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(57) Abstract: The present invention describes and claims an in vitro method for the identification of Candida glabrata, the
sequences associated with said identification, together with diagnostic kits for identitying C. glabrata and the use thereof.

(57) Resumen: La presente invencioén describe y reclama un método in vitro para la identificacién de Candida Glabrata, las
secuencias asociadas a dicha identificacion, asi como kits de diagnostico para identificar a C. glabrata y el uso de los mismos.
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METODO IN VITRO PARA LA DETECCION DE CANDIDA GLABRATA, KIT DE

DIAGNOSTICO Y USOS DE LOS MISMOS.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo de la biotecnologia, en especial a

métodos de diagndstico molecular realizados in vitro.
ANTECEDENTES

Histéricaniente se ha considerado a Candida glabrata como un hongo
relativamente no patogénico en la flora normal de individuos sanos. Es decir, que rara vez
causaba infecciones serias en humanos. Sin embargo, en virtud del incremento del uso de
terapias inmunosupresoras junto con terapias con antimicéticos de amplio espectro, la
frecuencia de infecciones causadas por C. glabrata en mucosas o en vias sistémicas se ha
incrementado de manera significativa. De hecho, dependiendo del sitio de infeccién, C.
glabrata es generalmente la segunda o tercera causa de infeccién mas comin después de
C.albicans, representando un 17 a 23% de los casos de candidiasis en el torrente sanguineo
en pacientes de 16 a mayores de 65 afios (M. A. Pfaller, et. al, JOURNAL OF CLINICAL
MICROBIOLOGY, Mar. 2002, p. 852-856 Vol. 40, No. 3). Asimismo, las infecciones por
C. glabrata son comunes en hospederos anormales, por ejemplo, personas
inmunocomprometidas, pacientes con diabetes mellitus, pacientes con cancer o, por otro
lado, en neonatos o personas de la tercera edad. Es también comL'l‘n en ambientes
hospitalarios y en pacientes que han sido so'metidos a cirugia, han sido manipulados por el
personal del hospital (cateterismos) o han estado internados por periodos prolongados y la

mortalidad en dichos pacientes es igual a la de infecciones causadas por C.albicans.
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Ademas, en el campo de la medicina veterinaria se ha reportado infecciones
por levaduras en vacas, en donde un porcentaje importante corresponde a C. glabrata.
(Costa, G.M. et al.,, Cienc. Rural, 2008, Vol. 38, No. 7, pp.1938-1942). Por lo que se
considera que un diagndstico rapido y preciso en mamiferos es necesario para abatir la

incidencia de C. glabrata.

Las infecciones de C. glabrata son dificiles de tratar y generalmente son
resistentes a muchos agentes antifiingicos del tipo de los azoles, especialmente fluconazol,
que es el antimicdtico més recetado para casos de candidiasis. Por lo tanto, al ser
resistentes a los antifiingicos comunes y por falta de un diagnéstico rapido y preciso, las

infecciones de C. gldbrata tienen una alta mortalidad en pacientes hospitalarios.

Métodos de diagndstico para C. glabrata

Existen tres grupos de métodos de diagnéstico para candidiasis reportados
en la literatura: por seleccién en medio de cultivo, pruebas bioquimicas y pruebas

moleculares.

Dentro de los métodos de seleccion por medio de cultivo estan reportados, a
manera de ejemplo, el Mycosis IC/F, el Plus Aerobic/F standard y ChroM-agar, entre
otros. La caracteristica principal de estos medios de cultivo es que permiten diferenciar
distintas especies de Candida por tipo y color de colonia. Sin embargo, los tiempos de
incubacion van de entre 24 a 43 horas, o hasta 7 dias y ademas la especificidad y
sensibilidad no alcanzan porcentajes 6ptimos (van desde un 37.5% hasta un maximo de
96%). (J. Clin. Microbiol. Feb. 2004, pp 773-777, Vol. 42 No. 2; J. Clin. Microbiol., Ene.

2004, pp 115-118, Vol. 42, No. 1; J. Clin. Microbiol. Oct. 2003, pp. 4714-4717, Vol. 41,
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No. 10). Por lo tanto, ain cuando son métodos econdmicos para el diagnostico, los
resultados obtenidos son poco especificos y muy tardados, por lo que para el caso de C.

glabrata, implican poner en riesgo la vida del paciente.

En cuanto a los métodos bioquimicos, destacan los siguientes: los sistemas
API 20 6 API 20C (Bio-Merieux Vitex Ing.) estan basados en pruebas de asimilacion de
carbohidratos para la identificacion de las levaduras clinicamente relevantes, su tiempo de
incubajlci()n es de aproximadamente 72 horas, pero siempre se recomienda hacer una
correlacion con morfologia en cultivos o métodos similares, por lo que no es 100%
especifica la identificaciéon de hongos. Existen pruebas mejoradas como la Vitex Yeast
Biochemical Card, el cual es un sistema automatizado en donde se hacen 26 pruebas
bioqun:micas convencionales y 4 controles negativos, con una precisién mayor o igual al
85%, pero en caso de que la precision sea menor hay que hacer pruebas morfoldgicas
adicionales (J. Clin. Microbiol. May 1994, pp. 1184-1187, Vol. 32, No. 5; J. Clin.
Microbiol., jun 1999, pp. 1967-1970, Vol. 37, No. 6; J. Clin. Microbiol., abril, 1998, pp.

883-886, Vol. 36 No. 4; J. Clin. Microbiol. Mayo 1998, pp. 1443-1445, Vol. 36, No. 5).

Otros métodos estdn basados en la asimilacion de trehalosa de C. glabrata,
y en la falta de asimilacion de sacarosa. Sin embargo, en estos casos hay falsos positivos
con Candida tropicalis, se necesita una gran cantidad de indculo y los resultados suelen
depender del medio de cultivo. En ciertos casos la densidad del inéculo dificulta la lectura
de colores en las placas y el laboratorista debe ser muy experimentado para estandarizar la
técnica (J. Clin. Microbiol., Mar 2001, pp. 1172-1174, Vol. 39 No. 3). Dentro de estos

métodos se encuentran las Rosco Diagnostic Plates, Glabrata RTT y Dipstick Test, etc.
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De los reportes anteriores se deriva que alin cuando las pruebas bioquimicas
son relativamente rapidas, siempre se recomienda hacer anlisis complementarios que
aumentan el tiempo d? obtencion de resultados, dependen de la destreza del laboratorista
y/o del tipo de medio de cultivo, por lo que se requiere un sistema que identifique C.
glabrata sin la necesidad de hacer pruebas suplementarias, mejorando la eficiencia y que

provea informacion clinica relevante de manera rapida y a bajo costo.

Dentro de los métodos moleculares se describe en la literatura (J. Clin.
Microbiol., Dic 2005, pp. 5912-5915, Vol. 43 No. 12) un método para identificar 7
especies de Candida por medio de HPLC desnaturalizante, el cual permite un analisis de
alta resolucion de productos de PCR a partir de cultivos de sangre, en donde las
ampliﬁcaciones son de las regiones variables ITS2 con un analisis subsecuente con el
sistema de andlisis microbiano WAVE. El VHPLC desnaturalizante separa los productos de
PCR los cuales son teiiidos con tincion intercalable y se visualizan con un detector de

fluorescencia. Este método es de alto costo y requiere un dia de trabajo.

Asimismo, se ha reportado el uso de hibridacién por fluorescencia in situ
(FISH) con sondas de PNA para C.albicans (J. Clin. Microbiol. Jun 2002, pp. 2182-2186,
Vol. 40, No. 6; J. Clin. Microbiol., Nov. 2007, pp. 3802-3803, Vol. 45, No. 11; J. Clin.
Microbiol., Jun 2005, pp. 2909-2912, Vol. 43 No. 6; J. Clin. Microbiol., Sep 2006, pp.
3381-.3383, Vol. 44, No. 9), en donde se reportan datos variables en cuanto a la
especificidad y sensibilidad del método, ya que en ciertos reportes hay inconsistencias con
cepas clinicas que no dieron un resultado positivo, pero que al hacer las pruebas
bioquimicas detectaron especies diferentes de Candida, en algunos casos no detecta

especies de Candida diferentes en mezclas, y la fiabilidad de la prueba depende del disefio



10

15

20

WO 2010/107292 PCT/MX2010/000020

de las sondas de oligonucledtidos. En uno de dichos reportes destaca la necesidad de

sondas especificas para C. glabrata.

Otros ejemplos de métodos moleculares para la deteccion de Candida
glabrata estin basados en la identificacion de las regiones internas espaciadoras de la
transcripcion (internal transcribed spacer regions ITS) del ADN ribosomal como los que se
reportan en las patentes US 5,631,132, US 5,688,644, US 5,426,027, US 6,858,387, US
7,427,472. Asimismo, se han reportado métodos que detectan una regién hipervariable
dentro de la region ribosomal 28S como se reportan en las patentes US 5,707,802, US
5,763,169 y US 6,180,339. Sin embargo, la confiabilidad de los métodos de diagnéstico a
través, de la deteccion de regiones del DNA ribosomal es menor en una mezcla de

organismos filogenéticamente cercanos.

Por otra parte, se han reportado métodos de identificacion de Candida
glabrata a través de detectar regiones de ciertas proteinas. La patente US 6,497,880 reporta
un método a través de detectar secuencias de genes que codifican para proteinas de
reaccion a calor (heat shock proteins, Hsps). Por otra parte, la patente US, 6,017,699
reporta un método de identificacién de Candidas a través de detectar secuencias del gen de
quitina sintasa I, CHS1 (chitin synthase). Los métodos para identificar candidas a través de
secuencias especificas en genes conservados puede reducir su confiabilidad en una mezcla

de organismos filogenéticamente cercanos.

Adhesinas en C. glabrata

Las adhesinas son proteinas tipo lectina que se han descrito en diversas

especies de patégenos, entre ellas, C. albicans y C. glabrata. Dichas especies se adhieren a
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las células epiteliales del hospedero por medio del reconocimiento de los carbohidratos de

la pared celular del mismo.

En C. glabrata se identificé una proteina de pared celular llamada Epal que
es la principal adhesina responsable de la adherencia que presentan las células de C.
glabrata a las células epiteliales in vitro. Epal es una lectina que reconoce
glicoconjugados de N-acetil-lactosamina presentes en la superficie de las células epiteliales

de mamiferos (Cormack et al., 1999).

El gen EPAI se identificé inicialmente al buscar mutantes de C. glabrata
que fueran incapaces de adherirse a células epiteliales in vitro, y se demostré que una
delecidn del gen EPALI reducia la adherencia de C. glabrata a niveles no detectables.
Asimismo, EPA6 y EPA7 son genes que codifican para otras adhesinas (confieren
adherencia a S. cerevisiae cuando se expresan ectdpicamente), y estan localizados en
regiones subteloméricas. Esta localizacion tiene como consecuencia que EPA6 y EPA7 (y
las demas adhesinas subteloméricas) no se expresen in vitro. Durante infecciones de vias

urinarias sin embargo, al menos Epa6 se induce (Domergue et al., 2005).

El genoma de C. glabrata contiene una familia de proteinas de pared
celular de al menos 23 miembros. EPA1 estd agrupado con otros dos genes relacionados,
EPAZ'y EPA3, en una region adyacente al telébmero del lado derecho del cromosoma E.
En la regién subtelomérica del lado derecho del cromosoma I, también encontramos los
genes EPA4 y EPAS (De Las Pefias et al., 2003). En total, de los 23 miembros de la
familia Epa, al menos 17 se localizan en regiones adyacentes a los telémeros, y durante el

crecimiento in vitro son transcripcionalmente inactivos (Castafio et al., 2005; De Las Pefias
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et al., 2003). Esta regulacién negativa depende de la estructura represiva de la cromatina

en regiones cercanas a los telomeros (silenciamiento subtelomérico).

Por anélisis bioinformatico, se ha deducido que EPA1, EPA6 y EPA7 son

los mas homdlogos entre si en el extremo amino terminal.

Con el objeto de superar los retos técnicos para la identificacion especifica y
sensible de C. glabrata, la presente invencion surge de una estrategia de andlisis de las
regiones intergénicas de las adhesinas de C. glabrata, en especial de las variantes de las
regiones que contienen las secuencias de los elementos negativos (EN) para identificar
Candz:da glabrata y de la evidencia de su utilidad en la identificacién de este organismo.
Cabe hacer mencion que dicha estrategia no ha sido abordada en ningin reporte de arte

previo, por lo que es novedosa, no obvia y sujeta a aplicacién industrial.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Diagrama de localizacién de los oligonucledtidos generados a lo
largo de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5. Los niimeros corresponden a las SEQ. ID. Nos. 6 a 52 y

su posicién y orientacion sobre las secuencias SEQ. ID. Nos. 1 a 5.

Figura 2. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, ttiles para la identificacién
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C1+ a C4+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados Cl- a

C4-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M1+ a M4 + contienen ADN de
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C. glabrata, C. albicéns, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carriles M1- a M4- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis
y C. guillérmondii‘ Las bandas de amplificacién positivas para C. glabrata son de 2205pb
(muestras con C1+ y M1+), 289pb (muestras con C2+y M2+), 196pb (muestras con C3+y
M3+).y 410 pb (muestras con C4+ y M4+). El marcador de peso molecular utilizado es 1

Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 3. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, utiles para la identificaciéon
de C..glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C5+ a C8+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C5- a
C8-, son aquellos con ADN de S. éerevisiae. Los carriles M 5+ a M8 + contienen ADN de
C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carriles M 5- a M8- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis
¥ C. guillermondii. Las bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son de 301pb
(muestras con C5+ y M5+), 267pb (muestras con C6+ y M6+), 130pb (muestras con C7+ y
MT7+) y 428 pb (muestras con C8+ y M8+). El marcador de peso molecular utilizado es 1

Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 4. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, ttiles para la identificacion
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C9+ a C12+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C9- a
C12-, son'aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M9+ a M12 + contienen ADN

de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
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carriles M9- a MI12- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
tropicalis y C. guillermondii. Las bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son
de 200pb (muestras con C9+ y M9+), 559pb (muestras con C10+ y MI10+), 331pb
(muestras con C11+y M11+) y 306 pb (muestras con C12+ y M12+). El marcador de peso

molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 5. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, ttiles para la identificacion
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C1+ a C4+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados Cl- a
C4-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M1+ a M4 + contienen ADN de
C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carriles M1- a M4- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis
Y C. guillermondii. Las bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son de 2080pb
(muestras con C1+y M1+), 332pb (muestras con C2+ y M2+), 177pb (muestras con C3+y
M3+) y 673 pb (muestras con C4+ y M4+). El marcador de peso molecular utilizado es |

Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 6. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, utiles para la identificacién
de C. gldbrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C5+ a C8+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C5- a
C8-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M 5+ a M8 + contienen ADN de
C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los

carriles M 5- a M8- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis
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y C. guillermondii. Las bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son de 339pb
(muestras con C5+ y M5+), 600pb (muestras con C6+ y M6+), 162pb (muestras con C7+y
MT7+) y 1004 pb (muestras con C8+ y M8+). El marcador de peso molecular utilizado es 1

Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 7. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucleétidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, ttiles para la identificacion
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C9+ a C10+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C9- a
C10-,"son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M9+ a M10 + contienen ADN
de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carriles M9- a M10- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
tropicalis y C. guillermondii. Las bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son
de 740pb (muestras con C9+ y M9+) y 741pb (muestras con C10+ y M10+). El marcador

de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 8. Gel de agarosa al 0.6%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, ttiles para la identificacién
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C1+ a C3+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados Cl- a
C3-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M1+ a M3 + contienen ADN de
C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carrilés M1- a M3- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis
y C. guillermondii. Las bandas de ambliﬁcacién positivas para C. glabrata son de 8209pb

(muestras con Cl1+ y MI1+), 4531pb (muestras con C2+ y M2+) y 4596pb (muestras con
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C3+ y M3+). El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

Figura 9. Gel de agarosa al 1.5%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucleétidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, ttiles para la identificacién
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C4+ a C6+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C4- a
Cé6-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M 4+ a M6 + contienen ADN de
C. gla_brata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carriles M 4- a M6- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. pafapsilosis, C. tropicalis
y C. guillermondii. Las bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son de 593pb
(muestras con C4+ y M4+), 274pb (muestras con C5+ y M5+) y 859 pb (muestras con C6+

y M6+). El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 10. Gel de agarosa al 1.5%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucleétidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, ttiles para la identificacion
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados C7+ a C10+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C7- a
C10-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M 8+ a M10 + contienen ADN
de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carriles M7- a M10- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. ‘ parapsilosis, C.
tropicalis y C. guillermondii. Las bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son
de 918pb (muestras con C7+y M7+), 2271pb (muestras con C8+ y M8+), 689pb (muestras
con C9+y M9+) y 1306 pb (muestras con C10+ y M10+). El marcador de peso molecular

utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 11. Gel de agarosa al 1.5%, en donde se muestran diversos pares de
oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos: 1 a 5, Gtiles para la identificacién
de C. glabrata. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. Los carriles
marcados Cl+ a C3+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados Cl- a
C3-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M 1+ a M3 + contienen ADN de
C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Los
carriles M 1- a M3- contienen ADN de C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis
y C. guillermondii. Las bandas de amplificacién positivas para C. glabrata son de 2412pb
y 1940pb (muestras con C1+y M1+), 556pb (muestras con C2+y M2+) y 427pb (muestras
con C3+ y M3+). El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

Figura 12. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la optimizacién del
gradiente de temperatura para la reacciéon de PCR con los oligonucleétidos de las SEQ ID
Nos. 7 y 8, las bandas identificadas son de 136 y 140 pb. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular y en los carriles 2 a 13 se muestran los productos de PCR a
tempe'raturas de 54.0, 54.9, 56.3, 57.6, 59.0, 60.3, 61.4, 62.9, 64.4, 65.8, 67.1 y 67.6°C
respectivamente, correspondientes a ADN de C. glabrata, lo que se comprobé con
resecuenciacion de los productos de PCR. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb

Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 13. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la optimizacién del
gradiente de temperatura para la reaccion de PCR con los oligonucleétidos de las SEQ ID
Nos. 6 y 8, las bandas identificadas son de 327, 348 y 364 pb. En los carriles 1 y 14 se

muestra el marcador de peso molecular y en los carriles 2 a 13 se muestran los productos



10

15

20

WO 2010/107292 PCT/MX2010/000020

13

de PCR a temperaturas de 54.0, 54.9, 56.3, 57.6, 59.0, 60.3, 61.4, 62.9, 64.4, 65.8, 67.1 y
67.6°C respectivamente. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen).

Figura 14. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la optimizacion del
gradiente de temperatura para la reaccion de PCR con los oligonucleétidos de las SEQ ID
Nos. 9y 10, las bandas identificadas son de 601 y 664 pb. En los carriles 1 y 14 se muestra
el marcador de peso molecular y en los carriles 2 a 13 se muestran los productos de PCR a-
tempe‘raturas de 54.0, 54.9, 56.3, 57.6, 59.0, 60.3, 61.4, 62.9, 64.4, 65.8, 67.1 y 67.6°C
respectivamente. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

Figura 15. Gel de agarosa al 2% en donde se optimiza la concentracién de
primers para los oligonucleétidos de las SEQ ID Nos. 7 y 8, a una temperatura de 59°C, en
donde en los carriles 1 y 8 se presentan los marcadores de peso molecular y en los carriles
2 a 7 las concentraciones de primers son de 100, 200, 400, 500, 600 y 800 nM. Los
productos de PCR obtenidos son de 136 y 140 pb, lo cual se comprobé por resecuenciacién
de los préductos de PCR. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen).

Figura 16. Gel de agarosa al 2% en donde se optimiza la concentracién de
primers para los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 6 y 8, a una temperatura de 67.1°C,
en donde en el carril 1 se presenta el marcador de peso molecular y en los carriles 2 a 7 las
concentraciones de primers son de 100, 200, 400, 500, 600 y 800 nM. Los productos de
PCR obtenidos son de 327, 348 y 364 pb. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb

Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 17. Gel de agarosa al 2% en donde se optimiza la concentracion de
primers para los oligonucleétidos de las SEQ ID Nos. 9 y 10, a una temperatura de 61.4°C,
en donde en el carril 1 se presenta el marcador de peso molecular y en los carriles 2 a 9 las
concentraciones de primers son de 100, 200, 400, 500, 600, 800, 1000 y 1200 nM. Los
productos de PCR obtenidos son de 601 y 664 pb. El marcador de peso molecular utilizado

es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 18. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la optimizacion de la
concentracién de dNTPs para los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 6 y 8, a una
temperatura de 59°C y una concentracion de primers de 500 nM. En el carril 1 se muestra
el marcador de péso molecular, y en los carriles 2 a 8 se muestran las concentraciones de 3,
10, 15, 20, 30, 40 y 50 uM de dNTPs. Los productos de PCR obtenidos son de 136 y 140

pb. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 19. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la optimizacion de la
concentracion de dNTPs para los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 7 y 8, a una
tempe'ratura de 67.1°C y una concentracion de primers de 200 nM. En el carril 1 se muestra
el marcador de peso molecular, y en los carriles 2 a 8 se muestran las concentraciones de 5,
10, 15, 20, 30, 40 y 50 uM de dNTPs. Los productos de PCR obtenidos son de 327, 348 y

364 pb. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 20. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la optimizacion de la
concentracion de dNTPs para los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 9 y 10, a una
temperatura de 61.4°C y una concentracion de primers de 400 nM. En el carril 1 se muestra

el marcador de peso molecular, y en los carriles 2 a 8 se muestran las concentraciones de 5,
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10, 15, 20, 30, 40 y 50 pM de dNTPs. Los productos de PCR obtenidos son de 601 y 664

pb. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 21. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la sensibilidad de la
reaccion de PCR al variar la cantidad de ADN gendémico de la muestra para los
oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 6 y 8, a una temperatura de 59°C, una concentracién
de primers de 500nM, una concentraciéon de dNTPs de 30uM. En los carriles 1 y 15 se
muestran los marcadores de peso molecular, y en los carriles 2 a 14 se muestran las
concentraciones de 345, 200, 20, 12.5, 2.5, 0.5, 0.1, 0.02, 0.004, 0.0008, 0.00016,
0.000032 y 0 ng de ADN gendémico. Los productos de PCR obtenidos son de 136 y 140 pb.

El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 22. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la sensibilidad de la
reaccion de PCR al variar la cantidad de ADN genémico de la muestra para los
oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 7 y 8, a una temperatura de 67.1°C, una
concentracién de primers de 200nM, una concentracion de dNTPs de 30uM. En el carril 1
se muestra el marcador de peso molecular, y en los carriles 2 a 14 se muestran las
concentraciones de 345, 200, 20, 12.5, 2.5, 0.5, 0.1, 0.02, 0.004, 0.0008, 0.00016,
0.000032 y 0 ng de ADN gendémico. Los productos de PCR obtenidos son de 327, 348 y

364 pb. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 23. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la sensibilidad de la
reaccién de PCR al variar la cantidad de ADN genémico de la muestra para los
oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 9 y 10, a una temperatura de 61.4°C, una
concentracion de primers de 400nM, una concentracion de dNTPs de 30uM. En los carriles

1 y 15 se muestran los marcadores de peso molecular, y en los carriles 2 a 14 se muestran
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las concentraciones de 345, 200, 20, 12.5, 2.5, 0.5, 0.1, 0.02, 0.004, 0.0008, 0.00016,
0.000032 y 0 ng de ADN genémico. Los productos de PCR obtenidos son de 601 y 664 pb.

El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 24. Gel de poliacrilamida nativo al 6%. Gel A: En el carril PM se
muestra el marcador de peso molecular ADN pBR322/Msp I (Biogenica), en los carriles 2
as se'muéstran los productos de reaccién de PCR obtenidos a 59° C, 500 nM de primers y
30uM de dNTP’s con los oligonucleétidos de las SEQ. ID. Nos. 7 y 8, en donde las bandas
obtenidas son de 136 y 140 pares de bases. Gel B: acercamiento del gel A: carril PM:
bandas de 147 y 123 pares de bases del marcador de peso molecular pBR322/Msp 1
(Biogenica); los carriles 2 a 5 corresponden a las bandas de 136 y 140 pares de bases de los

productos de PCR obtenidos utilizando los oligonucleétidos de las SEQ. ID. Nos. 7 y 8.

Figura 25. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestra la sensibilidad y
especificidad de la reaccion de PCR al utilizar muestras clinicas. Se utilizaron los
oligor;ucleétidos de las SEQ ID Nos. 6 y 8. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso
molecular, en el carril 2, una muestra de ADN gendémico de una cepa silvestre de C.
glabrata, en el carril 3, una muestra de ADN genémico de C.albicans, en los carriles 4 a
15 muestras clinicas de orina. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen).

Figura 26. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestra la sensibilidad y
especificidad de la reaccion de PCR en muestras clinicas de sangre. En el carril 1 se
encuentra el marcador de peso molecular, en el carril 2, el ADN gendmico de una cepa
silvestre de C. glabrata, en el carril 3, ADN gendémico de una cepa silvestre de C.albicans,

en el carril 4, una muestra de sangre negativa para C. glabrata, en los carriles 5 y 6, dos
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muestras de ADN gendmico positivas para C. glabrata. Los productos de PCR son de 327,
348 y 364 pb. El marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

Figura 27. Geles de agarosa al 2%, en donde se demuestra que el elemento
negativo Unicamente se encuentra en C. glabrata y no en otras especies filogenéticamente
relaci(‘)nadas. Se utilizaron varias sondas, los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 9 y 10
para identificar el elemento negativo de C. glabrata en los carriles 2 a 17 y
oligonucledtidos especificos de rRNA 26 S en los carriles 3 a 7, oligonucleétidos
especificos de rRNA 18 S en los carriles 8 a 17. El marcador de peso molecular utilizado

esl Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 28. Geles de agarosa al 2% en donde se demuestra la especificidad
de los oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 en mezclas de C.
glabrata con especies filogenéticamente cercanas. En el gel A, carril 2 se utilizan los
oligonucleétidos con las SEQ ID Nos. 7 y 8, en los carriles 3 a 13 se utilizan
oligonucleétidos de rRNA; en el gel B, en los carriles 2 a 13 se utilizan los
oligonucleétidos de las SEQ. ID. Nos. 7 y 8, y en los carriles 3 a 13 se utilizan ademas
oligonucledtidos de rRNA. En los carriles 1 a 13 de cada gel se corrieron en orden las
siguie'ntes muestras: carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, elemento negativo de C.
glabrata; carril 3, C. glabrata; carril 4, C. parapsilosis; carril 5, C. tropicalis; carril 6, C.
parapsilosis; carril 7, C. albicans; carriles 8 a 13, mezcla de C. albicans (100 ng) con C.
glabrata en concentraciones de 345, 20, 10, 5, 2.5 y 0 ng de C. glabrata. Se observan

bandas de amplificacion para los rRNA en los carriles 3 a 13 y unicamente en los carriles
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2,3 y 8 a 13 de 136 y 140 pb correspondientes a C. glabrata. El marcador de peso

molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 29. Geles de agarosa al 2% en donde se identifica C. glabrata
proveniente de diversos aislados clinicos. En los carriles M, se muestran los marcadores de
peso molecular. En el carril C, se muestra el control positivo de C. glabrata. En los carriles
1 a 46 se muestran diversos aislados clinicos. Los carriles 14, 17 y 33 no muestran banda
de amplificacion, mismo que sera explicado en la seccion de ejemplos. El marcador de

peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 30. Geles de agarosa al 2% en donde se identifica C. glabrata
proveniente de diversos e;islados clinicos. En los carriles M, se muestran los marcadores de
peso molecular. En el carril C, se muestra el control positivo de C. glabrata. En los carriles
1 a 46 se muestran diversos aislados clinicos. Los carriles 14, 17 y 33 no muestran banda
de amplificacién, mismo que sera explicado en la seccidén de ejemplos. El marcador de

peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figura 31. Uso de una molécula de ADN como sonda de hibridacién para la
identificacion especifica de C. glabrata. En esta figura se muestra un anélisis por Dot-blot,
en do;lde en la fila 1 se muestra un producto de PCR como control interno, variando las
cantidades de ADN de 50, 40, 30, 20 y 10 ng en los carriles A a E respectivamente. En la
fila 2 se muestra el ADN de una muestra clinica de C. glabrata en cantidades de 10, 5, 2.5,
1 y 0.5 ug en los carriles A a E, respectivamente. En la fila 3 se muestra el ADN de una
mucst;a clinica de C. glabrata en cantidades de 5, 2.5, 1, 0.5 y 0.25 pg en los carriles A a
E, respectivamente. En la fila 4 se muestra el ADN de una cepa silvestre de C. glabrata en

cantidades de 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 pg en los carriles A a E, respectivamente. En la fila 5 se
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muestra el ADN de una cepa silvestre de C. albicans en cantidades de 10, 5,2.5, 1y 0.5 pug
en los carriles A a E, respectivamenteﬂEn la fila 6 se muestra el ADN de una cepa silvestre
de Saccharomyces cerevisiae en cantidades de 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 pg en los carriles A a E,
respectivamente. La sonda de C. glabrata utilizada es de 140 pb y se encuentra enla region

intergénica de las SEQ. ID. Nos. 1 a 3.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe y reclama una molécula de ADN,

. caracterizada porque es una region intergenica de adhesinas de C. glabrata y se selecciona

a partir del grupo que consiste de las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID

No. 4y SEQ ID No. 5.

En una modalidad adicional, dicha molécula de ADN de esta comprendida
por las siguientes regiones intergénicas: EPA1 a EPA 2 para la SEQ ID No. 1(2225 pb),
EPA-H a Telomero para la SEQ. ID No. 2(2438 pb), EPAK a EPA22 para la SEQ. ID. No.
3(8309 pb), EPA6 a Teldmero para la SEQ. ID. No. 4 (2432 pb) y EPA7 a Telomero para

la SEQ. ID. No. 5 (2498 pb).

Asimismo, se describe y reclama un oligonucleétido para la identificacion
especifica de C. glabrata, caracterizado porque consiste de una secuencia continua de 15 a
35 nugleétidos de las secuencias de ADN que se seleccionan a partir del grupo que consiste
de las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4 y SEQ ID No. 5. En
donde dicho oligonucledtido esta caracterizado ademas porque consiste de las secuencias

como se muestran en las SEQ ID Nos. 6 a 52. Dicho oligonucledtido esta caracterizado
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ademas porque tiene una homologia de entre 90 y 100% con respecto a las SEQ ID Nos. 1

as.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se describe y reclama un
método in vitro para la identificacion especifica de C. glabrata, caracterizado porque
comprende los pasos de: a) amplificar fragmentos de ADN a partir de una muestra
biolégica mediante PCR con los oligonucleétidos descritos anteriormente y b) identificar
los fragmentos de ADN amplificados. En dicho método la muestra biolégica es derivada de
un sujeto a estudio. En donde dicho sujeto a estudio es un animal mamifero, que en una
modalidad preferida es, pero no se limita a un humano. En una modalidad preferida
adicional, dicha muestra biologica se selecciona del grupo que consiste de cualquier tipo de
muestra que contenga ADN, fluidos, tejido, desecho o célula, orina chorro medio, cultivo
de orjna .por sonda, cultivo por nefrostomia (rifion derecho e izquierdo), agua de
hemodialisis, liquido pleural, cultivo piégenos, mielocultivo, médula ésea, hemocultivo
por lisis (sangre periférica), cultivo de sangre (hemocultivo), concentrado leucocitario,
concentrado eritrocitario, exudado faringeo, exudado nasal, exudado vaginal, exudado
prostatico, expectoracion, catéter, biopsias de diferentes tejidos, tales como: ganglio, fejido
subcutaneo, cornea, pulmoén, nédulo pulmonar, pancreas, maxilar, piel, piel cuantitativa
(celulitis, mama, escroto, brazo, mano), pelo, ufias, tibia, misculo, hueso, mama, sinovial,
escara, muslo, capsula articular, rodilla, epiplon; lavado bronquioalveolar (lingula, 16bulo
superior e inferior (izquierdo y derecho), LBA derecho e izquierdo (vias aéreas)); post-
morte;n (higado, pulmén, bazo); herida; hisopado (perianal, vaginal, tlcera (pie, mano));

absceso (muslo, rifion, perianal); 6 peripancreatico.



10

15

20

WO 2010/107292 PCT/MX2010/000020

21

En una modalidad adicional de dicho método, la amplificaciéon de
fragméntos de ADN se lleva a cabo con al menos un oligonucledtido como se defini6
anteriormente. Asimismo, en modalidades preferidas del método aqui descrito y
reclamado, la temperatura de amplificacién de la reaccién de PCR es de entre 54°
C y 67.6°C; la concentracion de ADN genémico es igual o mayor a 0.0008ng,
preferentemente la concentracion de ADN gendmico es de entre 0.0008ng a 345ng;
ademds, la concentracion de oligonucleétidos es de entre 100nM y 1200nM vy la

concentracion de dNTPs es de entre 5 a 50 uM.

Dentro de una modalidad adicional de la presente invencion se describe y
reclama un kit para la identificacion especifica de Candida glabrata, caracterizado porque
comprende los oligonucledtidos como se definieron anteriormente. En una modalidad
preferida, dicho kit comprende al menos una muestra de ADN gendémico de C. glabrata
(control positivo) y al menos una muestra de ADN genémico de al menos una especie

filogenéticamente relacionada con C. glabrata (control negativo).

En una modalidad preferida, se describe y reclama el uso de una molécula
de ADN que es una region intergénica de adhesinas de C. glabrata y se selecciona a partir
del grupo que consiste de las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4
y SEQ ID No. 5, como la descrita anteriormente, para generar oligonucleétidos utiles para

la identificacion especifica de C. glabrata.

Adicionalmente, se reclama y describe el uso de al menos dos
oligonucledtidos caracterizados porque consisten de una secuencia continua de 15 a 35
nucledtidos de las secuencias de ADN que se seleccionan a partir del grupo que consiste de

las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4 y SEQ ID No. 5. En donde
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dichos oligonucledtidos estan caracterizados ademas porque consisten de las secuencias
como se muestran en las SEQ ID Nos. 6 a 52. Dichos oligonucleétidos estan caracterizados
ademas porque tienen una homologia de entre 90 y 100% con respecto a las SEQ ID Nos. 1

a 5, para identificar C. glabrata.

Una modalidad preferida de la presente invencién comprende una molécula
de ADN util para la identificacion especifica de C. glabrata, caracterizada porque consiste
de una secuencia continua de 36 o més nucleétidos comprendidos dentro de las secuéncias
de ADN que se seleccionan a partir del grupo que consiste de las SEQ ID No. 1, SEQ ID
No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4 y SEQ ID No. 5, en donde dicha molécula tiene una

homologia de entre 90 y 100% con respecto a las SEQ ID Nos. 1 a 5, asi como su uso.

Dentro del alcance de la presente invencién se describe y reclama un
método in vitro para la identificacién especifica de C. glabrata, caracterizado porque
comprende los pasos de: a) hibridizar fragmentos de ADN a partir de una muestra
biolégica con las moléculas de ADN como se definieron en el parrafo anterior; b)
identiﬁcaf los fragmentos de ADN hibridizados, en donde los pasos a) y b) se llevan a cabo
por medio de una técnica seleccionada del grupo que comprende: Dot-Blot, Southern Blot,
Northern Blot, hibridizacién in situ o microarreglos, en donde la muestra biolégica es
derivada de un sujeto a estudio, en donde el sujeto a estudio es un animal mamifero, en
donde dicho animal mamifero es un humano. Dicha muestra biolégica se selecciona del
grupo que consiste de cualquier tipo de muestra que contenga ADN, fluidos, tejido,
desecho o célula, orina chorro medio, cultivo de orina por sonda, cultivo por nefrostomia
(riién derecho e izquierdo), agua de hemodialisis, liquido pleural, cultivo piégenos,

mielocultivo, médula dsea, hemocultivo por lisis (sangre periférica), cultivo de sangre
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(hemocultivo), concentrado leucocitario, concentrado eritrocitario, exudado faringeo,
exudado nasal, exudado vaginal, exudado prostatico, expectoracion, catéter, biopsias de
diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido subcutdneo, cornea, pulmén, nédulo
pulmonar, pancreas, maxilar, piel, piel cuantitativa (celulitis, mama, escroto, brazo, mano),
pelo, uiias, tibia, musculo, hueso, mama, sinovial, escara, muslo, capsula articular, rodilla,
epiplén; lavado bronquioalveolar (lingula, 16bulo superior e inferior (izquierdo y derecho),
LBA derecho e izquierdo (vias aéreas); post-mortem (higado, pulmén, bazo); herida;
hisopado (perianal, vaginal, ulcera (pie, mano)); absceso (muslo, rifién, perianal); 6
peripancreético. Asimismo, el paso a) se lleva a cabo con al menos una molécula de ADN

como se definio anteriormente.

Por altimo, dentro del alcance de la presente solicitud se encuentra un kit
para la identificacién especifica de Candida glabrata, caracterizado porque comprende al
menos una molécula de ADN como se definié anteriormente, en donde dicho kit
comprende al menos una muestra de ADN gendmico de C. glabrata (control positivo) y al
menos una muestra de ADN genémico de al menos una especie filogenéticamente

relacionada con C. glabrata (control negativo).
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Obtencidn de las secuencias v sondas de diagndstico.

Las secuencias descritas y reclamadas en la presente invencién se
encuentran incluidas dentro de la secuencia de ADN genémico de C. glabrata
(http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/CAGL/), y en las secuencias de GeneBank Nos.:

AY344225, AY344226, AY646926, AY646925. Sin embargo, y sin menoscabo para la
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patentabilidad de la presente invencion, su caracterizacién como secuencias regulatorias en
cis de las adhesinas asociadas a las mismas y su uso como secuencias utiles para la
identificacion de C. glabrata no ha sido descrita en ninglin reporte cientifico o de bases de

datos de patente.

Ahora bien, las secuencias regulatorias de los genes de adhesinas objeto de
la presente solicitud estan relacionadas con la regulacion de la expresion de, por ejemplo,
la adhesina EPA1. Se ha observado que la regulaciéon de dicha adhesina in vitro es
compleja: el gen estd reprimido en cultivos de células en fase estacionaria, y se induce
fuertemente al diluirlas en medio fresco. A lo largo de la fase exponencial la expresion se
reprime por la accién de un elemento negativo (EN). El EN es un elemento en cis, y se
maped inicialmente de manera funcional al extremo 3” del TAA de EPAIL. Por analisis
bioinformético se ha encontrado que el elemento mapeado funcionalmente, se encuentra
solamente en C. glabrata y por bloques, mismos que pueden variar dependiendo del
serotipo analizado. El genoma de C. glabrata tiene 5 copias del EN (incluyendo el original
al 3’ de EPALl), asociadas con alguno de los genes de la familia EPA. La deteccién de los
EN por medio de oligonucleétidos generables a lo largo de la secuencia de dichas regiones
es esencial para la identificacion de C. glabrata. En virtud de lo anterior, las secuencias
identificadas como SEQ ID Nos. 1 a 5 comprenden las regiones intergénicas con los
bloques de Elementos Negativos, y por lo tanto, cualquier oligonucleétido generable a
partir de dichas secuencias es util para la identificacion de C. glabrata. En este tenor, la
SEQ ID No. 1 (2225 pb), corresponde a la region intergénica entre los genes EPAI y
EPA2; la SEQ ID No. 2 (2438 pb), corresponde a 'la region intergénica entre el gen EPA-H

y €l Telomero; la SEQ ID No. 3 (8309 pb), corresponde a la regidn intergénica entre los
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genes EPA-K y EPA-22; la SEQ ID No. 4 (2432 pb), corresponde a la region intergénica
entre ;:l gen EPAG y el Telomero; y la SEQ ID No. 5 (2498 pb), corresponde a la region
intergénica entre el gen EPA7 y el Telomero. A manera de ejemplo, y sin ser limitantes
para el alcance de la presente invencion, se presentan las SEQ. ID. Nos. 6 a 52, derivadas
de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5, las cuales permiten la identificacién 100% especifica y sensible
de ais‘lados clinicos de C. glabrata de diferentes origenes. La alineacion relativa de las
SEQ. ID. Nos. 6 a 52, sobre las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 se encuentra representada en la Figura

1.

Dentro del alcance de la presente invencion quedaran asimismo
comprendidas las secuencias complementarias en al menos 90% con las SEQ. ID. Nos. 1 a

5.

A fin de comprobar que cualquier porcidn de las secuencias descritas en las
SEQ..ID. Nos. 1 a 5 son ftiles para la identificacion de C. glabrata, se generaron
oligonuclg:étidos como los descritos en las SEQ. ID. Nos. 6 a 52, mismos que abarcan
todas las regiones intergénicas de las adhesinas EPA1, EPA22, EPAH, EPA6 y EPA7. La
posicion de dichos oligonucledtidos esta representada en la Figura 1, en donde se puede
apreciar que dichos oligonucleotidos fueron generados desde los extremos hasta las
regiones centrales. Asimismo, se comprobé su utilidad para la identificacion de C.
glabrata sola o en mezcla con otras especies filogenéticamente relacionadas. En las figuras
2 a 11 se muestran las diferentes combinatorias obtenibles a partir de los oligonucleétidos
de las SEQ ID Nos. 6 a 52 y los tamarios de producto de PCR esperados. Los resultados
demuestran que la totalidad de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 sirve como base para la generacion

de oligonucledtidos especificos para C. glabrata, se mantiene la sensibilidad y la
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especificidad de la prueba, y que es posible detectar el hongo en mezcla con otras
levaduras. Por lo tanto, cualquier oligonucleétido generable a partir de las SEQ. ID. Nos. 1

a 5 entra dentro del alcance de la presente solicitud.

Obtencidén de muestras biolégicas.

Las muestras bioldgicas provienen de un sujeto de estudio, el cual es un
animal, mamifero, y en una modalidad preferida, dicho mamifero es un humano. Dichas
muestras bioldgicas pueden provenir de cualquier ﬂuido, tejido, desecho o célula que
contenga ADN en buenas condiciones para llevar a cabo el PCR. Tales muestras se pueden
seleccionar, pero no estan limitadas a: orina chorro medio, cultivo de orina por sonda,
cultivo por nefrostomia (rifién derecho e izquierdo), agua de hemodialisis, liquido pleural,
cultivo pidgenos, mielocultivo, médula 6sea, hemocultivo por lisis (sangre periférica),
cultivo de sangre (hemocultivo), concentrado leucocitario, concentrado eritrocitario,
exudado faringeo, exudado nasal, exudado vaginal, exudado prostatico, expectoracién,
catéter, biopsias de diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido subcuténeo, cornea,
pulmén, ﬁ(’)dulo pulmonar, pancreas, maxilar, piel, piel cuantitativa (celulitis, mama,
escroto, brazo, mano), pelo, ufias, tibia, misculo, hueso, mama, sinovial, escara, muslo,
capsula articular, rodilla, epiplon; lavado bronquioalveolar (lingula, 16bulo superior e
inferior (izquierdo y derecho), LBA derecho e izquierdo (vias aéreas)); post-mortem
(higado, pulmén, bazo); herida; hisopado (perianal, vaginal, tlcera (pie, mano)); absceso

(muslo, rifion, perianal); 6 peripancreatico.

Método de diagndstico in vitro de Candida glabrata por PCR.
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De manera general, el método de la presente invencién consta de los

siguientes pasos:
- Aislar el ADN proveniente de una muestra bioldgica,

- Realizar una reaccion de PCR utilizando los oligonucledtidos
5 generables a partir de las SEQ ID Nos. 1 a 5, incluyendo, pero no limitados a los

. oligonucleétidos de las SEQ. ID. Nos. 6 a 52.

- Corroborar la presencia de Candida glabrata por medio de algiin

método convencional.

Dichos métodos convencionales son como se describen, pero no limitados a:

10 Ausuk;el FM et al. (1999) Short protocols in molecular biology: a compendium of methods
from Current protocols in molecular biology. John Wiley & Sons; Fasmann GD (1989)
Practical handbook of biochemistry and molecular biology. Florida CRC Press, 1989,
Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. Cold
Spriné Harbor Laboratory Press., Innis MA et al. (1990); PCR protocols : a guide to

15  methods and applications. Academic Press; Innis MA, Gelfand DH, Sninsky JJ (1999)
PCR applications : protocols for functional genomics. Academic Press; McClelland M,
Honeycutt R, Mathieu-Daude F, Vogt T, Welsh J (1997) Fingerprinting by arbitrarily
prime;i PCR. Methods Mol Biol. 85:13-24; McClelland M, Welsh J (1994) DNA
fingerprinting by arbitrarily primed PCR. PCR Methods Appl. 4:559-65; McPherson MJ,

20  Hames BD, Taylor GR (1995) PCR 2 : a practical approach. IRL Press; McPherson MJ,

Quirke P, Taylor GR (1994) PCR : a practical approach. Oxford University Press; Evans
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IH (1996) Yeast protocols: methods in cell and molecular biology. New Jersey Humana

Press.

La identificaciéon de C. glabrata se lleva a cabo con un 100% de
especificidad y un 100% de sensibilidad, debido a que las secuencias SEQ ID Nos. 1 a 5
son exclusivas de dicho hongo y no se encuentran presentes en ningin otro organismo y

este es el primer reporte de su utilidad para la identificacién de C. glabrata.

Para comprobar la eficiencia y especificidad del método de identificacion de

la presente invencion, a continuacion se muestran los siguientes experimentos:

Con el objeto de demostrar la estandarizacién de las condiciones
experimentales para la identificacién especifica de C. glabrata, se eligieron los
oligonucledtidos descritos en las SEQ ID Nos. 6 a 10, para ser probados en las siguientes

condiciones:

a) Optimizacién de  gradiente de temperatura: los
oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 6 a 10 fueron probados en un rango de
temperaturas de entre 54°C y 67.6°C. Como puede apreciarse en las Figuras 12 a
14, dichos oligonucledtidos produjeron los fragmentos de PCR esperados de 136,

. 140, 327, 348, 364, 601 y 664 pb. Esto significa que la temperatura de reaccién
)

puede variar de entre 54°C y 67.6°C sin que cambie el producto reaccidn, su

especificidad y sensibilidad.

b) Optimizacién de cantidad de primers: en las figuras 15 a 17,

- se muestran los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 6 a 10, que fueron probados
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en concentraciones de entre 100 a 1200 nM, y a temperaturas de entre 59°C a

67.1°C, produciendo los fragmentos del tamafio esperado en todos los casos.

c) Gradiente de concentracion dNTPs: en las figuras 18 a 20 se

muestra la optimizacién de la concentracion de dNTPs a diferentes temperaturas de

- entre 59 y 67.1°C y a una concentracion de primers de entre 200nM a 500nM. La

concentracion de dNTPs es de entre 5y 50 uM y en todos los casos se obtienen los

productos de PCR del tamaiio esperado.

d) Concentracion de ADN gendmico: en las figuras 21 a 23 se

muestra las concentraciones minimas necesarias para la amplificacién del ADN

gendmico proveniente de muestras clinicas. Se utilizaron los diferentes pares de
oligonucledtidos descritos en las SEQ ID Nos. 6 a 10, en temperaturas de entre

59°C a 67.1°C, a una concentracién de primers de entre 200nM a 500nM y una

" concentracion de dNTPs de 30pM. Las concentraciones de ADN genémico que

producen productos de PCR van de entre 0.0008ng a 345 ng.

e) Resolucién de los productos de PCR de 136 y 140 pb
correspondientes a los oligos SEQ ID Nos: 7 y 8. Dado que en los geles de agarosa
al 2% utilizados cotidianamente para la identificacién de productos de PCR no es
posible distinguir diferencias de unas pares de bases entre bandas de tamafios muy
similares, en el caso de los productos de PCR obtenidos para la pareja de
oligonuclestidos SEQ ID Nos. 7 y 8 se verifico la presencia de los dos productos
tanto por resecuenciacion como por gel de acrilamida nativo. Asi, para comprobar
que efectivamente se obtienen unicamente dos bandas de 136 y 140

correspondientes a los productos de PCR de los oligonucleédtidos de las SEQ ID
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Nos.: 7 y 8, se hizo un gel de poliacrilamida nativo al 6% vy tefiido con bromuro de
etidio. Como se aprecia en la figura 24, a diferentes concentraciones de ADN
(partiendo de una concentracion de ADN de 345 ng en
30 microlitros de reaccidn final y cargando en los carriles M1 6 microlitros, M2 3
microlitros, M3 5 microlitros y M4 4 microlitros de dicho volumen de 30
microlitros), se ve la presencia de las dos bandas de 136 y 140 pares de bases

esperadas.

De la estandarizacién de condiciones experimentales para el diagnostico de
C. glabrata se desprende que se pueden utilizar una amplia variedad de parejas de
oligonucleétidos disefiados a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5, y que adecuando las
condiciones de concentracién de ADN gendmico, oligonucledtidos, INTP’s y temperatura
de reaccién de PCR, por ejemplo, se obtiene una excelente resolucion de los productos de
PCR ae los tamafios esperados para cada secuencia, y, como se comprueba en las figuras 2
a 11 y mas adelante en las figuras 13 a 18 dicha identificacion es especifica y sensible para
diversos aislados de C. glabrata provenientes de aislados clinicos ya sea sola o en

combinacién con otras especies de hongos.

Analisis comparativo del método de diagndstico tradicional vs. el método de

deteccién de la presente invencion.

Con el objeto de probar cabalmente la ventaja competitiva de los métodos
de la presente invencion contra los métodos de diagnéstico tradicionales, a continuacion se

hace un comparativo de los tiempos de ambas pruebas:
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Método tradicional de identificacion de Candida glabrata en muestra de
orina: las muestras de orina son analizadas en un analizador de orina automético tipo
URISYS acoplado a UF-100i. El anélisis se realiza mediante citometria de flujo con laser
de argén. El UF-100i mide las propiedades de luz dispersa y fluorescencia para contar y
determinar las particulas presentes en la orina. El volumen de las particulas se determina a
partir de las sefiales de impedancia. De esta forma, de acuerdo a los diagramas de
dispersion, el resﬁltado final indica cuales muestras de orina son las que probablemente
contengan células levaduriformes. Estas muestras son marcadas como muestras de orina
YLC(células levaduriformes). De las muestras de orina marcadas como YLC se toma Iply
se siembra en placas de medio Sabourand/Dextrosa (SDA) y medio Sabourand/Dextrosa
con cefoperazona (CFP). Dichas placas se incuban a 30°C por 72 horas. Los urocultivos
con c‘recimiento menor a 10,000 UFC/ml, al igual que las placas sin crecimiento, se
reportan como No Desarroll6 Hongo (negativo); los urocultivos con desarrollo igual o
mayor a 10,000 UFC/ml pasan a la prueba de tubo germinal, con una incubacién de 2 horas
a 35°C, en donde se reportan como positivo para C.albicans y C. dubliniensis. En el caso
de los tubos germinales negativos se reporta como Candida sp. Para identificar a la especie
a partir del reporte de Candida sp. se utilizan las tarjetas Vitek, que permiten la
identificacion por ﬁledio de la asimilacion de carbohidratos. Dichas tarjetas se incuban por
un periodo de 24 a 48 horas, momento en el que se leen las tarjetas. El tiempo total minimo

para identificar C. glabrata es de 6 dias, con una sensibilidad de alrededor del 85%.

Meétodo de identificacion de C. glabrata de la presente invencion: las
muestras de orina son analizadas en un analizador de orina automitico tipo URISYS

acoplado a UF-100i. El andlisis se realiza mediante citometria de flujo con laser de argon.
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El UF-100i mide las propiedades de luz dispersa y fluorescencia para contar y determinar
las particulas presentes en la orina. El volumen de las particulas se determina a partir de las
sefiales de impedancia. De esta forma, de acuerdo a los diagramas de dispersion, el
resultado final indica cuales muestras de orina son las que probablemente contengan
células levaduriformes. Estas muestras son marcadas como muestras de orina YLC (células
levaduriformes). El tiempo de esta primera etapa es de 2 horas. A continuacién, de las
muestras de orina marcadas como YLC se toma 1 ml, se centrifuga, se descarta el
sobrenadante, se resuspende y se hierve la pastilla. El ADN genémico obtenido es el
templado del PCR donde se utilizan los primers generables a partir de las SEQ ID Nos. 1 a
5, como por ejemplo, pero no limitado a los descritos en las SEQ ID Nos. 6 a 52, en
condiciones Optimas de reaccion. Los productos de PCR son separados mediante
electroforesis en gel de agarosa y dichos productos son analizados para la correcta

identificacion de C. glabrata. El tiempo total de la prueba es de 6 horas.

Meétodo tradicional de identificacion de Candida glabrata en muestras
sanguineas: Las muestras de sangre se incuban durante 72 horas en el equipo automatizado
BACTEC9240. Cuando hay creqimiento de los microorganismos, estos metabolizan los
nutrientes contenidos en el medio de cultivo liberando CO,. La liberacién de CO, es
detectada por el equipo y automaticamente el hemocultivo se marca como positivo para
levaduras. Los hemocultivos positivos para levaduras son sembrados en placas de
Sabourand/Dextrosa (SDA) y Sabourand/Dextrosa con cefoperazona (CFP) y se incuban a
30°C por 72 horas. Los hemocultivos con un crecimiento menor a 10,000 UFC/ml al igual
que aquellos sin crecimiento, se reportan como No desarrollé hongo (negativo); los

hemoeultivos con un crecimiento igual o mayor a 10,000 UFC/ml se realiza la prueba de



10

15

20

WO 2010/107292 PCT/MX2010/000020

33

tubo germinal durante 2 horas a 35°C y se reporta como positivo para C.albicans y C.
dubiniensis. En el caso de los tubos germinales negativos se reporta como Candida sp.
Para identificar a la especie a partir del reporte de Candida sp. se utilizan las tarjetas Vitek,
que permiten la identificacién por medio de la asimilacion de carbohidratos. Estas tarjetas
se incuban durante 24 a 48 horas y son leidas para identificar C. glabrata. El tiempo total

minimo para la identificacion es de 9 dias.

Meétodo para detectar C. glabrata de la presente invencién en muestras
sanguineas: Las muestras de sangre se incuban durante 72 horas en el equipo
automatizado BACTEC9240. Cuando hay crecimiento de los microorganismos, estos
metabolizén los nutrientes éontenidos en el medio de cultivo liberando CO,. La liberacién
de C(52 es detectada por el equipo y automaticamente el hemocultivo se marca como
positivo para levaduras. De las muestras de sangre marcadas como positivas para levaduras
se toman 100ul, se centrifugan, se descarta el sobrenadante, se resuspende y se hierve la
pastilla. El ADN genémico obtenido es el templado del PCR donde se utilizan cualesquiera
de los oligonucleétidos generables a partir de las SEQ ID Nos. 1 a 5, como por ejemplo,
pero no limitado a los descritos en las SEQ ID Nos.v6 a 52, en condiciones Optimas de
reaccion. Los productos de PCR son separados mediante electroforesis en gel de agarosa y
dichos productos son analizados para la correcta identificacion de C. glabrata. El tiempo

total de la prueba es de 3 dias.

Un método alternativo es tomar como muestra sangre del paciente sin ser
preclasificada por hemocultivo. En este caso, se sigue el procedimiento anterior y el

tiempo total de la prueba es de 4 horas.
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De tal manera, el paso critico es obtener ADN gendmico suficiente de
cualquiera de los tipos de muestras descritos anteriormente (ver seccion de obtencién de
muestras clinicas), y a partir de las mismas, se utiliza el ADN genémico obtenido como el
templado del PCR donde se utilizan cualesquiera de los oligonucledtidos generables a
partir de las SEQ ID Nos. 1 a 5, como por ejemplo, pero no limitado a los descritos en las
SEQ ID Nos. 6 a 52, en condiciones Optimas de reaccion. Los productos de PCR son
obtenidos y analizados por cualquier método convencional, como por ejemplo, pero no
limitado a electroforesis en gel de agarosa, hibridizaciones tipo Dot-Blot, Southern Blot,
Northern Blot y similares; RT-PCR, PCR-ELISA, y los demas conocidos en el campo de la
técnica (por ejemplo, pero no limitado a Molecular Diagnostic PCR handbook. (2005),
Gerrit J. Viljoen, Louis H. Nel and John R. Crowther. Springer Publishers), para la correcta
identificacion de C. glabrata. Cabe sefialar que dichos oligonucledtidos pueden estar
conformados por nucledtidos sin marcar o marcados, como por ejemplo, pero no limitado

a, marca radioactiva, marca quiomiluminiscente, luminiscente, fluorescente, biotinilada.

A fin de comprobar la utilidad del método de diagnostico de la presente
invencion, se realizaron pruebas con muestras clinicas de diferentes origenes, utilizando
combinatorias distintas de los oligos generados a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5. Dichos

experimentos se describen a continuacién:

a) Identificacién de C. glabrata en muestras clinicas de diferentes origenes: en las
figuras 25 y 26 se ejemplifica la deteccion de C. glabrata, en este caso en muestras
de orina y sangre. En el 100% de las muestras se detecté a C. glabrata, no
produciéndose producto de PCR en el control negativo y en muestras con

.
C.albicans. Esto indica que el método de la presente invencion es 100% especifico
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y 100% sensible para C. glabrata y no hay reaccion cruzada con otras especies. La
presencia o ausencia de ciertas bandas sugiere una posible variacion en los
serotipos de las muestras clinicas, aunque se requiere investigacion adicional a este

respecto. Un reporte reciente que apoya esta hipdtesis se encuentra en Polakova, S.

et al. PNAS, Vol. 106, No. 8, pags. 2688-2693, 24 feb 2009; en donde se sugiere

que existen rearreglos cromosomales en C. glabrata como un mecanismo de
virulencia en aislados clinicos. Por lo tanto, no es inconsistente con el objeto y
materia de la presente invencién la presencia o ausencia de bandas en muestras
clinicas, siempre y cuando las presentes coincidan en secuencia y tamafio con las
previstas en la presente solicitud. Asimismo, y para comprobar lo anterior, por
medio de resecuenciacion de las bandas obtenidas, se afirma que corresponden
tanto al tamafio como a las secuencias esperadas para los productos de PCR de C.

glébrata.

b) Deteccién de especies filogenéticamente relacionadas a C.
glabrata: con el objeto de comprobar que las regiones del elemento negativo (EN)

y por ende las sondas descritas y reclamadas en la presente solicitud son exclusivas

de C. glabrata, se probaron tres pares de oligonucledtidos con las siguientes

especies: Candida glabrata, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida kruzei, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces castelii, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces kudriavzevii,
Saccharomyces mikatae, Saccharomyces parodoxus, Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces waltii, Ashbya gossypii, Klluyveromyces lactis y Yarrowia

lipolytica. Como se puede apreciar en la figura 27, los oligonucleétidos de las SEQ.
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ID. Nos. 9 y 10 de la presente invencion Gnicamente amplificaron la region del EN
de los controles correspondientes a C. glabrata, por lo que se comprueba que las
regiones EN y sondas asociadas son Gnicas de dicha especie y son dtiles para la
deteccion de C. glabrata, con una sensibilidad y especificidad del 100%. Las
bandas de los carriles 3 a 17 corresponden al control interno con sondas de
‘ rRNA26S (carriles 3 a 7) y rRNA 18S (carriles 8 a 17) de las especies

filogenéticamente relacionadas enlistadas anteriormente.

<) Deteccion de C. glabrata en mezcla con otras especies

. filogenéticamente cercanas: en la figura 28 se muestra la deteccién de C. glabrata
en distintas muestras biolégicas y combinada con diferentes especies
filogenéticamente cercanas. Como se puede apreciar a partir de esta figura, no hay
productos de PCR en el carril con rr/luestras de Candida albicans, Candida
vi tropicalis, Candida parapsilosis, mismas que se encuentran en una cantidad
constante de 100ng de ADN por especie probada; en cambio, en las muestras con
mezcla de C. albicans y C. glabrata, en donde C. glabrata esti presente en
cantidades que van desde 345 ng hasta 2.5 ng, se detecta dicho microorganismo con
los productos de PCR del tamafio esperado, no asi en el Gltimo carril, en donde la

mezcla de microorganismos no incluye ADN de C. glabrata. Esto también es una

prueba fehaciente de la especificidad y sensibilidad de la prueba al 100%.

Una modalidad adicional de la presente invencién comprende un kit de
diagnéstico para C. glabrata, el cual estara conformado por al menos un oligonucle6tido
generable a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5, de entre 15 a 35 pares de bases, ya sea

liofilizado o resuspendido en un vehiculo aceptable, una muestra de ADN genémico de C.
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glabrata como control positivo y una muestra de ADN genémico de alguna especie
filogenéticamente cercana a C. glabrata como control negativo. Variantes en dichos
elementos seran facilmente deducibles por un técnico en la materia y quedan comprendidas

dentro del alcance de la presente solicitud.

Meétodo de deteccidon de C. glabrata por Hibridizacién de icidos nucléicos.

Fragmentos de las SEQ. ID Nos. 1 a 5 son tiles para la deteccién de C.
glabrata por métodos de hibridacion de 4cidos nucléicos convencionales. Para tal efecto,

los pasos a seguir son:
a) Obtener 4cidos nucléicos de una muestra bioldgica,

b) Hibridar dicho 4cido nucléico proveniente de una muestra bioldgica con
una sonda que provenga de cualquier fragmento continuo de mas de 36

pares de bases contenido en las SEQ ID Nos. 1 a 5.
¢) Detectar la hibridacion por algiin método convencional.

La sonda derivada de las SEQ ID Nos. 1 a 5 puede ser obtenida a partir de
corte eon enzimas de restriccion o puede ser un producto de PCR. Asimismo, dicha sonda
puede estar marcada radioactivamente, por fluorescencia, biotinilacién, luminiscencia,

quimioluminiscencia o similares.

Los métodos para detectar la hibridacion de la sonda con la muestra
biolégica son aquellos conocidos como métodos de hibridacion de acidos nucleicos, y
pueden seleccionarse, por ejemplo pero no limitado a: Dot-Blot, Southern Blot, Northern

Blot, microarreglos, hibridizacion in situ o similares. Como referencia, mas no para limitar
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el alcance de la invencidn, se cita: MOLECULAR BIOMETHODS HANDBOOK 2008 |
JOHN M. WALKER RALPH RAPLEY; Handbook of Molecular and Cellular Methods'in
Biology a;ld Medicine, 2nd ed. L. Cseke, et al., ed., CRC Press, 2004, 600 pp; Ausubel FM
et al. ¢1999) Short protocols in molecular biology: a compendium of methods from Current
protocols in molecular biology. John Wiley & Sons; Fasmann GD (1989) Practical
handbook of biochemistry and molecular biology. Florida CRC Press, 1989, Sambrook J,
Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbor

Laboratory Press.

Una modalidad adicional de la presente invencion comprende un kit de
diagnéstico para C. glabrata, el cual estard conformado por al menos una molécula de
ADN de al menos 36 pares de bases contenida dentro de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5, ya sea
liofilizada o resuspendida en un vehiculo aceptable, una muestra de ADN genémico de C.
glabrata como control positivo y una muestra de ADN genémico de alguna especie
filogenéticamente cercana a C. glabrata como control negativo. Variantes en dichos
elementos seran facilmente deducibles por un técnico en la materia y quedan comprendidas

dentro del alcance de la presente solicitud.
EJEMPLOS
Ejemplo 1. Analisis de muestras clinicas de orina.

Se tomaron 234 muestras clinicas de orina y se clasificaron por el método
tradicional descrito anteriormente, en donde 200 muestras se clasificaron como No

Desarrolld hongos, 9 como C.albicans y 25 como Candida sp. De estas 25 muestras, 6
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(24%) fueron clasificadas como C. glabrata. Con el método de deteccién de la presente

invencion se identificaron 12 (48%) muestras positivas para C. glabrata.

Ejemplo 2. Comparativo entre varias especies de levaduras y C. glabrata

con el método de deteccion de la presente invencion.

En la figura 28 se demuestra la especificidad de los oligonucledtidos
generables a paftir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 en mezclas de C. glabrata con especies
filogenéticamente cercanas, como C. albicans, C. parapsilosis, y C. tropicalis. En cada uno
de los geles mostrados se utilizaron los oligonucleétidos de las secuencias SEQ. ID. Nos. 7
y 8. Como se puede apreciar, Gnicamente en aquellos carriles en donde esta presente el
ADN de C. glabrata, ain en mezcla con otros microorganismos, se logra la amplificacién
de los fragmentos de los tamarios esperados. Por lo tanto, los oligonucledtidos de la
presente invencién son capaces de detectar especificamente la presencia de C. glabrata en

muestras complejas, alin en cantidades minimas de ADN de C. glabrata de entre 2.5 y 345

ng.

Ejemplo 3. Sensibilidad de la prueba de diagnostico de la presente

invencion en aislados clinicos.

Con el objeto de probar la sensibilidad de los oligonucledtidos generables a
partlr de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 para la identificacion de C. glabrata en muestras clinicas,
se probaron los oligonucleétidos con SEQ. ID. Nos. 6 a 10. En las ﬁguras 29 y 30 se
observan los resultados de las distintas amplificaciones, con los tamafios de producto de
PCR esperados. Cabe hacer mencion que en las figuras 29 y 30, en los carriles 14, 17 y 33

no se obtuvo producto de amplificacion. En estos casos, se corroboré la identificacién de
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C. glabrata con pruebas bioquimicas y se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla

L.

Tabla 1. Anélisis con prueba API-20 de los aislados clinicos 14, 17 y 33 de las Figuras 29

40

PCT/MX2010/000020

y 30.
Aislado clinico Especie Cédigo API-20 Descripcion
' identificada
14 Candida 2552170 Muy buena
paratropicalis identificacion
17 Candida 2552170 Muy buena
paratropicalis identificacion
33 Candida albicans | 2546170 Aceptable
identificacion de C.
albicans

Asimismo, los productos de PCR amplificados provenientes de aislados
clinicos fueron re-secuenciados para verificar que dichas bandas corresponden a la
secuencia esperada de C. glabrata y no de alguna otra especie, incluyendo humanos. De
dicha secuenciacion, se comprobé que efectivamente las bandas de amplificacién en todos

los casos correspondian a la secuencia especifica de C. glabrata esperada.

Por lo tanto, por medio de esta serie de experimentos se comprueba
fehacientemente la sensibilidad y especificidad de los oligonucleétidos generables a partir

de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5.

Ejemplo 4. Deteccion de C. glabrata utilizando diferentes combinatorias de

los oligonucleétidos generables a partir de las SEQ ID Nos. 1-5.

A fin de comprobar que cualquier porcién de las secuencias descritas en las

SEQ..ID. Nos. 1 a 5 son utiles para la identificacién de C. glabrata, se generaron
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oligonucledtidos adicionales (SEQ. ID. Nos. 11 a 52), mismos que abarcan todas las
regiones intergénicas de las adhesinas EPA1, EPA22, EPAH, EPA6 y EPA7. Asimismo, se
compr.ob(') su utilidad tanto' para C. glabrata sola o en mezcla con otras especies
filogenéticamente relacionadas. En las figuras 2 a 11 se muestran las diferentes
combinatorias obtenibles a partir de los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 11 a 52 y los
tamarios de producto de PCR esperados. Los resultados demuestran que la totalidad de las
SEQ. ‘ID. Nos. 1 a 5 sirve como base para la generacion de oligonucledtidos especificos
para C. glabrata, se mantiene la sensibilidad y la especificidad de la prueba, y que es
posible detectar el hongo en mezcla con otras levaduras. Por lo tanto, cualquier
oligonucleétido generable a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 entra dentro del alcance de la

presente solicitud.

Ejemplo 5. Deteccion de C. glabrata por medio de hibridizacion de 4cidos

nucléicos.

Para comprobar la eficiencia y sensibilidad del método de deteccion por
hibridizacién de acidos nucleicos, se realizé un Dot-Blot utilizando como sonda una
secuencia de acidos nucléicos de 140 pb marcada con luminiscencia comiin para las SEQ.
ID No. 1, 2 y 3 para ser hibridizada contra diversos templados de ADN. Como se puede
observar en la figura 31, dicha sonda hibridé unicamente contra el control interno, el ADN
de C. glabrata proveniente de dos muestras biologicas de aislados clinicos y el ADN de
una cepa silvestre de C. glabrata. No se obtuvo hibridacién contra el ADN de C. albicans
ni §. cerevisiae. Por lo tanto, se comprueba la sensibilidad y especificidad de las sondas
derivazdas‘de las SEQ ID Nos. 1 a 5 para la identificacién especifica de C. glabrata al

100% en métodos de hibridizacidn de acidos nucléicos.
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Puesto que se pueden hacer varios cambios a la materia ejemplificada
anteriormente sin apartarse del alcance de la invencion, se pretende que todos los asuntos
contenidos en la descripcién anteriormente dada y mostrada en las figuras acompafiantes

deben interpretarse como ilustrativos y no en un sentido limitante.
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REIVINDICACIONES

1.- Una molécula de ADN, caracterizada porque es una regién intergenica
de los genes de adhesinas de C. glabrata y se selecciona a partir del grupo que consiste de

las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4 y SEQ ID No. 5.

5 — 2.- La molécula de ADN de conformidad con la reivindicacién 1, en donde
dichas regiones intergénicas son: EPA1 a EPA 2 para la SEQ ID No. 1, EPA-H a Telomero
para la SEQ. ID No. 2, EPAK a EPA22 para la SEQ. ID. No. 3, EPA6 a Telémero para la

SEQ. ID. No. 4 y EPA7 a Telémero para la SEQ. ID. No. 5.

3.- Un oligonucledtido para la identificacion especifica de C. glabrata,
10  caracterizado porque consiste de una secuencia continua de 15 a 35 nucleétidos de las
secuencias de ADN que se seleccionan a partir del grupo que consiste de las SEQ ID No.

1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4 y SEQ ID No. 5.

4.- El oligonucledtido de conformidad con la reivindicacién 3, en donde
dicho oligonucledtido se puede seleccionar de al menos una de las secuencias SEQ ID Nos.

15 6as2.

5.- El oligonucleétido de conformidad con la reivindicacién 3, caracterizado
ademds porque la secuencia de dicho oligonucledtido es al menos 90% complementaria a

cualquiera de las SEQ ID Nos. 1 a 5.

6.- Un método in vitro para la identificacion especifica de C. glabrata,

20  caracterizado porque comprende los pasos de: a) amplificar fragmentos de ADN a partir de
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una muestra biolégica mediante PCR con los oligonucle6tidos como se definieron en las

reivindicaciones 3 a 5; b) identificar los fragmentos de ADN amplificados.

7.- El método de conformidad con la reivindicacién 6, en donde la muestra

bioldgica es derivada de un sujeto en estudio.

8.- El método de conformidad con la reivindicacion 7, en donde el sujeto en

estudio es un animal mamifero.

9.- El método de conformidad con la reivindicacion 8, en donde el sujeto en

estudio es un humano.

10.- El método de conformidad con la reivindicacion 6, en donde la muestra
bioldgica se selecciona del grupo que consiste de cualquier tipo de muestra que contenga
ADN, ﬂuidos, tejido, desecho o célula, orina éhorro medio, cultivo de orina por sonda,
cultivo por nefrostomia (rifion derecho e izquierdo), agua de hemodialisis, liquido pleural,
cultivo pidégenos, mielocultivo, médula ésea, hemocultivo por lisis (sangre periférica),
cultivo de sangre (hemocultivo), concentrado leucocitario, concentrado eritrocitario,
exudado faringeo, exudado nasal, exudado vaginal, exudado prostitico, expectoracion,
catétet, biopsias de diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido subcutineo, cornea,
pulmén, nédulo pulmonar, pancreas, maxilar, piel, piel cuantitativa (celulitis, mama,
escroto, brazo, mano), pelo, ufias, tibia, mlsculo, hueso, mama, sinovial, escara, muslo,
capsula articular, rodilla, epiplén; lavado bronquioalveolar (lingula, l16bulo superior e
inferior (izquierdo y derecho), LBA derecho e izquierdo (vias aéreas)); post-mortem
(higado, phlmc’m, bazo); herida; hisopado (perianal, vaginal, Glcera (pie, mano)); absceso

(muslo, rifidn, perianal); 6 peripancreatico.
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11.- El método de conformidad con la reivindicacién 6, en donde la
amplificacion de fragmentos de ADN se lleva a cabo con al menos un oligonucledtido

como se definio en las reivindicaciones 3 a 5.

12.- Un kit para la identificacion especifica de Candida glabrata,
5  caracterizado porque comprende al menos uno de los oligonucledtidos como se definieron

en las reivindicaciones 3 a 5.

13.- El kit de conformidad con la reivindicacion 12, caracterizado ademads
porqué comprende al menos una muestra de ADN genémico de C. glabrata (control
positivo) y al menos una muestra de ADN gendémico de al menos una especie

10  filogenéticamente relacionada con C. glabrata (control negativo).

14.- El uso de una molécula de ADN como la que se reclama en la
reivindicacion 1, para generar oligonucledtidos Utiles para la identificacién especifica de C.

glabrata.

15.- El uso de al menos dos oligonucledtidos como los descritos en las

15  reivindicaciones 3 a 5, para identificar C. glabrata.

16.- Una molécula de ADN atil para la identificacion especifica de C.
glabrata, caracterizada porque consiste de una secuencia continua de 36 0 mas nucle6tidos
comprendidos dentro de las secuencias de ADN que se seleccionan a partir del grupo que
consiste de las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4 y SEQ ID No.

20 5.
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17.- La molécula de ADN de conformidad con la reivindicacién 21,
caracterizada ademds porque dicha secuencia es al menos 90% complementaria con

respecto a cualquiera de las SEQ ID Nos. 1 a 5.

18.- Un método in vitro para la identificacion especifica de C. glabrata,
caracterizado porque comprende los pasos de: a) hibridar fragmentos de ADN a partir de
una muestra biolégica con las moléculas’ de ADN como se definieron en las

reivindicaciones 16 a 17; b) identificar los fragmentos de ADN hibridados.

19.- El método de conformidad con la reivindicacién 18, en dohde los pasos
a) y b) se llevan a cabo por medio de una técnica seleccionada del grupo que comprende:

Dot-Blot, Southern Blot, Northern Blot, hibridizacion in situ o microarreglos.

20.- El método de conformidad con la reivindicaciéon 19, en donde la
muestra biologica es derivada de un sujeto a estudio.
21.- El método de conformidad con la reivindicacién 20, en donde el sujeto
a estudio es un animal mamifero.
22.- El. método de conformidad con la reivindicacion 21, en donde el sujeto
a i ' estudio ‘es un humano.
23.- El método de conformidad con la reivindicacion 19, en donde la
muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste de cualquier tipo de muestra que
contenga ADN, fluidos, tejido, desecho o célula, orina chorro medio, cultivo de orina por
sonda3 cultivo por nefrostomia (rifién derecho e izquierdo), agua de hemodilisis, liquido
pleural, cultivo pidgenos, mielocultivo, médula 6sea, hemocultivo por lisis (sangre
periférica), cultivo de sangre (hemocultivo), concentrado leucocitario, concentrado

eritrocitario, exudado faringeo, exudado nasal, exudado vaginal, exudado prostatico,
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expecfora‘cic')n, catéter, biopsias de diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido
subcutdneo, cornea, pulmén, ndédulo pulmonar, pancreas, maxilar, piel, piel cuantitativa
(celulitis, mama, escroto, brazo, mano), pelo, ufias, tibia, misculo, hueso, mama, sinovial,
escara, muslo, cépsula articular, rodilla, epiplén; lavado bronquioalveolar (lingula, 16bulo
superior e inferior (izquierdo y derecho), LBA derecho e izquierdo (vias aéreas); post-
mortem (higado, pulmén, bazo); herida; hisopado (perianal, vaginal, Glcera (pie, mano));

absceso (muslo, rifién, perianal); 6 peripancreatico.

24.- El método de conformidad con la reivindicacion 18, en donde el paso a)
se lleva a cabo con al menos una molécula de ADN como se definié en las reivindicaciones

21a22.

25.- Un kit para la identificacion especifica de Candida glabrata,
caracterizado porque comprende al menos una molécula de ADN como se definié en las

reivindicaciones 16 a 17.

26.- El kit de conformidad con la reivindicacién 25, caracterizado ademas
porque comprende al menos una muestra de ADN genémico de C. glabrata (control
positivo) y al menos una muestra de ADN gendmico de al menos una especie

filogenéticamente relacionada con C. glabrata (control negativo).

27.- El uso de una molécula de ADN como la que se reclama en cualquiera

de las reivindicaciones 16 a 17, para identificar C. glabrata.
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later document published after the international filing date or
priority date and not in conflict with the application but cited to
understand the principle or theory underlying the invention

document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other documents , such combination
being obvious to a person skilled in the art
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

Box No. 11 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a).for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. L__l Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an.
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. ]:l Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. IIT  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inve’nﬁons in this international application, as follows:

See extra sheet

1. [] As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims. o

2. '_X As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

m

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, I:l No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

I:I No protest accompanied the payment of additional search fees.
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adhesin Epal. ASM 101st General Meeting.
21.05.2001, Session N° 34/F, Abstract F-1 (the whole
document).

A Kaur R. et al. A yeast by any other name: 1-27
Candida glabrata and its interaction with the
host. Current Opinion in Microbiology.
05.07.2005, Vol. 8, pages 378-384, doi:10.1016/
j-mib.2005.06.012 (the whole document).

A Castafio . et al. Virulencia del hongo patégeno 1-27
oportunista Candida glabrata. Revista
Latinoamericana de Microbiologia. April-June.
2006, Vol. 48, N° 2, pages 66-69 (the whole
document).
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(the whole document).
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No,

Continuation of Box lll (extra sheet)

The application does not meet the requirement in respect of unity of invention because it does not relate to a single
invention or to a group of inventions that are so linked as to form a single general inventive concept (PCT Rule 13.1).
Consequently, the International Searching Authority considers that five different inventions are covered by the
following claims:

INVENTION 1

- DNA molecule defined by SEQ. ID. No. 1, characterised in that it is an intergene region between the EPA1 and
EPA2 adhesin genes of Candida glabrata (claims 1 and 2, in part).

- Oligonucleotide for specifically identifying Candida glabrata, characterised in that it consists of a continuous
sequence of 15 to 35 nucleotides selected from the DNA sequences of SEQ. ID. Nos. 6 to 52, in correspondance with
SEQ. ID. No. 1 (claims 3-5, in part)

- Invitro method for specifically identifying Candida glabrata, comprising the following steps: (a) amplifying DNA
fragments in a biological sample by PCR with the above-mentioned nucleotides; (b) identifying the amplified DNA
fragments (claims 6-11, in part).

- Kit comprising at least one of the above-mentioned oligonucleotides (claims 12 and 13, in part).

- Use of the DNA molecules according to claims 1-2 to generate the oligonucleotides described in claims 3 to 5 used
for specifically identifying Candida glabrata (claims 14 and 15, in part).

- Molecule for specifically identifying Candida glabrata, said molecule consisting of a continuous sequence of 36 or
more nucleotides of SEQ. ID. No. 1 (claims 16 and 17, in part).

- Invitro method for specifically identifying Candida glabrata, comprising the following steps: (a) hybridising DNA
fragments in a biological sample with the DNA molecules defined in claims 16 and 17; (b) identifying the hybridised
DNA fragments (claims 18-24, in part).

- Kit comprising at least one of the DNA molecules according to claims 16 and 17 (claims 25 and 26, in part).

- Use of the DNA molecules according to claims 16 and 17 for specifically identifying Candida glabrata (claim 27, in
part).

INVENTIONS 2 TO 6

Inventions 2 to 5 can be worded in the same manner as invention 1, but specifying in each case the corresponding
sequences and oligonucleotides:

- INVENTION 2: DNA molecule defined by SEQ. ID. No. 2, characterised in that it is an intergene region between the
EPA-H adhenosin gene and the Candida glabrata telomere

- INVENTION 3: DNA molecule defined by SEQ. ID. No. 3, characterised in that it is an intergene region between the
EPAK and EPA22 adhesin genes of Candida glabrata

- INVENTION 4: DNA molecule defined by SEQ. ID. No. 4, characterised in that it is an intergene region between the
EPA6 adhesin gene and the Candida glabrata telomere

- INVENTION 5: DNA molecule defined by SEQ. ID. No. 5, characterised in that it is an intergene region between the
EPA7 adhesin gene and the Candida glabrata telomere

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 2009)
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Solicitud internacional N°

PCT/ MX 2010/000020

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin la clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LLA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

CI2N,C12Q

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrdnicas consultadas durante la btisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, TXTE, XPESP, BIOSIS, MEDLINE, NPL, EMBASE, EBI

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
A Rosas-Hernandez L. L. et al. yKu70/yKu80 and 1-27

Rif1 regulate silencing differentially at

telomeres in Candida glabrata. Eukaryotic Cell.
12.2008, Vol. 7, N° 12, paginas 2168-2178, ISSN
1535-9778/08 (todo el documento).

A Castafio 1. et al. Telomere length control and 1-27
transcriptional regulation of subtelomeric

adhesins in Candida glabrata. Molecular
Microbiology. 2005, Vol. 55, N° 4, paginas 1246-
1258, doi:10.1111/j.1365-2958.2004.04465 x (todo
el documento).

A De las Pefias A. et al. Virulence-related surface 1-27
glycoproteins in the yeast pathogen Candida
glabrata are encoded in subtelomeric clusters

and subject to RAP1- and SIR-dependent
transcriptional silencing. Genes & Development.
2003, Vol. 17, paginas 2245-2258, ISSN 0890-9369/
03 (todo el documento).

En la continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “T” documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de .compre.nsu')n del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacién internacional o en fecha posterior. Invencion.

“L”  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de ‘X documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0”  documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, a “Y”  documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia a otro u- otros documentos de la misma
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada. naturale.za, cuya combinacién resulta evidente para un experto en

la materia.
“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de btisqueda internacional

29.Julio.2010 (29.07.2010) 09-AGOSTO-2010 (09/08/2010)

Nombre y direccidn postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado

buisqueda internacional O.E.P.M. M. Cumbreiio Galindo

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

N° de fax 34 91 3495304 Ne de teléfono +34 91 349 68 80
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Solicitud internacional N°

PCT/ MX 2010/000020

Recuadro IT Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de busqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segin el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. El Las reivindicaciones N

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. |:| Las reivindicaciones N°:

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una bisqueda provechosa, concretamente:

3. |:| Las reivindicaciones N°:

son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

Ver Hoja Adicional

1. |:| Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de btisqueda.

2. Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. |:| Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente

informe de bisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°:

4. |:| Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente

informe de biusqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N

Indicacion en cuanto a la protesta |:| Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

|:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido en el requerimiento.

|:| El pago de las tasas adicionales no ha sido acompaifiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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C (continuacién). DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°

A Pan S. et al. Regulation of Candida glabrata 1-27
adhesin Epal. ASM 101st General Meeting.
21.05.2001, Session N° 34/F, Abstract F-1 (todo
el documento).

A Kaur R. et al. A yeast by any other name: 1-27
Candida glabrata and its interaction with the

host. Current Opinion in Microbiology.
05.07.2005, Vol. 8, paginas 378-384, doi:10.1016/
j-mib.2005.06.012 (todo el documento).

A Castafio . et al. Virulencia del hongo patégeno 1-27
oportunista Candida glabrata. Revista
Latinoamericana de Microbiologia. Abril-junio.
20006, Vol. 48, N° 2, paginas 66-69 (todo el
documento).

A WO 2006/059228 A2 INSTITUT PASTEUR) 08.06.2006, 1-27
(todo el documento).
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Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
WO 2006059228 A 08.06.2006 CA 2526272 A 03.06.2006

CA 2489194 A 03.06.2006
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CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

CI2N 15/113 (2010.01)
C12Q 1/68 (2006.01)
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La solicitud de patente no satisface la exigencia de unidad de invencién, puesto que no estd relacionada
con una sola invencién o un grupo de invenciones vinculadas entre si de tal manera que formen un solo
concepto inventivo general seguin la regla 13.1 del PCT. En consecuencia, la Administracion encargada de
la busqueda internacional considera que hay 5 invenciones cubiertas por las siguientes reivindicaciones:

1* INVENCION

- Molécula de ADN definida por la SEQ ID No. 1 caracterizada por que es una regién intergénica
de los genes de adhesinas EPA1 y EPA2 de Candida glabrata (reivindicaciones 1y 2, en parte).

- Oligonucledtido para la identificacion especifica de Candida glabrata caracterizado por que
congiste en una secuencia continua de 15 a 35 nucleétidos seleccionada entre las secuencias de
ADN SEQ ID Nos. 6 a 52 que se corresponden con la SEQ ID No. 1 (reivindicaciones 3 a 5, en
parte).

- Meétodo in vitro para la identificacion especifica de Candida glabrata que comprende los pasos
de: a) amplificar fragmentos de ADN a partir de una muestra biolégica mediante PCR con los
oligonucledtidos mencionados; b) identificar los fragmentos de ADN amplificados
(reivindicaciones 6 a 11, en parte).

- Kit que comprende al menos uno de los oligonucledtidos mencionados (reivindicaciones 12 y 13,
en parte).

- Uso de la moléculas de ADN objeto de la reivindicaciones 1-2 para generar oligonucledtidos
dtiles en la identificaciéon especifica de Candida glabrata como los descritos en las
reivindicaciones 3 a 5 (reivindicaciones 14 y 15, en parte).

- Molécula para la identificacién especifica de Candida glabrata que consiste en una secuencia
continua de 36 o mas nucledtidos comprendidos dentro de la SEQ ID No. 1 (reivindicaciones 16 y
17, en parte).

- Meétodo in vitro para la identificacion especifica de Candida glabrata que comprende los pasos
de: a) hibridar fragmentos de ADN a partir de una muestra bioldgica con las moléculas de ADN
definidas en las reivindicaciones 16 y 17; b) identificar los fragmentos de ADN hibridados
(reivindicaciones 18 a 24, en parte).

- Kit que comprende al menos una de las moléculas de ADN objeto de las reivindicaciones 16 y 17
(reivindicaciones 25 y 26, en parte).

- Uso de la moléculas de ADN objeto de las reivindicaciones 16 y 17 para la identificacion
especifica de Candida glabrata (reivindicacion 27, en parte).

INVENCIONES DE LA 2* A LA §°

Las invenciones de la 2 a la 5 quedarian redactadas de igual forma que la 1* invencién pero especificando,
en cada caso, las correspondientes secuencias y oligonucledtidos:

- 2* INVENCION: Molécula de ADN definida por la SEQ ID No. 2 caracterizada por que es una
region intergénica entre el gen de adhesina EPA-H y el Telémero de Candida glabrata

- 3* INVENCION: Molécula de ADN definida por la SEQ ID No. 3 caracterizada por que es una
region intergénica entre los genes de adhesinas EPAK y EPA22 de Candida glabrata

- 4* INVENCION: Molécula de ADN definida por la SEQ ID No. 4 caracterizada por que es una
regién intergénica entre el gen de adhesina EPA6 y el Telémero de Candida glabrata

- 5 INVENCION: Molécula de ADN definida por la SEQ ID No. 5 caracterizada por que es una
region intergénica entre el gen de adhesina EPA7 y el Telémero de Candida glabrata
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