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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

Lo presente invencidn pertenece al campo de la
biotecnologia, en especial a métodos de diagndstico molecular

realizados in vitro.

ANTECEDENTES

Histdricamente 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 © en vias sistémicas se ha incrementado de manera
significativa. De hecho, dependiendo del sitio de infeccion, C. glabrata
es generalmente la segunda o tercera causa de infeccidén mds comun
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 anos (M. A. Pfaller, et. al, JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY,

Mar. 2002, p. 852-856 Vol. 40, No. 3). Asimismo, las infecciones por C.
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glabrata son comunes en hospederos anormales, por ejemplo,
personas inmunocomprometidas, pacientes con ciabetes mellitus,
pacientes con cdancer o, por ofro lado, en neonatos o personas de la
tercera edad. Es también comuin en ambientes hospitalarios y en
pacientes que han sido sometidos a cirugia, han sido manipulados por
el personal del hospital {cateterismos) o han estado internados por
periodos prolongados v Ia mortalidad en dichos pacientes es igual a la

de infecciones causadas por C.albicans.

Ademds, 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 infeccicnes de C. glabrata son dificiles de tratar vy
generalmente son resistentes a muchos agentes antifingicos del tipo
de los azoles, especialmente fluconazol, que es el antimicdtico mas
recetado para casos de candidiasis. Por lo tanto, al ser resistentes a los
anfifingicos comunes y por falla de un diagnéstico rapido y preciso,
las infecciones de C. glabrata tienen una alta mortalidad en pacientes

hospitalarios.
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Métodos de diagndstico para C. glabrata

Existen tres grupos de métodos de diagndstico para
candidiasis reportados en la literatura: por seleccion en medio de

cultivo, pruebas bioquimicas y pruebas moleculares.

Dentro de los métodos de seleccidn por medio de cultivo
estdn 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 cullivo es que permiten diferenciar
distintas especies de Candida por tipo y color de colonia. Sin embargo,
los tiempos de incubacién van de entre 24 a 43 horas, o hasta 7 dias y
ademds la especificidad y sensibilidad no alcanzan porcentajes
optimos (van desde un 37.5% hasta un mdximo 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, No. 10). Por lo tanto, ain cuando son meétodos
econdémicos para el diagndstico, 10s 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 APl 20 & APl 20C (Bio-Merieux Vitex Inc.) estdn

basados en pruebas de asimilacion de carbohidratos para la



10

15

20

identificacion de las levaduras clinicamente relevantes, su tiempo de
incubacién 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 identificacion de
hongos. Existen pruebas mejoradas como la Vitex Yeast Biochemical
Card, el cual es un sistema automatizado en donde se hacen 26
pruebas bioquimicas convencionales vy 4 contfroles negativos, con una
precision mayor o igual al 85%, pero en caso de que la precisién 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. é; J. Clin. Microbiol., abril, 1998, pp. 883-
886, Vol, 36 No. 4; J. Clin. Microbiol. Mayo 1998, pp. 1443-1445, Vol. 36,

No. 5J.

Otros meétodos estdn basados en la asimilacion de
trehalosa de C. glabrata, y en la falia 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 culfivo. En ciertos casos la densidad del
inoculo 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
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métodos se encuentran las Rosco Diagnostic Plates, Glabrata RTT y

Dipstick Test, efc.

De los reportes anteriores se deriva que aun cuando las
pruebas bioquimicas son relativamente  rapides, siempre  se
recomienda hacer andlisis complementarios que aumentan el tiempo
de obtenciéon de resultados, dependen de la desfreza 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 rdpida y a bajo costo.

Denfro de los meétodos moleculares se describe en la
literatura (J. Clin. Microkiol., 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 andlisis de alta resolucion de
productos de PCR a partir de cultivos de sangre, en donde las
amplificaciones son de las regiones variables [T1S2 con un andlisis
subsecuente con el sistema de andlisis microbiano WAVE. El HPLC
desnaturalizante separa los productos de PCR los cuales son tenidos
con tincidn intercalable y se visualzan con un detector de
fluorescencia. Este método es de alto costo y requiere un dia de

trabgjo.
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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. é; J. Clin. Microbiol., Nov.
2007, pp. 3802-3803, Vol. 45, No. 11; J. Clin. Microbiol., Jun 2008, pp.
2909-2912, Vol. 43 No. é; J. Ciin. 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 posifivo,
pero que al hacer las pruebas bioguimicas detectaron especies
diferentes de Candida, en algunos casos no detecta especies de
Candida diferentes en mezclas, y la fiabilidad de la prueba depende
del diseno de las sondas de oligonucledtidos. En uno de dichos reportes

destaca la necesidad de sondas especificas para C. glabrata.

Otros ejemplcs de métodos moleculares para la deteccidn
de Candida glabrata estdn basados en la identificacion de las
regiones internas espaciadoras de la franscripcion (internal franscrived
spacer regions ITS) del ADN ribosomal como los que se reportan en las
patentes US 5,631,132, US 5,688,644, US 5426,027, US 6,858,387, US
7,427 ,472. Asimismo, se han reportado métodos que detectan una
region hipervariable dentro de la regién ribosomal 285 como se

reportan en las patentes US 5,707,802, US 5,763,169 y US 6,180,339. Sin
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embargo, la confiabilidad de los métodos de diagndstico 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 métode a través de
detectar secuencias de genes que codifican para proteinas de
reaccion a calor (heat shock proteins, Hsps). Por ofra parte, la patente
Us, 6,017,699 reporta un metodo de identificacion de Candidas a
tfravés de detectar secuencias del gen de quitina sintasa 1, CHS1 (chitin
synthase). Los métodos para idenfificar cdandidas a fraves 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 patdgenos, entre ellas, C. albicans y
C. glabrata. Dichas especies se adhieren a las celulas epiteliales del
hospedero por medio del reconocimiento de los carbohidratos de la

pared celular del mismo.
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En C. glabrata se identificd una proteina de pared celular
lomada Epal que es la principal adhesina responsable de la
adherencia que presentan las células de C. glabrafta 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 EPA1 se identificé inicialimente al buscar mutantes
de C. glabrata que fueran incapaces de adherirse a células epiteliales
in vitro, y se demostrd que una delecion del gen EPAT reducia la
adherencia de C. glabrata a niveles no detectables. Asimismo, EPAé y
EPA7 son genes que codifican para otras adhesinas (confieren
adherencia a S. cerevisicge cuando se expresan ectépicamente), y
estdn localizados en regiones subtelomeéricas. Esta localizacion tiene
como consecuencia que EPAS6 y EPA7 (y las demds adhesings
subteloméricas) no se expresen in vitro. Durante infecciones de vias
urinarias sin embargo, al menos Epas se induce (Domergue et al.,

2005).

El genoma de C. glabrata contiene una familia de
proteinas de pcred celular de al menos 23 miembros. EPAT estd
agrupado con ofros dos genes relacionados, EPA2 y EPAS3, en una

region adyacente al teldmero del lado derecho del cromosoma E. En



10

15

20

la regién subtelomérica del lado derecho del cromosoma |, también
encontramos los genes EPA4 y EPAS (De Las Penas et al., 2003). En
total, de los 23 miembros de la familia Epa, al menos 17 se localizan en
regiones adyacentes a los telomeros, y durante el crecimiento in vitro
son transcripcionalmente inactivos (Castano et al., 2005; De Las Penas
et al.,, 2003). Esta regulaciéon negativa depende de la estructura
represiva de la cromatina en regiones cercanas a 1os telébmeros

(silenciamiento subtelomérico).

Por andlisis bioinformdatico, se ha deducido que EPAT, EPAS

y EPA7 son los mas homdlogos entre si en el extrermo amino terminal.

Con el objeto de superar los retos técnicos para la
identificacion especifica y sensible de C. glabrata, la presente
invencidén 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 contfienen las secuencias de los
elementos negativos (EN) para identificar Candida glabrata y de la
evidencia de su utilidad en la idenfificacién de este organismo. Cabe
hacer mencion que dicha estrategia no ha sido abordada en ningun
reporte de arfe previo, por 1o que es novedosa, no obvia y sujeta a

aplicacién industrial.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Diagrama de localizacion de los oligonucledtidos
generados a lo largo de las SEQ. ID. Nos. 1 @ 5. Los nUmeros
corresponden a las SEQ. ID. Nos. 6 a 52 y su posicidn 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, Utiles para la identificacion de C. glabrata. En el carril 1 se
muestra el marcador de peso molecular. Los carriles marcados Cl+ a
C4+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C1- a
C4-, son aquellos con ADN de §. cerevisiae. Los carriles M1+ a M4 +
confienen ADN de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
fropicalis y C. guillermondii. Los carriles M1- a M4- contienen ACN de C.
albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Las
bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son de 2205pb
(muestras con Cl+ 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.
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Nos: 1 a 5, Utiles para la identificacion 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 aguellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M 5+ a M8 +
contfienen ADN de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
fropicalis y C. guillermondii. Los carriles M 5- a M8- contienen ADN de C.
albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Las
bandas de amplificacién positivas para C. glabrata son de 301pb
(muestras con C5+ y M5+), 267pb (muestras con Cé+ y Mé+), 130pb
(muestras con C7+ y M7+) 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, Utiles para la identificaciéon 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.
fropicalis y C. guillermondii. Los carriles M9- a M12- contienen ADN de

C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Las
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bandas de amplificacidn positivas para C. glabrata son de 200pb
(muestras con C9+ y M9+), 559pb (muestras con C10+ y M10+), 331pb
(muestras con Cl11+ y M11+) y 306 pb (muestras con C12+ y M12+). El
marcador de peso molecular utilizado és 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, Utiles para la identificacion de C. glabrata. En el carril 1 se
muestra el marcador de peso molecular. Los carriles marcados Cl+ a
C4+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C1- @
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.
tfropicalis 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 Cl+ y MI1+), 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 1 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.
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Nos: 1 a 5, Utiles para lc identificacion 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 C&- a
C8-, son aqguellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M 5+ a M8 +
contienen ADN de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
fropicalis y C. guillermondii. Los carriles M 5- a M8- contienen ADN de C.
albicans, C. kruzei, C. parapsilcsis, C. tropicalis y C. guillermondii. Las
bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son de 339pb
(muestras con C5+ y M5+), 600pb {muestras con Cé+ y Mé+), 162pb
(muestras con C7+ y M7+) 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 oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID.
Nos: 1 a 5, utiles 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 M3+ a M10 +
contienen ADN de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
fropicalis y C. guillermondii. Los carriles M9- a M10- contienen ADN de

C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Las
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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, utiles para la identificacion de C. giabrata. En el carril 1 se
muestra el marcador de peso molecular. Los carriles marcados Cl1+ a
C3+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C1- a
C3-, son aguellos 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 carriles M1- a M3- contienen ADN de C.
albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guillermondii. Las
bandas de amplificacion positivas para C. glabrata son de 8209pb
(muestras con Cl+ y M1+, 4531pb (muestras con C2+ y M2+) y 4596pb
(muestras con 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 oligonucledtidos generables a partir de las SEQ. ID.
Nos: 1 a 5, Utiles para la identificacion de C. glabrata. En el carril 1 se

muestra el marcador de peso molecular. Los carriles marcados C4+ a
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Cé+, son aquellos con ADN de C. glabrata. Los carriles marcados C4- a
Cé-, son aquellos con ADN de S. cerevisiae. Los carriles M 4+ a M6 +
contienen ADN de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
fropicalis y C. guillermondii. Los carriles M 4- a Mé- contienen ADN de C.
albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, 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 Cé6+ y Mé6+). 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 oligonucledtidos generables a partir ce las SEQ. ID.
Nos: | a 5, Utiles 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.
fropicalis y C. guillermondii. Los carriles M7- a M10- contienen ADN de
C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C. fropicalis y C. guillermondii. Las
bandas de amplificaciéon 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
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marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

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, Utiles para la identificacion de C. glabrata. En el caril 1 se
muestra el marcador de peso molecular. Los carriles marcados C1+ a
C3+, son aguellos con ADN de C. glabrafa. Los carriles marcados Cl- a
C3-, son aquellos con ADN de . cerevisiae. Los carriles M 1+ a M3 +
contienen ADN de C. glabrata, C. albicans, C. kruzei, C. parapsilosis, C.
tfropicalis y C. guil!ermondii. 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 Cl+ 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
optimizacion del gradiente de temperatura para la reaccion de PCR
con los oligonucledtidos 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 temperaturas de 54.0, 54.9, 56.3, 57.6, 59.0, 60.3, 61.4, 62.9, 64 .4,
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65.8, 67.1 y 67.6°C respectivamente, correspondientes a ADN de C.
glabrata, lo que se comprobd 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
optimizacion del gradiente de temperatura para la reaccidon de PCR
con los oligonucledtidos 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 @ 13 se muestran 1os
productos 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. H marcador de

peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder {Invifrogen).

Figura 14. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la
optimizacion del gradiente de temperatura para la reaccion de PCR
con los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 9 y 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 temperaturas de 54.0, 54.9, 56.3, 57.6, 59.0, 60.3,
61.4, 62.9, 64.4, 658, 67.1 y 67.6°C respectivamente. El marcador de

peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 15. Gel de agarosa al 2% en donde se optimiza la
concentracion de primers para los oligonucledtidos 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 comprobd
por resecuenciaciéon de los productos 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
concentracion de primers para los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. é
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).

Figura 17. Gel de agarosa al 2% en donde se optimiza la
concentracion de primers para los oligonucledtidos 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, 6C0, 800, 1000 y

1200 nM. Los productos de PCR obtenidos son de 601 y 644 pb. El
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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 concentracion 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 muesira el
marcador de peso molecular, y en 1os carriles 2 a 8 se muestran |as
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 yM 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 temperatura de 67.1°C vy una
concentracion de primers de 200 nM. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular, y en |os carriles 2 a 8 se muestran |as
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
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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 1as
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 uM 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
gendmico de la muestra para los oligonucledtidos de las SEQ 1D Nos. 6
y 8, a una temperatura de 59°C, una concentracion de primers de
500nM, una concentracion de dNTPs de 30uM. En los carriles 1y 15 se
muestran 10s 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 gendmico. 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 canfidad de ADN
gendémico de la muestra para los oligonucledtidos de las SEQ 1D Nos. 7
y 8, a una temperatura de 67.1°C, una concenfracion 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
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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 gendmico. 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 reaccion de PCR al variar la canfidad de ADN
gendmico 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 1y 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 gendmico. 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 é6%. Gel A: En el
carril PM se muestra el marcador de peso molecular ADN pBR322/Msp |
(Biogenica), en los carriles 2 a 5 se muestran los productos de reaccion
de PCR obtenidos a 59° C, 500 nM de primers y 30uM de dNTP's con los
oligonucledtidos 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
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peso molecular pBR322/Msp | (Biogenica); los cariles 2 a 5
corresponden a las bandas de 136 y 140 pares de bases de los
productos de PCR obtenidos utilizando los oligonucledtidos de las SEQ.

ID. Nos. 7 vy 8.

Figura 25. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestra la
sensibilidad y especificidad de la reaccién de PCR al utilizar muestras
clinicas. Se utilizaron los oligonucledtidos 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 gendmico de una cepa silvestre de C. glabrata, en el
carril 3, una muesira de ADN gendmico 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 reacciéon 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 gendmico de una cepa silvestre de C.albicans, en el
carrl 4, una muestra de sangre negativa para C. glabrata, en los
carriles 5 y 6, dos 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 (Invitfrogen).
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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 relacionadas. Se utilizaron
varias sondas, los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 9 y 10 para
identificar el elemento negative de C. glabrata en los carriles 2 a 17 y
oligonucledtidos especificos de rRNA 26 S en los carriles 3 a 7,
oligonucledtidos especificos de rRNA 18 S en los carriles 8 a 17. E
marcador de peso molecular utilizado es 1 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. 1T a 5 en mezclas de C. glabrata con especies
flogenéticamente cercancs. En el gel A, carril 2 se utilizan los
oligonucledtidos con las SEQ ID Nos. 7 y 8, en los carriles 3 a 13 se
utilizan oligonucledtidos de rRNA; en el gel B, en los carriles 2 a 13 se
utilizan los oligonucledtidos 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 corieron en orden las siguientes muestras: carril 1,
marcador de peso molecular; caril 2, elemento negativo de C.
glabrata; carrl 3, C. glabrata; carrl 4, C. parapsilosis; carril 5, C.

fropicalis; carril 6, C. parapsilosis; caril 7, C. albicans; carriles 8 a 13,
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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
amplificacién para los IRNA en los carriles 3 a 13 y Unicamente en los
carriles 2, 3y 8 a 13 de 136 y 140 pb correspondientes a C. glabrata. El
rhc:rcodor 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
amplificaciéon, mismo que serd explicado en la seccidn de ejemplos. El
marcador dé 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 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 serd explicado en la seccion de ejemplos. El
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marcador de peso molecular utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

Figura 31. Usc de una molécula de ADN como sonda de
hibridacion para la identificacién especifica de C. glabrata. En esta
figura se muestra un andlisis por Dot-blot, en donde en la fila 1 se
muestra un producto de PCR como confrol interno, variando las
cantidades de ADN de 50, 40, 30, 20 y 10 ng en Ios 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 muestra
clinica de C. glabrata en cantidades de 5, 2.5, 1, 0.5 y 0.25 ug 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 ug en
los carriles A a E, respectivamente. En la fila 5 se muestra el ADN de una
cepa silvestre de C. albicans en cantidades de 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 ug en
los carriles A a E, respectivamente. En la fila 6 s& muestra el ADN de una
cepa silvestre de Saccharomyces cerevisiae en canfidades de 10, 5,
2.5, 1y 0.5 ug en los carriles A a E, respectivamente. La sonda de C.
glabrata utilizada es de 140 pb y se encuentra en la regién intergénica

de las SEQ. ID. Nos. 1 a 3.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe y reclama una
molécula de ADN, caracterizada porque es una regidon 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. 4 y

SEQ ID No. 5.

En una modalidad adicional, dicha molécula de ADN de
estd comprendida por las siguientes regiones intergénicas: EPAT 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), EPAé «
Teldbmero 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 oliéonucleéfido para la
identificacién especifica de C. glabrata, caracterizado porque
consiste de una secuencia confinua de 15 a 35 nucledtidos de las
secuencias de ADN gque se selecciocnan 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 estd caracterizado ademdas porque
consiste de las secuencias como se muestran en las SEQ 1D Nos. 6 a 52.
Dicho oligonucledtide estd caracterizado ademds porgue fiene una

homologia de entre 90 y 100% con respecto a las SEQ ID Nos. 1 a 5.
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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 bioldgica
mediante PCR con |05 oligonucledtidos descritos anteriormente y b)
identificar los fragmentos de ADN amplificados. En dicho método la
muestra bioldgica 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 bioloégica se selecciona del grupo
que consiste de cualguier tipo de muestra due confenga ADN, fluidos,
tejido, desecho o célula, orina chorro medio, cultivo de orina por
sonda, cultivo por nefrostomia (indn derecho e izquierdo), agua de
hemodidlisis, liquido pleural, cultivo pidgenos, mielocultivo, médula
osea, hemocultivo por lisis (sangre periférica), cultivo de sangre
(hemocultivo), concentrado leucocitario, concentrado eritrocitario,
exudado faringeo, exudado nasal, exudado vaginal, exudado
prostatico, expectoracidn, catéter, biopsias de diferentes tejidos, tales
como: ganglio, tejido subcutdneo, cornea, pulmdn, nddulo pulmonar,
pdncreas, maxilar, piel, piel cuantitativa (celulitis, mama, escroto,
brazo, mano), pelo, unas, tibia, musculo, hueso, mama, sinovial, escara,

muslo, cdpsula articular, rodilla, epipldn; lavado bronguioalveolar
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(lingula, 16bulo superior e inferior (izquierdo y derecho), LBA derecho e
izquierdo [vias aéreas)); post-mortem (higado, pulmoén, bazo); herida;
hisopado (perianal, vaginal, Ulcera (pie, mano)); absceso (muslo, rindn,

perianal); ¢ peripancredtico.

En una modalidad adicional de dicho método, Ia
amplificacién de fragmentos de ADN se lleva a cabo con al menos un
oligonucledtido como se definidé anteriormente.  Asimismo, en
modalidades preferidas del método aqui descrito y reclamado, la
temperatura de amplificacion de la reaccion de PCR es de entre 54°
C y 67.6°C; la concentracion de ADN gendmico es igual o mayor o
0.0008ng, preferentemente la concentracion de ADN gendmico es de
entre 0.0008ng a 345ng; ademads, la concentracion de oligonucledtidos
es de entre 100nM y 1200nM vy la concentracidn de dNTPs es de entre 5

a 50 uM.

Dentro de una modalided 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 ol menos una muestra de ADN

gendmicc de C. glabrata (control positivo) v al menos una muestra de
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ADN gendmico de al menocs una especie filogenéticamente

relacionada con C. glabratfa {control negativo).

En una modalidad preferida, se describe y reclama el uso
de una molécula de ADN gue es una region infergenica 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. 3,
como la descrita anteriormente, para generar oligonucledtidos 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 1D No. 1,
SEQID No. 2, SEQID No. 3, SEQ ID No. 4 y SEQ ID No. 5. En donde dichos
oligonucledtidos estan caracterizados ademds porque consisten de las
secuencias como se muestran en las SEQ ID Nos. 6 a 52. Dichos
oligonucledtidos estdn caracterizados ademds porque tienen una
homologia de entre 90 y 100% con respecto a las SEQ ID Nos. 1 a 5,

para identificar C. glabrata.

Una modalidod preferida de la presente invencién
comprende una molécula de ADN Util para la identificaciéon especifica

de C. glabrata, caracterizada porque consiste de una secuencia



10

15

20

30

continua de 36 o mds nucledtidos 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.
5, en donde dicha molecula tiene una homologia de entre 90 y 100%

conrespecto alas SEQ ID Nos. 1 a 5, asi como su uso.

Dentro del alcance 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) hibridizar
fragmentos de ADN a partir de una muestra bioldgica con las
moléculas de ADN como se definieron en el pdarafo anterior; b)
idenfificar 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 Blof, Northern Blot, hibridizacion in
situ 0 microarreglos, en donde la muestra bioldgica 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
bioldgica se selecciona del grupo que consiste de cualquier tipo de
muestra gue contenga ADN, fluidos, tejido, desecho o célula, orina
chorro medio, cultivo de orina por sonda, cultivo por nefrostomia (rifién
derecho e izquierdo), agua de hemodidlisis, liquido pleural, cultivo

pidgenos, mielocultivo, médula dsea, hemocultivo por lisis (sangre
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periférica), cultivo de sangre (hemocultivo), concentrado leucocitario,
concentrado eritrocitario, exudado faringeo, exudado nasal, exudado
vaginal, exudado prostdtico, expectoracién, catéter, biopsias de
diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido subcutaneo, cornea,
pulmén, nédulo pulmonar, pancreas, maxilar, piel, piel cuantitativa
(celulitis, mama, escroto, brazo, mano), pelo, uias, fikbia, misculo,
hueso, mama, sinovial, escara, muslo, capsula articular, rodilla, epiplén;
lavado bronquicalveolar (lingula, 1ébulo superior e inferior (izquierdo y
derecho), LBA derecho e izquierdo (vias aereas); post-mortem (higado,
pulmdn, bazo); herida; hisopado (perianal, vaginal, Ulcera (pie,
mano}); absceso (muslo, rindén, perianal); & peripancredtico. Asimismo,

el paso a) se lleva a cabo con al menos una molécula de ADN como

se defini¢ anteriormente.

Por Ultimo, dentro del alcance de la presente solicitud se
encuentra un kit para la identificacion especifica de Candida
glabrata, caracterizado porque comprende al menos una molécula
de ADN como se definidé anteriormente, en donde dicho kit
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).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Obtencion de las secuencias v sondas de diagndstico.

Las secuencias descritas y reclamadas en la presente
invencion se encuentran incluidas dentro de la secuencia de ADN
genodmico de C. glabrata (http://cbilabri.fr/Genolevures/elt/CAGL/), vy
en las secuencias de GeneBank Nos.: AY344225, AY344226, AY646926,
AY646925. Sin embargo, y sin menoscabo para la patentabilidad de la
presente invencidn, su caracterizacidn como secuencias regulatorias
en cis de las adhesinas asociadas a las mismas y su uUso como
secuencias Utiles para la identificacion de C. glabrafa no ha sido

descrita en ningun 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
regulacién de la expresion de, por ejemplo, la adhesina EPAT. Se ha
observado que la regulacién de dicha adhesina in vitro es compleja: el
gen esta reprimido en cultivos de células en fase estacionaria, y se
induce fuertemente al diluiras 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 andlisis

bioinformdtico se ha encontrado que el elemento mapeado
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funcionalmente, se encuentra solamente en C. glabrata y por blogques,
mismos que pueden variar dependiendo del serotipo analizado. El
genoma de C. glabrata tiene 5 copias del EN (incluyendo el original al
3' de EPAI1), asociadas con alguno de los genes de la familia EPA. La
deteccién de los EN por medio de oligonucledtidos generables a lo
largo de la secuencia de dichas regiones es esencial para la
identificacién de C. glabrata. En virtud de 1o anterior, las secuencias
identificadas como SEQ ID Nos. 1 a 5 comprenden las regiones
intfergénicas con los blogues de Elementos Negativos, y por lo tanto,
cuclguier oligonucledtido generable a partir de dichas secuencias €s
Otil para la identificacién de C. glabrata. En este tenor, 1a SEQ ID No. |
(2225 pb), comresponde a la region intergénica entre los genes EPAT y
EPA2; ia SEQ ID No. 2 (2438 pb), corresponde a la regidn intergénica
entre el gen EPA-H y el Telomero; la SEQ ID No. 3 (8309 pb).
corresponde a la region intergénica entre los genes EPA-K y EPA-22; |a
SEQ ID No. 4 (2432 pb), corresponde a la region intergenica entre el
gen EPAé y el Teldmero; y la SEQ ID No. 5 (2498 pb), corresponde a la
regidon intergénica entre el gen EPA7 y el Telbmero. 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

aislados clinicos de C. glabrata de diferentes origenes. La alineaciéon
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relativa de las SEQ. ID. Nos. 6 a 52, sobre las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 se

encuenira representada en la Figura 1.

Dentro del alcance de la presente invencion quedardn
asimismo comprendidas las secuencias complementarias en al menos

90% con las SEQ. ID. Nos. 1 a 5.

A fin de comprobar que cualquier porcion de las
secuencias descritas en las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 son Utiles para la
identificacion de C. glabrata, se generaron oligonucledtidos como |os
descritos en las SEQ. ID. Nos. é a 52, mismos que abarcan todas las
regiones intergénicas de las adhesinas EPAT, EPA22, EPAH, EPAS y EPAT.
La posicién de dichos oligonucledtidos estd representada en la Figura
1, en donde se puede apreciar que dichos oligonucleotidos fueron
generados desde los extremos hasta las regiones centrales. Asimismo,
se comprob¢ su ulilidad para la identificacion de C. glabrafa sola o en
mezcla con ofras 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. 6 a 52 y los tamanos de
producto de PCR esperados. Los resultados demuestran que la
totalidad de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 sive como base para la generacion
de oligonucledtidos especificos para C. glabrata, s& mantiene la

sensibilidad vy la especificidad de la prueba, y que es posible detectar
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el hongo en mezcla con ofras levaduras. Por lo tanto, cualquier
oligonucledétido generable a partir de las SEQ. ID. Nos. I @ 5 entra

dentro del alcance de la presente solicitud.

Obtencidon de muestras biologicas.

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 bicldgicas 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 estéan limitadas a: orina chorro medio,
cultivo de orina por sonda, cultivo por nefrostomia ({rindn derecho e
izquierdo), agua de hemodidlisis, liquido pleural, cultivo pidgenos,
mielocultivo, médula 6sea, hemocultivo por lisis (sangre periférica),
cultivo de sangre (hemocultivo), concenfrado leucocitario,
concentrado eritrocitario, exudado faringeo, exudado nasal, exudado
vaginal, exudado prostatico, expectoracidn, catéter, biopsias de
diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido subcutdneo, corneaq,
pulmén, nddulo pulmonar, pancreas, maxilar, piel, piel cuantitativa
(celulitis, mama, escroto, brazo, mano), pelo, unas, tibia, musculo,
hueso, mama, sinovial, escara, muslo, cdpsula articular, rodilla, epipldn;

lavado bronquioalveolar (lingula, 16bulo superior € inferior (izquierdo y
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derecho), LBA derecho e izquierdo (vias aéreas)); post-mortem
(higado, pulmén, bazo); herida; hisopado (perianal, vaginal, Ulcera

(pie, mano)); absceso (muslo, rindn, perianal); 6 peripancredtico.

Método de diagnostico in vitro de Candida glabrata por

De manera general, el método de la presente invencion

consta de los siguientes pasos:
- Alislar el ADN proveniente de una muestra bioldgica,

- Readlizar una reaccién de PCR utllizando 1os
10 oligonucledtidos generables a partir de las SEQ 1D Nos. 1 a 5,
incluyendo, pero no limitados a los oligonucledtidos de las SEQ.

ID. Nos. 6 a 52.

- Corroborar la presencia de Candida glabrafa por

medio de algun método convencional.

15 Dichos metodos convencionales son como se describen,
pero no limitados a: Ausubel FM et al. (1999) Short protocols in
molecular biology: a compendium of methods from Current protocols
in molecular biclogy. John Wiley & Sons; Fasmann GD (1989) Practical
handbook of biochemistry and molecular biclogy. Florida CRC Press,

20 1989, Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular cloning: a
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laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press., Innis MA et al.
(1990); PCR protocols : a guide to 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 oy arbitrarily primed 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, 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 [H (1996) Yeast protocols: methods in cell and molecular biology.

New Jersey Humana Press.

La identificacion de C. glabrafa 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 ningun ofro organismo y este es el primer

reporte de su utilidad para la identificacidn de C. glabrata.

Para comprobar la eficiencia y especificidad del método
de identificacion de la presente invencién, a continuacidn se muestran

los siguientes experimentos:
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Con el objeto de demostrar la estandarizaciéon de las
condiciones experimentales para la identificacion especifica de C.
glabrata, se eligieron los oligonucleodtidos descritos en las SEQ ID Nos. é

a 10, para ser probados en |as siguientes condiciones:

a)  Optimizacion 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
reaccion puede variar de entre 54°C y 67.6°C sin que cambie el

producto reaccién, su especificidad y sensibilidad.

b)  Optimizacidn de cantidad de primers: en las
figuras 15 a 17, se muestran los oligonucledfidos de las SEQ ID
Nos. 6 a 10, gue fueron probados en concenifraciones de entre
100 a 1200 nM, y a temperaturas de entre 59°C a 67.1°C,
produciendo los fragmentos del tamano esperado en todos 1os

CQsos.

c) Cradiente de concentracidn dNTPs: en las
figuras 18 a 20 se muestra la optimizacion de la concentracidén

de dNTPs a diferentes temperaturas de entre 59 y 67.1°C y @ una
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concentracion de primers de entre 200nM a 500nM. La
concentracion de dNTPs es de entre 5y 50 uM y en fodos los

casos se obtienen los productos de PCR del tamarnio esperado,

d)  Concentracion de ADN gendomico: en las
figuras 21 a 23 se muestra las concentraciones minimas
necesarias para la amplificaciéon 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 concenfracion de
primers de entre 200nM a 500nM y una concentracion de dNTPs
de 30uM. Las concentraciones de ADN gendmico 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 cotfidianamente para la
identificacién de productos de PCR no es posible distinguir
diferencias de unas pares de bases entre bandas de tamanos
muy similares, en el caso de los productos de PCR obtenidos para
la pareja de oligonucledtidos SEQ ID Nos. 7 y 8 se verificd la
presencia de los dos productos tantc por resecuenciacion como

por gel de acrilamida natfivo. Asl, para comprobar que
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efectivamente se obtienen Unicamente dos bandas de 136y 140
correspondientes a los productos de PCR de los oligonucledtidos
de las SEQ ID Nos.: 7 y 8, se hizo un gel de poliacrilamida nativo al
6% y tenido con bromuro de etidio. Como se aprecia en la figura
24, a diferentes concentraciones de ADN (parfiendo de una
concenfracion de ADN de 345 ng en
30 microlitros de reaccion 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 estandarizacion de condiciones experimentales para
el diagnéstico de C. glabrata se desprende que se pueden utilizar una
amplia variedad de parejas de oligonucledtidos disenados a partir de
las SEQ. ID. Nos. 1 a 5, y que adecuando las condiciones de
concentracion de ADN genomico, oligonucleodfidos, dNTP's vy
temperatura de reaccion de PCR, por ejemplo, se obtiene una
excelente resolucidon de los productos de PCR de los tamanos
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
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de aislados clinicos ya sea sola 0 en combinacion con otras especies

de hongos.

Andlisis  comparativo  del método  de  diagndstico

tradicional vs. el método de deteccion de la presente invencion.

Con el objeto de probar cabalmente la ventqja
competitiva de los métodos de la presente invencion contra los
métodos de diagndstico tradicionales, a continuacion se hace un

comparativo de los tiempos de ambas pruebas;

Método tradicional de identificacion de Candida glabrata
en muestra de orina: las muestras de orina son analizadas en un
analizador de orina automdtico tipo URISYS acoplado a UF-100i. El
andilisis se realiza mediante citometria de flujo con laser de argdn. El UF-
100i mide las propiedades de luz dispersa vy fluorescencia para contar y
determinar las particulas presentes en la orina. El volumen de las
parficulas se determina a partir de las senales 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). De las muestras de orina marcadas

como YLC se toma 1ul y se siembra en placas de medio

-Sabourand/Dexirosa  (SDA) y medio Scbourand/Dextrosa  con
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cefoperazona (CFP). Dichas placas se incuban a 30°C por 72 horas. Los
urocultivos con crecimiento menor a 10,000 UFC/ml, al igual que las
placas sin crecimiento, se reportan como No Desarrolldé Hongo
(negativo); los urocultivos con desarrollo igual o mayor @ 10,000 UFC/ml
pasan a la prueba de tubo germinal, con una incubacidén de 2 horas @
35°C, en donde se reportan como positivo para C.albicans y C.
dubliniensis. En el caso de los fubos 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 medio de la asimilacion de carbohidratos. Dichas tarjetas se
incuban por un pericdo de 24 a 48 horas, momento en el que se leen
las tarjetas. El iempo total minimo para identificar C. glabrata es de 6

dias, con una sensibilidad de alrededor del 85%.

Método de identificacion de C. glabrata de la presente
invencion: las muestras de orina son analizadas en un analizador de
orina automatico tipo URISYS acoplado a UF-100i. El andlisis se realiza
mediante citometria de flujo con laser de argdn. 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 senales de impedancia. De esta forma, de

acuerdo a los diagramas de dispersion, el resultado final indica cuales
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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 gendmico obtenido es el templado del PCR
donde se utilizan los primers generables a partir de las SEQ 1D Nos. 1 a 5,
como por ejemplo, pero no limitado a los descritos en las SEQ 1D Nos. 6
a 52, en condiciones 6ptimas 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.

Método tradicional de identificacion de Candida glabrata
en muestras sanguineas: Las muestras de sangre se incuban durante 72
horas en el equipo automatizado BACTEC?240. Cuando hay
crecimiento de los microorganismos, estos metabolizan los nutrientes
contenidos en el medio de cultivo liberando CO». La liberacion de CO»
es detectada por el equipo y automdaticamente el hemocullivo se
marca como positivo para levaduras. Los hemocultivos positives para
levaduras son sembrados en placas de Sabourand/Dextrosa (SDA) y

Sabourand/Dextrosa con cefoperazona (CFP) vy se incuban a 30°C por
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72 horas. Los hemocultivos con un crecimiento menor a 10,000 UFC/ml
al igual que aquellos sin crecimiento, se reportan como No desarrolld
hongo (negativo); los hemocultivos con un crecimiento igual o mayor a
10,000 UFC/ml se realiza la prueba de fubo 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 identificacion por medio de la
asimilacién 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.

Método para detectar C. glcbrata de la presente
invencion en muestras sanguineas: Las muestras de sangre se incuban
durante 72 horas en el equipo automatizado BACTEC9240. Cuando hay
crecimiento de los microorganismos, estos metabolizan 10s nutrientes
contenides en el medio de cultivo liberando CO». La liberacion de CO»
es detectada por el equipo y automdaticamente el hemocultivo se
marca como positivo para levaduras. De las muestras de sangre
marcadas como positivas para  levaduras se foman 100l se
centrifugan, se descarta el sobrenadante, se resuspende y se hierve la

pastilla. El ADN gendmico obfenido es el templado del PCR donde se
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utilizan cualesquiera de los oligonucledtidos generables a partir de las

SEQID Nos. 1 a 5, como por ejemplo, pero no limitado a los descritos en

las SEQ ID Nos. é 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 correctd

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.

De tal manera, el paso critico es obtener ADN genémico
suficiente de cualquiera de los fipos de muestras descritos
anteriormente (ver seccién de obtencion de muestras clinicas), y a
partir de las mismas, se utiliza el ADN gendémico obtenido como el
templado del PCR donde se utlizan 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 reaccidn. 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

demds conocidos en el campo de la técnica (por ejemplo, pero no
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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 senalar 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 diaghostico
de la presente invencidn, se realizaron pruebas con muestras clinicas
de diferentes origenes, utilizando combinatorias distintas de los oligos
generados a parfir de las SEQ. ID. Ncs. 1 a 5. Dichos experimentos se

describen ¢ continuaciéon:

a) Identificaciéon de C. glabrata en muestras clinicas de diferentes
origenes: en las figuras 25y 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 negctivo y en muestras con
C.albicans. Esto indica que el método de la presente invencidn
es 100% especifico y 100% sensible para C. glabrata y no hay
reaccion cruzada con ofras especies. La presencia o ausencia

de ciertas bandas sugiere una oosible variacion en los serotipos
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de las muestras clinicas, aungue se requiere investigacion
adicional a este respecto. Un reporte reciente que apoya esta
hipotesis 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 invencion la presencia o
ausencia de bandas en muestras clinicas, siempre y cuando las
presentes coincidan en secuencia y tamano con las previstas en
la presente solicitud. Asimismo, y para comprobar lo anterior, por
medio de resecuenciacion de las bandas obtenidas, se afirma
gue corresponden tanto al tamano como a las secuencias

esperadas para los productos de PCR de C. glabrata.

b) Detfeccion de especies filogeneticamente
relacionadas a C. glabrata: con el objeto de comprobar que las
regiones del elemento negative (EN) y por ende los sondas
descritas y reclamadas en la presente solicitud son exclusivas de
C. glabrata, se probaron tres pares de cligonucledtidos con las
siguientes  especies: Candida glabrata, Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii,

Candida kruzei, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
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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 oligonucledtidos de las SEQ. ID. Nos. 9
y 10 de la presente invencidén Unicamente amplificaron la regién
del EN de los controles correspondientes a C. glabrata, por lo
que se comprueba que las regiones EN y sondas asociadas son
unicas de dicha especie y son Utiles para la deteccidén de C.
glabrata, con una sensibiidad y especificidad del 100%. Las
bandas de los carriles 3 a 17 corresponden al control interno con
sondas de rRNA264S (carriles 3 a 7) y rRNA 185 (carriles 8 a 17) de
las  especies filogenéticamente  relacionadas  enlistadas

anteriormente.

c) Deteccién de C. glabrata en mezcla con otras
especies flogenéticamente 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 carrl con muestras de Candida

albicans, Candida tfropicalis, Candida parapsilosis, mismas que se
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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 estd presente en
cantidades que van desde 345 ng hasta 2.5 ng, se detecta dicho
microorganismo con los productos de PCR del tamano esperado,
no asi en el Ultimo 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 invencion
comprende un kit de diagndstico para C. glabrata, el cual estard
conformado por al menos un oligonucledtido 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
gendmico de C. glabrata como confrol positivo y una muestra de ADN
gendmico de alguna especie filogenéticamente cercana a C.
glabrata como control negativo. Variantes en dichos elementos serdn
facilmente deducibles por un técnico en la materia y quedan

comprendidas dentro del alcance de la presente solicitud.

Método de deteccidn de C. glabrata por Hibridizacidn de

Acidos nucléicos.
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Fragmentos de las SEQ. ID Nos. 1 a 5 son utiles para la
deteccién de C. glabrata por métodos de hibridacion de dcidos

nucléicos convencionales. Para tal efecto, los pasos a seguir son:

a) Obtener acidos nucléicos de una muestra bioldgica,

5 b) Hibridar dicho acido nucléico proveniente de una
muestra biolégica con una sonda que provenga de
cualquier fragmento continuo de mds de 36 pares de

bases contenido en 1as SEQ D Nos. 1 a 5.

c) Detectar la  hibridacién  por algun  método

10 convencional.

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

15  guimioluminiscencia o similares.

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

20 hibridizacion in situ o similares. Como referencia, mas no para limitar el
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alcance de la invencion, se cita: MOLECULAR BIOMETHODS
HANDBOOK 2008 JOHN M. WALKER RALPH RAPLEY; Handbook of
Molecular and Cellular Methods in Biology and Medicine, 2nd ed. L.
Cseke, et al., ed., CRC Press, 2004, 600 pp; Ausubel FM et al. (1999) Short
protocols in molecular biology: @ 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 diognéstico para C. glabrata, el cual estara
éonformodo por al mencs 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
genodmico de C. glabrata como control positivo y una muestra de ADN
gendmico de clguna especie filogenéticamente cercana a C.
glabrata como control negativo. Variantes en dichos elementos seran
faciimente deducibles por un técnico en la materia y quedan

comprendidas dentro del alcance de la presente solicitud.

EJEMPLOS
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Eiemplo 1. Andlisis de muestras clinicas de orina.

Se tomaron 234 muestras clinicas de orina v se clasificaron
por el método tradicional descrito anteriormente, en donde 200
muestras se clasificaron como No Desarrolld hongos,  como C.albicans
y 25 como Candida sp. De estas 25 muestras, 6 (24%) fueron
clasificadas como C. glabrata. Con el método de deteccion de la
presente invencion se identificaron 12 (48%) muestras positivas para C.

glabrata.

Elemplo 2. Comparativo entre varias especies de levaduras

y C. glabrata con el método de deteccidn de la presente invencion.

En la figura 28 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,
como C. albicans, C. parapsilosis, y C. fropicalis. En cada uno de |os
geles mostrados se utilizaron los oligonucledtidos de las secuencias SEQ.
ID. Nos. 7 y 8. Como se puede apreciar, Unicamente en aguellos
carriles en donde esta presente el ADN de C. glabrata, aun en mezcla
con otros microorganismaos, se logra la amplificacion de los fragmentos
de los tamanos esperados. Por lo tanto, 10s oligonucledtidos de la

presente invencién son capaces de detectar especificamente la
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presencia de C. glabrata en muestras complejas, aun en cantidades

minimas de ADN de C. glabrata de entre 2.5y 345 ng.

Eiemplo 3. Sensibilidad de la prueba de diagndstico de la

presente invencion en distados clinicos.

Con el objetc de probar la sensibiidad de los
oligonucleétidos generables a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 para la
identificacién de C. glabrata en muestras clinicas, se probaron los
oligonucledtidos con SEQ. ID. Nos. 6 a 10. En las figuras 29 y 30 se
observan los resultados de las distintas amplificaciones, con los
tamanios de producto de PCR esperados. Cabe hacer mencidn que en
las figuras 29 y 30, en los carriles 14, 17 y 33 no se obtuvo producto de
amplificacidon. En estos casos, se corrobord la identificacion de C.

glabrata con pruebas bioguimicas y se obtuvieron los resultados

mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis con prueba API-20 de los aislados clinicos 14, 17 y 33 de

las Figuras 29 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
identificacién de
C. albicans
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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 ofra especie, incluyendo humanos. De dicha secuenciacion, se
comprobd que efectivamente las bandas de amplificacion 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

oligonucledétides generables a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5.

Eiemplo 4. Deteccion de C. glabrata utilizando diferentes
combinatorias de los oligonucledtidos generables a partir de las SEQ ID

Nos. 1-5.

A fin de comprobar que cuclguier porcidn de las
secuencias descritas en las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 son Utiles para la
identificacion de C. glabrata, se generaron oligonucledtidos
adicionales (SEQ. ID. Nos. 11 a 52), mismos que abarcan todas las
regiones intergénicas de las adhesinas EPAT, EPA22, EPAH, EPA6 y EPAT.
Asimismo, se comprobé 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
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partir de los oligonucledtidos de las SEQ ID Nos. 11 a 52 y los tamanos
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 manfiene la
sensibilidad vy la especificidad de la prueba, y que es posible detectar
el hongo en mezcla con ofras levaduras. Por lo tanto, cualquier
oligonucledtido generable a partir de las SEQ. ID. Nos. 1 a 5 entra

dentro del alcance de la presente solicitud.

Elemplo 5. Deteccidn de C. globrata por medio de

hibridizacidon de acidos nucléicos.

Para comprobar la eficiencia y sensibilidad del método de
deteccidon por hibridizacion de dcidos nucleicos, se realizé un Dot-Blot
utilizando como sonda una secuencia de Aacidos nucléicos de 140 pb
marcada con luminiscencia comun para las SEQ. 1D No. 1, 2 y 3 para
ser hibridizada contra diversos templados de ADN, Como se puede
observar en la figura 31, dicha sonda hibridd Unicamente contra el
control interno, el ADN de C. glabrata proveniente de dos muestras
biolégicas de aislados clinicos y el ADN de una cepa silvestre de C.
glabrata. No se obtuvo hibridacién contra el ADN de C. albicans ni S.
cerevisiae, Por o tanto, se comprueba la sensibilidad y especificidad

de las sondas derivadas de las SEQ ID Nos. 1 a § para la identificacion
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especifica de C. glabrata al 100% en métodos de hibridizacidn de

Acidos nucléicos.

Puesto que se pueden hacer varios cambios a la materia
ejiemplificada anteriormente sin apartarse del alcance de la invencion,
se pretende que todos los asuntos contenidos en la descripcion
anteriormente dada y mostrada en las figuras acompanantes deben

interpretarse como ilustrativos y no en un sentido limitante.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Una molécula de ADN, caracterizada porgue es una
region intergenica de los genes de adhesinas de C. glabrata y se
selecciona a partir del grupo gque consiste de las SEQ ID No. 1, SEQ ID

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

2.- La molécula de ADN de conformidad con la
reivindicacion 1, en donde dichas regiones intergénicas son: EPAT 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, EPAé a Teldmero para la SEQ. ID.

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

3.- Un oligonucledtido para la identificacion especifica de
C. glabrata, caracterizado porque consiste 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.

4.- El oligonucledtido de conformidad con la reivindicacion
3, en donde dicho oligonucledtido se puede seleccionar de al menos

una de las secuencias SEQ ID Nos. 6 a 52.
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5.- El oligonucledtido de conformidad con la reivindicacion
3, coaracterizado ademds porgue la  secuencia de dicho
oligonucledtido es al menos 90% complementaria a cualquiera de las

SEQ ID Nos. 1 a 3.

6.- Un método in vitro para la idenfificacion especifica de
C. glabrata, caracterizado porque comprende los pasos de: q)
amplificar fragmentos de ADN a partir de una muestra bioldgica
mediante PCR con los oligonucledtidos como se definieron en las
reivindicaciones 3 a 5; b) idenfificar los fragmentos de ADN

amplificados.

7.- El método de conformidad con la reivindicacion 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 chorro medio, cultivo de orina por sonda, cultivo por
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nefrostomia (rindn derecho e izquierdo), agua de hemodidiisis, liquido
pleural, cultivo pidgenos, mielocultivo, médula ésea, hemocultivo por
lisis (sangre periférica), cultivo de sangre (hemocultivo), concenfrado
leucocitario, concentrado eritrocitario, exudado faringeo, exudado
nasal, exudado vaginal, exudado prostatico, expectoracion, catéter,
biopsias de diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido subcutdneo,
cornea, pulmoén, ndédulo pulmonar, pdncreas, maxilar, piel, piel
cuantitativa (celulitis, mama, escroto, brazo, mano), pelo, unas, tibia,
musculo, hueso, mama, sinovial, escara, muslo, cdpsula articular,
rodilla, epiplén; lavado bronquicalveolar (lingula, l6bulo superior e
inferior (izquierdo y derecho), LBA derecho e izquierdo [vias aéreas));
post-mortem (higado, pulmdn, bazo); herida; hiscpado (perianal,

vaginal, Ulcera (pie, mano)); absceso (muslo, rindn, perianal); 6

peripancredtico.

11.- El método de conformidad con la reivindicacion 6, en
donde la amplificacién de fragmentos de ADN se lleva a cabo con al

menos un oligonucledtido como se definid en las reivindicaciones 3 a 5.

12.- Un kit para la identificacién especifica de Candida
glabrata, caracterizado porque comprende al menos uno de los

oligonucledtidos como se definieron en las reivindicaciones 3 a 5.
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13.- El kit de conformidad con la reivindicacion 12,
caracterizado ademds porgue comprende al menos una muestra de
ADN gendmico de C. glabrata (confrol positivo) y al menos una
muestra  de ADN gendmico de al menos una especie

flogenéticamente 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 lo identificacion especifica de C. glabrata.

15- El uso de al menos dos oligonucledtidos como 10s

descritos en las reivindicaciones 3 a 5, para identificar C. glabrata.

16.- Una molécula de ADN Ufil para la identificacion
especifica de C. glabrata, caracterizada porque consiste de una
secuencia continua de 36 o mas nucledtidos 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. 5.

17- La molécula de ADN de conformidad con la
reivindicacién 21, caracterizada ademds porque dicha secuencia €s
al menos 90% complementaria con respecio a cualquiera de las SEQ 1D

Nos. 1 ad.
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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 bioldgica 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 reivindicacion 18, 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, hibridizacion in situ o microarreglos.

20.- El método de conformidad con la reivindicacion 19, en
donde la muestra bioldgica es derivada de un sujeto a estudio.
21.- El método de conformidad con la reivindicacion 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 estudio es un humano.
23.- Elmétodo de conformidad con la reivindicacion 19, en
donde la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de
cualqguier tipo de muestra que contenga ADN, fluidos, tejido, desecho
¢ célula, orina chorro medio, cultivo de orina por sonda, cultivo por

nefrostomia (rindn derecho e izquierdo), agua de hemodidlisis, liquido

pleural, cultivo pidgenos, mielocultivo, médula dsea, hemocultivo por
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lisis (sangre periférica), cultivo de sangre (hemocultivo), concentfrado
leucocitario, concentrado eritrocitario, exudado faringeo, exudado
nasal, exudado vaginal, exudado prostatico, expectoracion, catéter,
biopsias de diferentes tejidos, tales como: ganglio, tejido subcutdneo,
cornea, pulmén, nddulo pulmonar, pdncreas, maxilar, piel, piel
cuantitativa [celulitis, mama, escroto, brazo, mano), pelo, unas, tibia,
musculo, hueso, mama, sinovial, escara, muslo, cdapsula articular,
rodilla, epipldén; lavado bronguiocalveolar (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, rindn, perianal); ©

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 definid en las reivindicaciones 21 a 22.

25.- Un kit para la identificacion especifica de Candida
glabrata, caracterizado porgue comprende al menos una molécula

de ADN como se definio en las reivindicaciones 16 a 17.

26.- El kit de conformidad con la reivindicacion 28,
caracterizado ademds porque comprende al menos una muestra de

ADN gendmico de C. glabrata (control positivo) y al menos una



5

10

63

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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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn describe y reclama un método in
viro para la identificacion de Candida glabrata, las secuencias
asociadas a dicha identificacion, asi como kits de diagndstico para

identificar a C. glabrata y el uso de 1os mismos.
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