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DESCRIPCION
Cebadores para detectar Plasmodium.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un conjunto de cebadores que puede detectar/identificar de manera exacta y
rapida parasitos de malaria del género Plasmodium en zonas endémicas de malaria, a un procedimiento para
detectar e identificar los mismos y a un kit de deteccién de los mismos.

Antecedentes de la técnica

En muchos paises en los que son endémicos parasitos de la malaria, el diagndstico rapido y exacto de parasitos de
la malaria presenta desafios. De las cuatro especies de Plasmodium, P. falciparum, que puede ser mortal, debe
identificarse inmediatamente y distinguirse de las otras especies de Plasmodium que producen la enfermedad en
seres humanos (Moody, A., Clin. Microbiol. Rev. 15 (2002): 66-78).

Ademas, en la mayoria de las zonas endémicas de malaria aparecen infecciones que implican dos o0 mas de estas
especies; estas infecciones mixtas a menudo discurren sin reconocerse o subestimadas (Zimmerman, P.A., et al.,
Trends Parasitol. 20 (2004): 440-447). No poder detectar una infecciébn mixta podria dar como resultado un
tratamiento inadecuado, y puede dar como resultado una enfermedad grave (Mayxay, M., et al., Trends Parasitol. 20
(2004): 233-240). Hay, por tanto, una urgente necesidad de desarrollar procedimientos de diagnostico de la malaria
gue puedan funcionar en zonas endémicas de manera facil, rapida, altamente sensible y especifica de especie.

Actualmente, el procedimiento de diagnostico facil para la malaria es el examen microscépico de frotis de sangre.
Dada una alta densidad de parasitos, tal microscopia presenta una sensibilidad y especificidad relativamente altas y
proporciona una determinacion de la especie y del estadio de desarrollo. Sin embargo, en zonas endémicas en las
gue la densidad de parasitos es generalmente baja, este procedimiento es laborioso, requiere expertos bien
entrenados y puede dar como resultado que se retrase la terapia.

Para mejorar la velocidad y precisién del diagndstico de la malaria en regiones en las que no esta disponible el
diagnostico de laboratorio convencional, los investigadores han desarrollado pruebas de diagnéstico rapidas (RDT)
para la malaria basadas en inmunorreacciéon (Moody, A. Clin. Microbiol. Rev. 15 (2002): 66-78; Ndao, M., et al., J.
Clin. Microbiol. 42 (2004): 2694-2700). Sin embargo, la sensibilidad varia entre productos (Murray, C. K., et al., Trop.
Med. Int. Health. 8 (2003): 876-883), y sdlo esta disponible un producto especifico de especie para P. falciparum. Se
requieren tiempos de observacion muy largos y considerable experiencia para el diagnostico correcto mediante
microscopia en varias circunstancias: cuando la parasitemia es baja, durante una infeccion mixta, tras tratamiento
farmacolégico y durante la fase cronica de la infeccion. Por tanto, esta situacion puede conducir a resultados falsos
negativos o a un diagnéstico de especie no fiable (Coleman, R., et al., Thailand. Malar. J. 14 (2006): 121).

Posteriormente, se desarrollaron procedimientos de biologia molecular basados en amplificacion del ADN, tales
como PCR anidada y PCR cuantitativa en tiempo real, para el diagnéstico de la malaria. En comparacion con la
microscopia, estos procedimientos han demostrado superior sensibilidad y mayor especificidad para infecciones
mixtas (Kimura, K., et al., Parasitol. Int. 46 (1997): 91-95; Perandin, F., et al., J. Clin. Microbiol. 42 (2004): 1214-
1219; Rougemont, M., et al., J. Clin. Microbiol. 42 (2004): 5636-5643; Singh, B., et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. 60
(1999): 687-692; Singh, B., et al., Lancet. 363 (2004): 1017-1024; Snounou, G., et al., Mol. Biochem. Parasitol. 58
(1993): 283-292; Snounou, G., et al., Mol. Biochem. Parasitol. 61 (1993): 315-320). Sin embargo, el largo tiempo de
respuesta, alto coste y disponibilidad sélo en laboratorios bien equipados hacen que esta tecnologia de PCR sea
inadecuada para el diagnéstico rutinario en laboratorios hospitalarios y en clinicas in situ de zonas endémicas
(Hanscheid, T., y Grobusch, M. P., Trends Parasitol. 18 (2002): 395-398).

Con respecto a la deteccion de la malaria, los ejemplos 8 y 10 en el documento de patente 1 dan a conocer un
procedimiento de extraccion de acidos nucleicos de muestras de sangre y de realizacion de PCR anidada para
detectar cuatro especies de Plasmodium. El ejemplo 8 da a conocer cada secuencia de cebador directo y cebador
inverso, que son diferentes de las secuencias de cebadores de la presente invencion (documento de patente 1).

La publicacién de patente de los documentos de patente 2 y 4 da a conocer procedimientos para detectar una o
multiples especies de infeccion por malaria basandose en un procedimiento de fase sélida o PCR anidada, en el que
se utilizan uno o una pluralidad de multiples tipos de cebadores para detectar clinicamente P. falciparum, P. vivax, P.
malariae o P. ovale. Sin embargo, esos cebadores presentan secuencias de cebadores diferentes a los de la
presente invencion.

La publicacion de patente de los documentos de patente 3 da a conocer un procedimiento para detectar P.
falciparum y/o P. vivax, en el que se unen cebadores especificos para P. falciparum y/o P. vivax a un marcador o
soportes solidos. Sin embargo, estas secuencias de cebadores especificos son diferentes de las secuencias
oligonucleotidicas de los conjuntos de cebadores de la presente invencion.
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Machouart et al. describen un procedimiento para detectar el género Plasmodium en muestras de sangre de
pacientes mediante amplificacion por PCR con el gen de ARNr 18S como diana de amplificacion utilizando
cebadores especificos del género Plasmodium (véase Machouart M, Bigois-Delemotte L, Ajana F, Brizion M, Biava
MF, Collomb J, Fortier B (2006) Development of a PCR Assay Followed by Nonradioactive Hybridization Using
Oligonucleotides Covalently Bound to CovaLink NH Microwells for Detection of Four Plasmodium Species in Blood
Samples from Humans. J. Clin. Microbiol. 44:3279-3284).

Das et al. describen los cebadores en 5’ especificos del género Plasmodium AL286 y Al y los cebadores en 3’
especificos de especie AL290, AL291 y A291 para P. falciparum y AL189 y AL292 para P. vivax que van a utilizarse
en la amplificacién de secuencias diana de ARNr 18S mediante PCR (véase Das A, Holloway B, Collins WE, Shama
VP, Ghosh SK, Sinha S, Hasnain SE, Talwar GP, Lal AA (1995) Species-specific 18S rRNA gene amplification for
the detection of P. falciparum and P. vivax malaria parasites. Molecular and Cellular Probes 9:161-165).

Recientemente, se desarroll6 una técnica novedosa, facil y altamente sensible denominada amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) (Notomi, T., et al., Nucleic Acids Res. 28 (2000): e63; documento WO 2000/28082).

LAMP es un procedimiento de amplificacion de &cido nucleico que se basa en la sintesis de ADN por
desplazamiento de hebra de ciclo automatico realizada mediante la ADN polimerasa Bst. Los productos amplificados
son estructuras de tallo-bucle con varias secuencias repetidas de la diana, y presentan multiples bucles.

El principal mérito de este procedimiento es que no se requiere desnaturalizacion del molde de ADN (Nagamine, K.,
et al.,, Clin. Chem. 47 (2001): 1742-1743), y por tanto la reaccién de LAMP puede realizarse en condiciones
isotérmicas (que oscilan entre 60 y 65°C). LAMP requiere sélo una enzima y cuatro tipos de cebadores que
reconocen seis regiones diana distintas. El procedimiento produce una gran cantidad de producto amplificado, dando
como resultado una detecciéon mas facil, tal como deteccidon mediante juicio visual de la turbidez o fluorescencia de
la mezcla de reaccion (Mori, Y., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 289 (2001): 150-154). Se conocen LAMP
en las que se utiliza una sustancia fluorescente tal como fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), X-
rodamina (ROX) o similar para medir los valores de polarizacion de fluorescencia de la mezcla de reaccion, y LAMP
en las que se utiliza SYBR Green 2, un colorante verde, como intercalador (publicacién de patente japonesa no
examinada n.° 2002-272475 y documento WO 2002/103053).

Varios investigadores han notificado procedimientos de LAMP para la identificacion rapida de Plasmodium,
Trypanosoma, Babesia, Fusarium, Listeria y Legionella, y han recomendado la utilidad del ensayo de LAMP (lkadai,
H., et al., J. Clin. Microbiol. 42 (2004): 2465-2469; Kuboki, N., et al., J. Clin. Microbiol. 41 (2003): 5517-5524;
Thekisoe, O., et al., Mol. Biochem. Parasitol. 122 (2002): 223-236; publicacién de patente japonesa no examinada
n.° 2005-245257, publicacion de patente japonesa no examinada n.° 2007-61061, publicaciéon de patente japonesa
no examinada n.° 2003-219878 y Poon, L., et al., Clin. Chem. 52 (2006): 303-306).

Poon et al. estimaron que el coste de realizar un ensayo de LAMP es aproximadamente una décima parte de la PCR
normal para la deteccién de P. falciparum (Poon, L., et al., Clin. Chem. 52 (20 06): 303-306). La mayor reduccién en
coste y tiempo proviene de una preparacion de muestras sencilla sin extraccion previa del ADN (lwasaki, M., et al.,
Genome Lett. 2 (2003): 119-126).

Para la preparacion de las muestras, era suficiente simplemente calentar la sangre infectada a 99°C durante 10
minutos para preparar un molde de ADN para LAMP (Poon, L., et al., Clin. Chem. 52 (2006): 303-306). Sin embargo,
hasta la fecha, so6lo se ha validado LAMP para la deteccion de parasitos de la malaria en diagnéstico clinico en
pacientes con P. falciparum agudos (Poon, L., et al., Clin. Chem. 52 (2006): 303-306). Aunque P. falciparum es la
causa mas importante de enfermedad grave, su distribucién geografica se solapa con la de la infeccién por P. vivax,
P. malariae y P. ovale, y por tanto seria deseable un procedimiento que permitiese la rapida deteccion e
identificacion de las cuatro especies que infectan a seres humanos.

En los ultimos afios, en zonas endémicas de malaria, el desarrollo de cepas resistentes a farmacos ha sido un
problema importante para lograr un tratamiento apropiado de la malaria. El personal médico en ejercicio o los
médicos de hospital desean procedimientos de diferenciacion rapidos y altamente sensibles para obtener
informacién sobre si un paciente con fiebre esta infectado por un parasito de la malaria particular o mdltiples
especies de parasitos de la malaria, para de ese modo tratar apropiadamente a dicho paciente de malaria con fiebre.

[Documento de patente 1] Documento W02006/88895

[Documento de patente 2] Publicacion de patente japonesa no examinada n.° 1994-261758
[Documento de patente 3] Publicacion de patente japonesa no examinada n.° 1993-227998
[Documento de patente 4] Publicacion de patente japonesa no examinada n.° 2003-250564
[Documento no de patente 1] Poon, L., et al., Clin. Chem. 52 (2006): 303-306.
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Descripcion de la invencién
Problemas que van a solucionarse mediante la invencion

Para solucionar los problemas mencionados anteriormente, se desea el desarrollo de procedimientos faciles y
rapidos para la deteccién e identificacion de las cuatro especies de parasitos de la malaria del género Plasmodium
(particularmente, la presencia de infecciones mixtas), que son diferentes de procedimientos conocidos tales como
procedimientos de microscopia o mediados por reaccion de PCR.

Un objetivo de la presente invencidon es proporcionar un procedimiento de deteccion e identificacién rapido y
altamente sensible para detectar y especificar clinicamente P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale utilizando
LAMP. Ademas, segun el procedimiento de deteccion e identificacion de parasitos de la malaria de la presente
invencion, utilizando muestras de sangre obtenidas en clinicas en zonas endémicas de malaria, se proporcionan un
conjunto de cebadores para detectar las cuatro especies de parasitos de la malaria del género Plasmodium, en el
gue el conjunto de cebadores se ha evaluado a través de la comparacion de microscopia y LAMP; un procedimiento
de deteccion para las cuatro especies de parasitos de la malaria del género Plasmodium utilizando el conjunto de
cebadores; un procedimiento de identificacién; y un kit de deteccion.

Por tanto, un objetivo de la presente invencion es solucionar los problemas mencionados anteriormente y
proporcionar un procedimiento de deteccion/identificacion rapido y facil para determinar la presencia o ausencia de
parasitos de Plasmodium o una cualquiera de las 4 especies especificas de parasitos de la malaria en muestras
humanas, lo que puede contribuir a la atencién médica en zonas endémicas de malaria.

Medios para solucionar los problemas

Los presentes inventores, con el objetivo de solucionar tales problemas, concibieron la utilizacion de un
procedimiento de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), que es una reaccién de amplificacion génica
isotérmica: (documento WO 00/28082). Sin embargo, en general, las secuencias de acido nucleico de genes de
parasitos de la malaria difieren enormemente de las de otros organismos, que son ricas en contenido en AT. Por
tanto, el software de disefio de cebadores existente no podia encontrar conjuntos de cebadores 6éptimos, exigiendo
un procedimiento repetitivo de ensayo y error con dificultades en el disefio de cada tipo de cebador. Finalmente,
entre las muchas combinaciones de conjuntos de cebadores sintéticos, se encontraron conjuntos de cebadores
particularmente Utiles que presentaban tanto alta sensibilidad como alta especificidad. Por tanto, se encontr6 que la
utilizacién de conjuntos de cebadores especificos de género que pueden detectar las cuatro especies que infectan a
seres humanos de parasitos de Plasmodium al mismo tiempo y conjuntos de cebadores especificos cada uno para
las cuatro especies de parasitos (P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale) permite una deteccion/identificacion
facil y rapida de la presencia o ausencia de tales infecciones.

También se encontré6 que estos resultados pueden utilizarse eficazmente para que un sistema de soporte de
medidas contra la malaria y el sistema de medidas/tratamiento de la infecciébn por malaria puedan utilizarse
eficazmente.

Es decir, la presente invencién puede proporcionar lo siguiente tal como se describe en los puntos 1 a 15 a
continuacion.

1. Un procedimiento para detectar o identificar una infeccién con el género Plasmodium y/o uno o mas de
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale en una muestra;
comprendiendo el procedimiento las siguientes etapas (a) a (c):

a) extraer ADN de la muestra;

b) amplificar una regién particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium utilizando el
procedimiento LAMP haciendo reaccionar el ADN extraido en la etapa (a) en una mezcla de reaccion que
contiene una ADN polimerasa de desplazamiento de hebra y un conjunto de cebadores especificos de
secuencia; y

c) detectar o identificar la presencia o ausencia de un producto amplificado del género Plasmodium, amplificado
en la etapa (b), en el que el conjunto de cebadores especificos de secuencia es un conjunto de
oligonucleétidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 1 a 6 para
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium;

y opcionalmente detectar o identificar la presencia o ausencia de un producto amplificado de uno o mas de
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale, amplificado en la etapa (b),
en el que el conjunto de cebadores especificos de secuencia es un conjunto de oligonucleétidos que contiene
secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n% 1 a 6 para amplificar una region particular de una
secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium y uno o mas de un conjunto de cebadores que comprende un
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conjunto de oligonucleétidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 7 a 12 para
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium falciparum, un conjunto de
cebadores que comprende un conjunto de oligonucledtidos que contiene secuencias de &cido nucleico
representadas por SEC ID n°: 13 a 18, SEC ID n°: 31 a 36 o0 SEC ID n° 37 a 42 para amplificar una region particular
de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium vivax, un conjunto de cebadores que comprende un conjunto
de oligonucledtidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 19 a 24 para amplificar
una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium malariae y un conjunto de cebadores
que comprende un conjunto de oligonucleétidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC
ID n°: 25 a 30 para amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium ovale.

2. Un procedimiento de deteccion o identificacién segun el punto 1, en el que la extraccion del ADN de la muestra se
lleva a cabo sometiendo a ebullicion la muestra que contiene el ADN, y realizando centrifugacion.

3. Un procedimiento de deteccidn o identificacion segun el punto 2, en el que el tiempo de ebullicion es de desde
varios minutos hasta diez y varios minutos.

4. Un procedimiento de deteccion o identificacion segun uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en el que, en la etapa
(b) de amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium utilizando el
procedimiento LAMP, la reaccién de amplificacion del ADN se realiza a aproximadamente 60°C durante
aproximadamente 1 hora utilizando un bafio de agua a temperatura constante o un amplificador especialmente
disefiado para LAMP.

5. Un procedimiento de deteccion o identificacion segin uno cualquiera de los puntos 1 a 4, en el que, en la etapa
(c), se detecta o se identifica la presencia o ausencia de un producto de amplificacién del género Plasmodium, y/o
uno o mas de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale utilizando
observacion visual o un turbidimetro en tiempo real.

6. Un procedimiento de deteccién o identificacién segin uno cualquiera de los puntos 1 a 5, que se realiza en una
zona endémica de malaria.

7. Un procedimiento de deteccién o identificacion segin uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que se detectan o
se identifican infecciones con el género Plasmodium y/o uno o méas de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae y Plasmodium ovale simultaneamente o por separado.

8. Un procedimiento de deteccion o identificacién segun uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccion con el género Plasmodium utilizando, como conjunto de cebadores especificos de
secuencia, un conjunto de cebadores que comprende un conjunto de oligonucleétidos que contiene secuencias de
acido nucleico representadas por SEC ID n°: 1 a 6 para amplificar una regién particular de una secuencia de gen de
ARNr 18S de Plasmodium.

9. Un procedimiento de deteccion o identificacién segun uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccién con Plasmodium vivax utilizando, como conjunto de cebadores especificos de secuencia,
un conjunto de cebadores para detectar Plasmodium vivax que comprende un conjunto de oligonucleétidos que
contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 13 a 18, SEC ID n°: 31 a 36 0 SEC ID n®: 37 a
42 y que puede amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium vivax.

10. Un procedimiento de deteccion o identificaciéon segiin uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccidbn con Plasmodium malariae utilizando, como conjunto de cebadores especificos de
secuencia, un conjunto de cebadores para detectar Plasmodium malariae que comprende un conjunto de
oligonucleétidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 19 a 24 y que puede
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium malariae.

11. Un procedimiento de deteccion o identificacion segiin uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccion con Plasmodium ovale utilizando, como conjunto de cebadores especificos de secuencia,
un conjunto de cebadores para Plasmodium ovale que comprende un conjunto de oligonucle6tidos que contiene
secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 25 a 30 y que puede amplificar una regién particular de
una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium ovale.

12. Un conjunto de cebadores para detectar el género Plasmodium, que comprende un conjunto de oligonucledtidos
que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 1 a 6, pudiendo amplificar el conjunto de
cebadores una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium.

13. Un conjunto de cebadores para detectar el género Plasmodium y/o uno cualquiera de P. falciparum, P. vivax, P.
malariae y P. ovale, que comprende un conjunto de cebadores oligonucleotidicos que contiene secuencias de acido
nucleico representadas por SEC ID n°: 1 a 6, y secuencias de acido nucleico seleccionadas de secuencias de acido
nucleico representadas por SEC ID n°: 7 a 12, SEC ID n° 13 a 18, SEC ID n° 31 a 36, SEC ID n° 37 a 42, SEC ID



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2397115 T3

n% 19 a 24 y SEC ID n°: 25 a 30, pudiendo amplificar el conjunto de cebadores regiones particulares de secuencias
de genes de ARNr 18S del género Plasmodium y diversas especies de Plasmodium incluyendo una regién particular
de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium falciparum.

14. Un kit de deteccién para el género Plasmodium y/o uno cualquiera de P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P.
ovale; que comprende al menos un conjunto de cebadores seleccionado de los conjuntos de cebadores definidos en
los puntos 12 y 13, una ADN polimerasa de desplazamiento de hebra, dNTP y un tampén de reaccion.

15. Un kit de deteccion segun el punto 14, detectando el kit de deteccion el género Plasmodium y/o P. falciparum, P.
vivax, P. malariae y P. ovale, simultdneamente o por separado.

La utilizacién de uno de los cebadores o conjunto de cebadores de los puntos (1) a (5) anteriores para LAMP permite
la hibridaciéon de una region particular del gen de ARNr 18S del género Plasmodium, un gen de ARNr 18S de P.
falciparum, un gen de ARNr 18S de P. vivax, un gen de ARNr 18S de P. malariae o un gen de ARNr 18S de P.
ovale. La amplificacion de esto en las condiciones de amplificacion del procedimiento LAMP permite la amplificacién
de una region génica especifica. La presencia o ausencia de un producto de amplificaciéon de este tipo se analiza
mediante electroforesis 0 un procedimiento de deteccion facil. En un procedimiento de este tipo, pueden detectarse y
diferenciarse simultaneamente o por separado infecciones por el género especifico Plasmodium y cada una de las
cuatro especies de parasitos de la malaria.

Cuando se utiliza el procedimiento de deteccién de la presente invencién para muestras especificas (por ejemplo,
sangre humana), pueden aislarse muestras de ADN de las muestras, con estas muestras de ADN, se hicieron
reaccionar uno cualquiera de los conjuntos de cebadores del punto (1) al punto (5) para la amplificacion,
confirmando de ese modo la presencia o ausencia de cualquier producto de ADN amplificado. De tal modo, puede
detectarse simultdneamente o por separado cualquiera del género Plasmodium o las cuatro especies de parasitos
de la malaria: P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale.

Efectos de la invencién

La presente invencion permite la utilizacion de un conjunto de cebadores para LAMP, en la que el conjunto de
cebadores comprende un conjunto de oligonucleétidos que contiene las secuencias de acido nucleico de SEC ID n°:
la6,7al12 13a18 (31 a36037a42),19a 24025 a 30; y permite la amplificaciéon simultanea o separada de
una regiéon comun de los genes de ARNr 18S del género Plasmodium, o una region particular de los genes de ARNr
18S de cada una de las cuatro especies de parasitos de la malaria en seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P.
malariae o P. ovale; permitiendo de ese modo la deteccién o diferenciacién simultanea o separada de la presencia o
ausencia de cualquier infeccion por parasitos de la malaria en seres humanos o una de las cuatro especies de
parasitos de la malaria en seres humanos.

El procedimiento para detectar o diferenciar la presencia o ausencia de infeccion por parasitos de la malaria o una
de las cuatro especies de parasitos de la malaria en seres humanos de la presente invencion comprende: amplificar
muestras de ADN obtenidas a partir de muestras mediante LAMP (amplificacion génica isotérmica) utilizando un
conjunto de cebadores que comprende el conjunto de oligonucleétidos que contiene las secuencias de acido
nucleico de SECIDn®: 1a6,7al2 13 a 18 (31 a 36 0 37 a 42), 19 a 24 o 25 a 30; y analizar la presencia o
ausencia de cualquier producto de amplificacion. Un procedimiento de deteccidon o diferenciacion de este tipo
permite una deteccion o diferenciacion facil, rapida y fiable de la presencia o ausencia de cualquier infeccion por
parasitos de la malaria, o una de las cuatro especies de parasitos de la malaria: P. falciparum, P. vivax, P. malariae
o P. ovale simultaneamente o por separado. La presente invencion también proporciona un kit para la deteccion o
identificacion simultanea o separada de tales parasitos de la malaria en seres humanos o las cuatro especies de
parasitos de la malaria.

El desarrollo de cepas resistentes a farmacos se ha convertido en un problema importante para tratar
apropiadamente la malaria. El procedimiento para diferenciar simultdneamente las cuatro especies de parasitos de
la malaria: P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale de la presente invencién proporciona al personal médico en
ejercicio o médicos de hospital, en regiones endémicas de malaria, una informacién rapida y altamente sensible de
si un paciente con fiebre esta infectado por un parasito de la malaria particular o multiples parasitos de la malaria,
permitiendo un tratamiento rapido y apropiado para un paciente de malaria con fiebre.

La utilizacion del procedimiento de deteccidn/identificacion del género Plasmodium o las cuatro especies de
parasitos de la malaria de la presente invencidon hace posible monitorizar los efectos terapéuticos de la
administracion del agente terapéutico para la malaria a pacientes infectados por malaria.

Segun el sistema de soporte de medidas contra la malaria dado a conocer en la presente solicitud, los médicos
clinicos y los médicos de hospital pueden comprobar la informacién sobre el patdgeno de la infeccién por malaria en
un paciente con fiebre en la base de datos de guia de agentes terapéuticos para la malaria en un PC o mediante un
teléfono mévil que presenta un software convencional que funciona, obteniendo de ese modo una presentacion
visual de a qué agente terapéutico para la malaria debe darse prioridad en la seleccion, o qué agentes terapéuticos
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para la malaria deben utilizarse en combinacion.

La utilizacion del sistema de medidas de prevencion de la infeccion por malaria dado a conocer en la presente
solicitud es posible para una persona que planea viajar a una zona endémica de malaria para saber de antemano las
infecciones por malaria que son endémicas en la zona y el estado de aparicion de cepas resistentes a farmacos. Por
tanto, para prevenir la infeccion por malaria, la persona puede tomar, antes de viajar, un agente terapéutico para la
malaria preferible al que se le da prioridad en la seleccidn para su utilizacion contra las infecciones por malaria que
son endémicas en la zona, de modo que incluso si la persona se infectase por malaria, pueden reducirse en un
estadio temprano sintomas debidos a la infeccion por malaria, tales como fiebre, y pueden prevenirse estados
graves, haciendo posible exterminar los parasitos de la malaria de la sangre de la persona en un estadio temprano.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra las ubicaciones de dianas de LAMP y sitios de cebado para el género Plasmodium (A) y
cuatro especies de Plasmodium (B), y las secuencias de nucledtidos de genes de ARNr 18S. (A) Las ubicaciones
de los sitios de cebado para el conjunto de cebadores especificos del género de Plasmodium en la secuencia de
referencia (n.° de registro de GenBank M19173.1) se indican mediante flechas. (B) Alineacion de secuencias
parcial de los genes de ARNr 18S de cuatro parasitos de la malaria en seres humanos, P. falciparum (Pf; n.° de
registro de GenBank M19173.1), P. vivax (Pv; n.° de registro de GenBank U03079), P. malariae (Pm; n.° de
registro de GenBank M54897) y P. ovale (Po; n.° de registro de GenBank L48986), junto con los sitios de
hibridacién de cebadores especificos de especie.

La figura 2 es un diagrama esquematico del sistema de soporte de medidas contra la malaria utilizando LAMP.

La figura 3 es un diagrama de flujo del procedimiento del sistema de soporte de medidas contra la malaria
basado en el principio de la presente invencion.

Mejor modo de poner en practica la invencién
Se explican en detalle a continuacion formas de realizacion preferidas de la presente invencion.

La presente invencién es un sistema de deteccion facil y altamente fiable para el examen de parasitos de la malaria
rutinario, tanto en hospitales como en laboratorios, 0 en clinicas de malaria en zonas endémicas. Por ejemplo, se
determinan el género Plasmodium o una cualquiera de las cuatro especies de parasitos de la malaria: P. falciparum,
P. vivax, P. malariae o P. ovale cuando estan presentes en muestras de sangre humana mediante un procedimiento
de amplificacion génica isotérmica que emplea LAMP utilizando cebadores oligonucleotidicos especificos para el
género Plasmodium y cada una de las cuatro especies de parasitos de la malaria. Especificamente, la invencion se
basa en un procedimiento que comprende las etapas de seleccionar como diana una region particular de la
secuencia de gen de ARNr 18S especifica del género Plasmodium, la secuencia de gen de ARNr 18S de P.
falciparum, la secuencia de gen de ARNr 18S de P. vivax, la secuencia de gen de ARNr 18S de P. malariae, o la
secuencia de gen de ARNr 18S de P. ovale; amplificar la region particular de la secuencia de gen de ARNr 18S de
Plasmodium, la secuencia de gen de ARNr 18S de P. falciparum, la secuencia de gen de ARNr 18S de P. vivax, la
secuencia de gen de ARNr 18S de P. malariae o la secuencia de gen de ARNr 18S de P. ovale utilizando el conjunto
de cebadores del punto 13; y analizar la presencia o ausencia de cualquier producto de amplificacion.

El procedimiento de deteccidn/identificacion de la presente invencion puede aplicarse a parasitos de la malaria
presentes en sangre humana que esté infectada por parasitos de la malaria.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “muestra” puede incluir el género Plasmodium o una de las
cuatro especies especificas de parasitos de la malaria: P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale, lo que implica
muestras de sangre humana que van a seleccionarse como diana mediante el procedimiento de
deteccién/identificacion de la presente invencién. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “deteccion”
implica, por ejemplo, determinar si los parasitos de la malaria presentes en una muestra de sangre son parasitos de
la malaria de una especie de Plasmodium especifica, y algunas veces se utiliza como sinénimo para su
determinacion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “identificacion” implica algunas veces distinguir entre especies
de Plasmodium especificas tales como P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale y las otras especies de
Plasmodium; y detectar simultaneamente o por separado; en muestras en las que esta presente al menos una
especie de especies de Plasmodium. Sin embargo, el término “identificacién” implica generalmente identificar un
parasito de la malaria particular que va a detectarse entre los miltiples parasitos de la malaria. Por tanto, el término
“identificacion” incluye la deteccién de infecciones por parasitos de la malaria individuales e infecciones por parasitos
de la malaria multiples.

El procedimiento LAMP utilizado en la presente invencion en un procedimiento de amplificacion génica en el que, a
diferencia de la PCR, no se requiere termorregulacién (ciclo térmico) en las etapas de amplificacion, se utiliza una
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clase de ADN polimerasa y se amplifican genes a una temperatura constante (temperatura isotérmica) (documento
WO 2000/28082 y Notomi, T., et al., Nucleic Acids Res. 28 (2000): €63).

La ADN polimerasa anterior puede ser cualquier enzima sintética de acido nucleico dependiente de molde que
procese la actividad de desplazamiento de hebra. Tales enzimas incluyen ADN polimerasa Bst (fragmento grande),
ADN polimerasa Bca (exo-), el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de Escherichia coli, ADN polimerasa Vent
(Exo-) (ADN polimerasa Vent sin actividad exonucleasa), ADN polimerasa DeepVent (Exo-) (ADN polimerasa
DeepVent sin exonucleasa), ADN polimerasa KOD vy similares.

Se utiliza preferiblemente ADN polimerasa Bst (fragmento grande). Cuando se utiliza esta enzima, la reaccion se
realiza preferiblemente a aproximadamente 65°C, que es una temperatura 6ptima para la reaccion enzimatica.

Puede detectarse un producto amplificado del procedimiento LAMP mediante técnicas conocidas. Por ejemplo,
puede detectarse utilizando un oligonucleétido marcado que reconoce especificamente la secuencia génica
amplificada; o la mezcla de reaccion puede someterse directamente a electroforesis en agarosa tras la finalizacién
de la reaccion para lograr una deteccién facil. El procedimiento LAMP produce un marcador de tamafio molecular de
multiples bandas que presenta diferentes longitudes de bases.

Ademas, la suspension blanca provocada por la acumulacion de pirofosfato de magnesio como subproducto de
amplificaciéon puede detectarse a simple vista o con un turbidimetro (Mori, Y., et al. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 289 (2001): 150-154).

Alternativamente, la amplificacion simplemente puede inspeccionarse a simple vista utilizando SYBR Green |
(producto de Applied Biosystems), que se vuelve verde en presencia de ADN amplificado. Sin embargo, los
resultados de SYBR Green | concordaban con los deducidos a partir de un turbidimetro en tiempo real (Parida, M., et
al., J. Clin. Microbiol. 43 (2005): 2895-2903 y publicacion de patente japonesa no examinada n.° 2001-242169).
Puesto que el ensayo de turbidez puede llevarse a cabo en un sistema cerrado, el riesgo de contaminacién es
inferior que para la electroforesis en gel de agarosa. Esto es un mérito adicional de LAMP en utilizacién clinica
(Enosawa, M., et al. J. Clin. Microbiol. 41 (2003): 4359-4365; Seki, M., et al., J. Clin. Microbiol. 43 (2005): 1581-1586;
Poon, L., etal., Clin. Chem. 52 (2006): 303-306).

Por tanto, el diagnostico por LAMP, en principio, no requiere reactivos caros para la extraccién del ADN, un
turbidimetro, un termociclador o un técnico experto. El molde puede prepararse mediante tratamiento térmico directo
de muestras de sangre, sin extracciones de ADN caras y que requieren mucho tiempo utilizando un kit comercial.
(http://loopamp.eiken.co.jp).

Por ejemplo, en el campo en zonas endémicas de malaria, sélo llevar a ebullicién y separar una cantidad muy
pequefia de sangre de la punta del dedo de un sujeto permite la preparacion de una muestra de ADN deseada
suficiente para la reaccion de LAMP.

Ademas, LAMP requiere sélo un incubador sencillo, tal como un bloque de calor o un bafio de agua que proporciona
60°C constantes, lo que hace que sea mas econdmica y practica que PCR anidada o PCR en tiempo real.

Un conjunto de cebadores especificos de género comin para genes de ARNr 18S de las cuatro especies de
parasitos de la malaria en seres humanos, y cada conjunto de cebadores especificos de la presente invencién para
el gen de ARNr 18S de P. vivax, el gen de ARNr 18S de P. malariae y el gen de ARNr 18S de P. ovale, seleccionan
como diana regiones particulares de cada gen de ARNr 18S. Los conjuntos de cebadores estan disefiados para
presentar un total de 4 clases de cebador como un conjunto, en el que dos son bucles que forman 2 clases de
cebadores internos: (FIP(Flc-F2) y BIP(B1-B2c)), y los otros dos son 2 clases de cebadores externos (F3, B3c).
Regiones particulares de cada gen amplificado oscilan entre aproximadamente 70 y 500 pares de bases de longitud.

Los cebadores internos amplifican la secuencia de acido nucleico de la region diana, y se caracterizan por incluir: (a)
como primer segmento, una secuencia de acido nucleico que se hibrida con el gen diana y funciona como cebador; y
(b) como segundo segmento, una secuencia de acido nucleico que es complementaria a la secuencia de acido
nucleico en 3’ del primer segmento, y posiciones en el lado 5’ del primer segmento.

Ademas, la utilizacién de cebadores en bucle (LPB, LPF) que presentan una secuencia complementaria a la parte de
hebra sencilla del bucle del extremo 5’ terminal de la estructura en forma de mancuernas, en la que la estructura en
forma de mancuernas funciona como origen de la reaccién de amplificacion, puede amentar el nimero de origenes
en la sintesis de ADN. Por tanto, la utilizacion de cebadores en bucle puede aumentar la eficacia de amplificacién, y
acortar el tiempo requerido para la amplificacién hasta de aproximadamente un tercio a la mitad. Los cebadores
externos reconocen la secuencia de acido nucleico del extremo 3’ terminal de la regiéon diana, y presentan una
secuencia de acido nucleico que funciona como origen para la sintesis.

Los inventores intentaron disefiar cada cebador interno ((FIP(Flc-F2), BIP(B1-B2c)), cebador externo (F3, B3c) y
cebador en bucle (LPB, LPF) utlizando el software de disefio de LAMP, PrimerExplorer V3
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((http://primerexplorer.jp/e/) producto de Fujitsu Limited), basandose en una secuencia de acido nucleico especifica
de género de los genes de ARNr 18S comun para las cuatro especies de parasitos de la malaria en seres humanos,
y cada secuencia de acido nucleico especifica de especie de los genes de ARNr 18S de P. falciparum, P. vivax, P.
malariae y P. ovale. Sin embargo, en general, las secuencias de acido nucleico de genes de parasitos de la malaria
difieren enormemente de las de otros organismos, que son ricas en contenido en AT. Por tanto, el software de
disefio de cebadores existente no podia encontrar conjuntos de cebadores éptimos, exigiendo un procedimiento de
ensayo y error repetitivo, y provocando dificultades en el disefio de cada tipo de cebador. Finalmente, entre muchas
combinaciones de tales conjuntos de cebadores sintetizados, se encontraron conjuntos de cebadores utilizables
altos tanto en sensibilidad como especificidad. Por tanto, los inventores han disefiado satisfactoriamente un cebador
especifico de género que puede detectar las cuatro especies de parasitos de la malaria infecciosos en seres
humanos al mismo tiempo, y cebadores especificos para cada una de las cuatro especies de parasitos de la malaria
(P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale) a partir de cada gen de ARNr 18S.

Una vez que se determina la secuencia de acido nucleico de un oligonucleétido cebador, el oligonucleétido puede
sintetizarse por medios conocidos, por ejemplo, mediante un sintetizador de ADN automatico producido por
PerkinElmer, Inc.

Segun la presente invencion, los ejemplos de un conjunto de cebadores especificos del género Plasmodium
especifico para una secuencia de acido nucleico de los genes de ARNr 18S comUn entre las cuatro especies de
parasitos de la malaria en seres humanos, y conjuntos de cebadores especificos para cada uno del gen de ARNr
18S de parasitos de la malaria de P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale incluyen, por ejemplo, siete
conjuntos de cebadores tal como sigue, conjuntos de cebadores para el género Plasmodium y las cuatro especies
de parasitos de la malaria:

un conjunto de cebadores para el género Plasmodium [F3 (SEC ID n° 1), B3c (SEC ID n°: 2), FIP(F1c-F2) (SEC
ID n°: 3), BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 4), LPF (SEC ID n®: 5), LPB (SEC ID n°: 6)];

un conjunto de cebadores para P. falciparum [F3 (SEC ID n°: 7), B3c (SEC ID n°: 8), FIP(Flc-F2) (SEC ID n°: 9),
BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 10), LPF (SEC ID n°: 11), LPB (SEC ID n°: 12)];

un conjunto de cebadores para P. vivax [F3 (SEC ID n°: 13), B3c (SEC ID n° 14), FIP(Flc-F2) (SEC ID n°: 15),
BIP(B1-B2c) (SEC ID n° 16), LPF (SEC ID n°: 17), LPB (SEC ID n°: 18)]; [PvFIP-9 (F1c+F2) (SEC ID n° 31),
PvBIP-9(B1+B2c) (SEC ID n°: 32), PvF3-9 (SEC ID n°: 33), PvB3c-9 (SEC ID n°: 34), PvLPF-9 (SEC ID n°: 35),
PVLPB-9 (SEC ID n°: 36)]; o [PvFIP-7(Flc+F2) (SEC ID n°: 37), PvBIP-7(B1+B2c) (SEC ID n°: 38), PvF3-7(SEC
ID n°: 39), PvB3c-7 (SEC ID n° 40), PVvLPF-7 (SEC ID n°: 41), PvLPB-7 (SEC ID n°: 42)];

un conjunto de cebadores para P. malariae [F3 (SEC ID n° 19), B3c (SEC ID n°: 20), FIP(Flc-F2) (SEC ID n°:
21), BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 22), LPF (SEC ID n°: 23), LPB (SEC ID n°: 24)];

y un conjunto de cebadores para P. ovale [F3(SEC ID n°: 25), B3c (SEC ID n°: 26), FIP(Flc-F2) (SEC ID n°: 27),
BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 28), LPF(SEC ID n°: 29), LPB (SEC ID n°: 30)].

En la presente memoria, cada cebador especifico para el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae y
P. ovale son cebadores que pueden amplificar especificamente una regién particular de los genes de ARNr 18S
comuln a dichas especies de Plasmodium y cada regién particular de cada gen de ARNr 18S de P. falciparum, P.
vivax, P. malariae y P. ovale.

Los ejemplos de secuencias caracterizadas por el género Plasmodium y las cuatro especies de parasitos de la
malaria sometidas a deteccién/identificacion utilizando LAMP de la presente invencién incluyen las secuencias de
genes de ARNr 18S de P. falciparum (P. falciparum: n.° de registro de GenBank M19173.1, M19173.2, M19172), P.
vivax (P. vivax: n.° de registro de GenBank U03079, U03080, X13926), P. malariae (P. malariae: n.° de registro de
GenBank M54897) y P. ovale (P. ovale: n.° de registro de GenBank L48986, L48987) depositadas en GenBank.

La deteccion o identificacion del género Plasmodium o una de las cuatro especies de parasitos de la malaria
presentes en la muestra se realiza mediante amplificacion génica isotérmica generalmente en el intervalo de 60 a
65°C durante de 15 minutos a 1 hora, utilizando al menos un conjunto de los cinco conjuntos de cebadores
mencionados anteriormente, siguiendo el procedimiento de LAMP. Es decir, se aisla el ADN recogido de muestras
tales como muestras de sangre y similares mediante un procedimiento conocido, y se amplifica este ADN utilizando
dicho conjunto de cebadores. La presencia del producto de ADN amplificado puede detectarse facilmente mediante
LAMP, o mediante un procedimiento general de electroforesis.

La deteccion facil mencionada anteriormente incluye: 1) inspeccion visual de la mezcla de reaccion de amplificacion
para detectar turbidez blanca (documento WO 2001/83817); 2) un procedimiento para medir los valores de
polarizacion de fluorescencia de la mezcla de reaccién utilizando una sustancia fluorescente tal como fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina (FITC), X-rodamina (ROX) o similares (publicacion de patente japonesa no examinada
n.° 2002-272475), que utiliza un fluorémetro continuo tal como un ABI Prism 7700 (producto de Applied Biosystems)
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y similares, permitiendo la confirmacion de la amplificacién o el andlisis cinético; y 3) inspeccion visual utilizando
SYBR Green 2, que utiliza un colorante verde fluorescente como intercalador (documento WO 2002/103053).
Mediante cualquiera de estos procedimientos, puede inspeccionarse la presencia o ausencia de cualquier producto
de amplificacion (presencia o ausencia del gen de ARNr 18S diana) a simple vista.

Segun la presente invencién, puede proporcionarse un kit de deteccion de parasitos de la malaria que puede
detectar cualquiera del género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale simultdneamente o por
separado.

El kit de deteccion de parasitos de la malaria anterior puede preempaquetarse con diversos tipos de reactivos
necesarios para detectar acido nucleico amplificado utilizando el conjunto de cebadores de la presente invencion.
Especificamente, se proporcionan como un kit diversos tipos de oligonucleétidos necesarios para los cebadores o
cebadores en bucle de la presente invencion, cuatro especies de dNTP como sustratos para la sintesis de acido
nucleico, una acido nucleico sintasa dependiente de molde con actividad de desplazamiento de hebra, un tampén o
una sal para proporcionar condiciones preferibles para la reacciéon enzimatica, un agente protector para estabilizar
enzimas o0 moldes y, cuando se indique, reactivo(s) necesario(s) para detectar un producto de reaccion.

Ejemplo de componentes de kit:
Se proporcionan

(1) una mezcla de reaccion que contiene un conjunto de cebadores para el género Plasmodium [F3 (SEC ID n°:
1), B3c (SEC ID n°: 2), FIP (Flc-F2) (SEC ID n°: 3), BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 4), LPF (SEC ID n°: 5), LPB
(SEC ID n°: 6)];

(2) un reactivo para la deteccioén visual de la fluorescencia;

(3) una disolucion de mezcla enzimatica (incluyendo ADN polimerasa Bst);
(4) un control positivo (para el género Plasmodium); y

(5) agua destilada.

La presente solicitud da a conocer ademas un sistema de soporte de medidas contra la malaria y un sistema de
medidas de prevencién/tratamiento de la infeccion por malaria.

La informacion del paciente infectado por malaria incluye el nimero de positivos para el género Plasmodium que
provoca malaria en una zona endémica de malaria, y la tasa de portadores en la zona; y especificamente, la
informacién incluye, como informacion basica, informacion del sujeto tal como el nombre, el sexo, la edad, el peso, si
esta embarazada o no, la estructura familiar, la direccion de residencia, el lugar de nacimiento, los nombres de
enfermedades preexistentes, los nombres de farmacos que estan tomandose, la historia de efectos secundarios
farmacoldgicos, etc., de sujetos individuales que residen en la zona endémica, junto con su positividad o negatividad
para el género Plasmodium y la adquisicién o no adquisicion de resistencia a agentes terapéuticos para la malaria, y
la tasa de portadores de parasitos de la malaria en la zona. Los medios para introducir y almacenar informacién de
pacientes infectados por malaria son, por ejemplo, dispositivos de introduccion informaticos y dispositivos de
almacenamiento.

La tasa de portadores para el género Plasmodium que provoca malaria en una zona endémica de malaria se
expresa como un porcentaje obtenido dividiendo el nimero de sujetos positivos para el género Plasmodium entre el
namero de sujetos de la prueba de deteccion del género Plasmodium y multiplicando el cociente resultante por 100.
En el sistema de soporte de medidas contra la malaria de la presente solicitud, por ejemplo, un procedimiento de
deteccion del género Plasmodium utilizando LAMP puede utilizarse de manera particularmente preferible en zonas
endémicas de malaria. En un sujeto que ha residido en una zona endémica de malaria durante un largo periodo y ha
adquirido inmunidad (resistencia) frente a la malaria, el nimero de parasitos en la sangre del sujeto es tan pequefio
como de aproximadamente una centésima a aproximadamente una milésima del de un paciente con fiebre malarica.
La deteccion microscopica de un nimero tan pequefio de parasitos de este tipo con alta sensibilidad es muy dificil.
Ademas, tras la infeccion por malaria y el periodo latente, en los estadios tempranos del periodo en el que se
desarrolla la fiebre debido a la aparicion de parasitos de la malaria en la sangre, el nUmero de parasitos es pequefio
y por tanto la deteccién microscoépica de los parasitos es extremadamente dificil. La deteccién microscépica con alta
sensibilidad es también muy dificil cuando ya se ha administrado un agente terapéutico para la malaria y el nimero
de parasitos en la sangre del sujeto se ha reducido notablemente por los efectos del agente terapéutico.

En muchas zonas endémicas de malaria, no existen o no se proporcionan extractores de ADN satisfactorios. En la
preparacion del ADN para la PCR, cuando no puede obtenerse ADN altamente puro utilizando un kit de extraccion,
la PCR no puede realizarse porque la PCR no se produce debido al inhibidor de las enzimas de amplificacién del
ADN para la PCR, que esta presente en la sangre.
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En el procedimiento de deteccion del género Plasmodium utilizado en el sistema de soporte de medidas contra la
malaria de la presente solicitud, la muestra de ADN puede obtenerse facilmente, por ejemplo, recogiendo una
cantidad muy pequefia de sangre de la punta del dedo del sujeto, sometiendo a ebullicién la sangre en agua en
ebullicién durante 10 minutos y centrifugando la sangre a 10000 rpm durante 1 minuto para obtener el sobrenadante,
que puede utilizarse como ADN. Por tanto, el procedimiento en el que se detecta el género Plasmodium en una
muestra utilizando el conjunto de cebadores de deteccion del género Plasmodium de la presente invencion, que
puede amplificar una region especifica de la secuencia del gen de ARNr 18S de Plasmodium, puede utilizarse
ventajosamente en zonas endémicas de malaria. Ademas, cuando la investigacion se realiza no s6lo sobre sujetos
en una zona endémica de malaria, sino también sobre la tasa de mosquitos recogidos en una zona endémica que
portan parasitos de la malaria para obtener datos importantes para la prediccion de la epidemia de malaria
basandose en la investigacion sobre mosquitos que portan parasitos de la malaria, puesto que el ADN para su
utilizacién en el procedimiento de la presente invencion puede extraerse mas facilmente a partir de mosquitos que el
ADN para PCR, la frecuencia de la deteccion del género Plasmodium en muestras, obtenidas utilizando un conjunto
de cebadores de deteccion del género Plasmodium de la presente invencion, que puede amplificar una regién
especifica de la secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium, puede almacenarse en un dispositivo de
almacenamiento como una informacion para la prediccién de la epidemia de malaria en la base de datos de medidas
de salud publica de prevencion de la infeccion por malaria.

El procedimiento para detectar o identificar el género Plasmodium o cuatro especies de parasitos de la malaria
segun la presente invencion es mas sencillo, menos caro, mas facil de hacerse funcionar y presenta mayor
sensibilidad y mayor especificidad que la microscopia y PCR, y por tanto puede utilizarse lo mas preferiblemente en
zonas endémicas.

Las medidas de salud publica para zonas endémicas de infeccidn por malaria basadas en informacion de pacientes
infectados por malaria incluyen las siguientes (1) a (4): (1) eliminar, de la zona, entornos en los que es probable que
se crien mosquitos, y eliminar fuentes de mosquitos exterminando mosquitos y larvas de mosquito que se crian en
agua estancada; (2) pulverizar un insecticida en casas, cobertizos, etc., dotando a puertas y ventanas de mallas de
alambre, y preferiblemente, instalar aires acondicionados en casas si los residentes de las casas pueden
permitirselo; (3) dotar a las camas de redes para mosquitos (redes para mosquitos con efectos de larga duracion:
LLIN, Sumitomo Chemical Co., Ltd.) impregnadas con un insecticida (insecticida a base de piretroide: permetrina),
aplicar a la piel de seres humanos un pulverizador de repelente de insectos que contiene un repelente de insectos
(dietiltoluamida: DEET) y tomar medidas tales como llevar camisas de manga larga tras el anochecer, pulverizar la
ropa con un insecticida, etc.; y (4) administrar profilacticamente un agente terapéutico, tal como una mezcla de
mefloquina y artesunato, cloroquina, artemisinina, quinina, doxiciclina o similares, basandose en informacién sobre
parasitos de la malaria que se producen con alta frecuencia en la zona endémica y cepas resistentes a farmacos, de
modo que el agente terapéutico para la malaria también sirve como agente profilactico para la malaria.

Para pacientes positivos para infeccion, se tiene en cuenta la exterminacion de parasitos de la malaria (tratamiento)
con un agente terapéutico para la malaria. Hay informacién sobre parasitos de la malaria que se producen con alta
frecuencia en la zona endémica y cepas resistentes a farmacos disponibles de sitios web de los departamentos de
salud de paises con zonas endémicas; la Japan Health Sciences Foundation, politica de proyecto de investigacion
general sobre desarrollo de farmacos innovadores, grupo de investigacion sobre quimioterapia de enfermedades
tropicales (http://www.miyazakimed.ac.jp/parasitology/orphan/HTML/page-DL.html), la Guidance for Parasitic
Disease Chemotherapy, versiéon revisada 6.0 (2007); y las Guidelines of the Expert Meeting on Malaria
Chemoprophylaxis publicadas en marzo de 2005 (http://jsp.tm.nagasaki-u.ac.jp/modules/tinyd3/index.php?id=2). El
agente terapéutico para la malaria puede seleccionarse facilmente segin las especies de parasitos de la malaria
detectadas o identificadas mediante el procedimiento de la presente invencion, basandose en normas conocidas
para la seleccion de agentes terapéuticos.

La prioridad de medidas, que indica a cudl de las medidas de salud publica (1) a (4) anteriores se le debe dar
prioridad en la seleccion, se determina considerando el grado de prevalencia de la malaria en la zona, las
condiciones econémicas del pais, las condiciones de medioambientales y econémicas de los residentes, etc. A la
medida (1), que puede adoptar el pais, gobierno local, organismo auténomo, o similar, se le debe dar prioridad, y
después las medidas (2) y (3), que pueden adoptarse facilmente por sujetos individuales y otros residentes, son
deseables.

La medida (4), administracién profilactica de un agente terapéutico, presenta una prioridad inferior considerando las
condiciones econdmicas generales de residentes en zonas endémicas de malaria, y es probable que se limite a
residentes con necesidades especiales, tales como nifios, mujeres embarazadas, etc. La medida (4) no es suficiente
en la actualidad. La prioridad de medidas varia dependiendo de la zona endémica, y puede ser, por ejemplo,
preferiblemente (1)>(2)=(3)>(4), y desde un punto de vista practico, (2)=(3)>(4)>(1). Tal prioridad de medidas se
extrae en una seccion de extraccion de medidas de salud publica (por ejemplo, un programa) a la vista del grado de
prevalencia de la malaria, condiciones econémicas del pais, condiciones medioambientales y econémicas de los
residentes, etc., y se presenta visualmente en una seccion de visualizacion de medidas de salud publica (por
ejemplo, una pantalla).
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La informacién almacenada en la base de datos de guia de medidas de salud publica de prevencién de la infeccion
por malaria, en la que se ha introducido la informacion de seleccién de medidas de salud publica para la zona
infectada por parasitos de la malaria introducida, puede incluir, tal como se describié anteriormente, el tipo y la
frecuencia de malaria que es realmente endémica en la zona, informacion sobre cepas resistentes a farmacos,
informacién sobre las medidas de salud publica (1) a (4), informacion de instrucciones sobre las medidas, prediccion
epidémica de la malaria, procedimientos de diagndstico de la malaria, e informacién sobre farmacos seleccionados
para especies respectivas de parasitos de la malaria infecciosos.

Utilizando ADN extraido de un sujeto, se lleva a cabo el procedimiento de deteccion de parasitos de la malaria de la
presente invencion para obtener informacién de pacientes infectados sobre la presencia o ausencia de infeccion por
malaria en sujetos; y se comprueba esta informacion frente a las medidas de salud publica para la zona endémica
de infeccién por malaria, y su prioridad, obtenida de la seccién de extraccién de medidas de salud publica que extrae
la prioridad de las medidas de salud publica a partir de la base de datos de guia de medidas de salud publica de
prevencion de la infeccion por malaria, y la seccién de visualizacion de medidas de salud publica que presenta
visualmente las medidas de salud publica extraidas en la seccion de extraccién de medidas de salud publica junto
con su prioridad. Por tanto, las medidas de salud publica que deben adoptarse por gobiernos locales o sujetos
individuales en la zona endémica pueden llevarse a cabo secuencial o simultdneamente. Ademas, los efectos de
tales medidas de salud publica pueden almacenarse como informacion en la base de datos de guia de medidas de
salud publica de prevencion de la infeccién por malaria. Esto puede actualizar la base de datos de guia de medidas
de salud publica de prevencion de la infeccion por malaria. Por tanto, puede proporcionarse el sistema de soporte de
medidas contra la malaria dado a conocer en la presente solicitud a una zona endémica de malaria.

La informacion de sujeto incluyendo informacién sobre la presencia o ausencia de infeccién por parasitos de la
malaria en sujetos puede gestionarse y obtenerse mediante una técnica convencional utilizando un PC (ordenador
personal) o un teléfono movil, un fax, etc. La informacién que va a almacenarse en la base de datos de guia de
medidas de salud publica de prevencion de la infeccion por malaria puede obtenerse de sitios web de Internet
utilizando un PC o un teléfono mévil, o de folletos.

En el sistema de soporte de medidas contra la malaria dado a conocer en la presente solicitud, los medios para
introducir y almacenar informacién de agentes terapéuticos para la malaria para especificar un agente terapéutico
para la malaria que actta sobre la infeccidon por una o una pluralidad de cuatro especies de parasitos de la malaria
indican medios para almacenar informacién incluyendo los efectos de farmacos, nombres de farmacos, nombres
genéricos, zonas en las que se aplican preferiblemente los farmacos respectivos, periodos de administracion,
dosificaciones, tipos y frecuencias de efectos secundarios, gravedad de efectos secundarios, contraindicaciones,
informacién sobre nifios y mujeres embarazadas, informacion sobre la utilizacion concomitante con otros farmacos,
precios de farmacos, etc., en la “base de datos de guia de tratamiento”, considerando la aparicion real de cepas
resistentes a farmacos en cada zona endémica de malaria, y el grado de las mismas, o considerando los sintomas
clinicos de cada tipo de malaria, edad, y estado de embarazo o sin embarazo de la paciente.

Es importante que a los pacientes con fiebre provocada por infeccion por malaria se les diagnostique de manera
diferente que a los pacientes con otras infecciones tales como gripe, ya que la infecciéon por malaria, y en particular
la infeccion por P. falciparum, da como resultado un desenlace grave si se retrasa el tratamiento. Por tanto, se desea
un diagnostico diferencial rapido, altamente sensible y altamente especifico. En particular, tal como se describio
anteriormente, no existen sistemas de extraccion de ADN satisfactorios 0 no se proporcionan en muchas zonas
endémicas de malaria, y en las primeras fases de una fiebre, el nimero de parasitos de la malaria es tan pequefio
que la identificacion microscopica de parasitos de la malaria no es facil.

El procedimiento para identificar P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale utilizando un conjunto de cebadores
gue comprenden una secuencia especifica para P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale segln la presente
invencion, o el kit de identificacion/deteccién para los mismos, hace posible identificar la infecciéon por una o una
pluralidad de cuatro especies de parasitos de la malaria mas facilmente, mas rapidamente y con mayor sensibilidad
y mayor especificidad que otros procedimientos de identificacion tales como PCR y microscopia.

Ademas, el procedimiento de deteccion/identificacion de parasitos de la malaria de la presente invencién permite
monitorizar los efectos terapéuticos de la administracion de agentes terapéuticos para la malaria a pacientes
infectados por malaria.

El sistema de la presente solicitud se basa en la técnica de deteccidn o identificacién especifica de parasito de la
malaria. Los “medios de introduccién de informacidon de pacientes para introducir y almacenar informaciéon de
pacientes incluyendo informacion sobre el patdgeno de infecciéon por malaria en un paciente con fiebre en una zona
endémica de malaria” son medios para introducir y memorizar/almacenar informacion de sujetos incluyendo
informacién sobre el patégeno de infecciéon por malaria en un paciente con fiebre en una zona endémica de malaria,
y el nombre, edad, sexo, peso, estado de embarazo o sin embarazo, estructura familiar, direccién de residencia,
lugar de nacimiento, nombres de enfermedades preexistentes, nombres de los farmacos que estan tomandose,
historia de efectos secundarios a farmacos, etc. del paciente con fiebre, en un PC (ordenador personal). La
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introduccion y memorizacion/almacenamiento puede realizarse desde un PC o un teléfono mdvil, o como
informacién por fax a partir de instalaciones médicas y hospitales, basandose en informacion obtenida de zonas
endémicas.

Los “medios de introduccion de informacion de pacientes para introducir y almacenar informacion de pacientes
incluyendo informacion sobre el patdgeno de infeccién por malaria en un paciente con fiebre en una zona no
endémica de malaria” son los mismos que los “medios de introduccién de informacion de pacientes para introducir y
almacenar informaciéon de pacientes incluyendo informacion sobre el patégeno de infeccion por malaria en un
paciente con fiebre en una zona endémica de malaria” excepto porque el paciente con fiebre es “un paciente con
fiebre en una zona no endémica de malaria”.

En lo anterior, “que comprende una base de datos de guia de tratamiento en la que, segin indices de eficacia frente
a parasitos de la malaria detectados en un sujeto, se introduce informacion de seleccion de agentes terapéuticos
para la malaria junto con una prioridad que indica a qué agente terapéutico para la malaria se le debe dar prioridad
en la seleccion para su utilizaciéon frente a los parasitos de la malaria; una seccion de extraccion de agentes
terapéuticos para la malaria que extrae, segun la informacién sobre el patégeno de infeccion por malaria en el
sujeto, agentes terapéuticos para la malaria que deben administrarse y la prioridad de los mismos, a partir de la base
de datos de guia de tratamiento; y una seccion de visualizacion de agentes terapéuticos para la malaria que
presenta visualmente los agentes terapéuticos para la malaria extraidos en la seccién de extraccion de agentes
terapéuticos para la malaria anterior, junto con la prioridad de los mismos” indica un procedimiento en el que un
médico clinico o un médico de hospital que ha obtenido informacion sobre el patdgeno de infeccién por malaria en
un paciente con fiebre en una zona endémica o no endémica de malaria visualiza a qué agente terapéutico para la
malaria se le debe dar prioridad en la seleccién para su utilizacién frente a los parasitos de la malaria infecciosos,
considerando las especies de parasitos de la malaria que infectan al paciente con fiebre, los sintomas del paciente, y
otras condiciones, utilizando un indice de la eficacia de cada agente terapéutico, tal como la especificidad de efectos
sobre infecciones por P. falciparam, P. vivax, P. malariae, P. ovale, o sobre infecciones complejas por dos o mas
especies de estos parasitos de la malaria, y comprobar ademas la informacion de patégenos incluyendo la fuente de
infeccion por malaria y otras condiciones del paciente con fiebre, frente a la informacion de agentes terapéuticos
para la malaria almacenada en la “base de datos de guia de tratamiento” incluyendo, por ejemplo, los efectos de
farmacos, nombres de farmacos, nombres genéricos, zonas en las que se aplican preferiblemente los farmacos
respectivos, especificidad de accién, periodos de administracion, dosificaciones, tipos y frecuencias de efectos
secundarios, gravedad de efectos secundarios, contraindicaciones, informacion sobre nifios y mujeres embarazadas,
informacién sobre utilizacién concomitante con otros farmacos, precios de farmacos, etc.

Segun el sistema de soporte de medidas contra la malaria dado a conocer en la presente solicitud, médicos clinicos
y médicos de hospitales pueden comprobar informacion sobre el patégeno de infeccion por malaria en un paciente
con fiebre frente a la base de datos de guia de agentes terapéuticos para la malaria en un PC o mediante un
teléfono moévil que presenta un software convencional que funciona, obteniendo asi una visualizacién de a qué
agente terapéutico para la malaria se le debe dar prioridad en la seleccién, o qué agentes terapéuticos para la
malaria deben utilizarse en combinacion.

La informacién de agentes terapéuticos para la malaria anteriormente mencionada puede almacenarse en la “base
de datos de guia de tratamiento”, haciendo referencia a la Japan Health Sciences Foundation, politica de proyecto
de investigacion general sobre desarrollo de farmacos innovadores, grupo de investigacion sobre quimioterapia de
enfermedades tropicales (http://www.miyazaki-med.ac.jp/parasitology/orphan/HTML/page-DL.html); la Guidance for
Parasitic Disease Chemotherapy, version revisada 6.0 (2007); la Guideline of Expert Meeting on Malaria
Chemoprophylaxis publicada en marzo de 2005 (http://jsp.tm.nagasaki-u.ac.jp/modules/tinyd3/index.php?id=2); y la
directriz de tratamiento para la malaria de los CDC (Centers for Disease Control and Prevention) en los EE.UU.

Por ejemplo, dado que cada vez mas cepas de P. falciparum se han vuelto resistentes a cloroquina, se considera
que la administracién concomitante de mefloquina y artesunato es el tratamiento para la malaria al que se debe dar
prioridad en la seleccion en Tailandia y paises desarrollados. Por otro lado, en zonas en las que se tienen en cuenta
los precios de farmacos, farmacos de segunda generacion de fansidar presentan prioridad en la seleccion en
algunos casos. Contra P. vivax y P. ovale, la cloroquina presenta prioridad en la seleccion en el estadio eritrocitico
gue provoca sintomas clinicos tales como fiebre, y después se selecciona un ciclo de dos semanas de
administracion de primaquina para completar la cura y prevenir la recidiva. Ademas, se da prioridad a la seleccién de
cloroquina para su utilizacion contra P. malariae.

Tal informacion también se almacena en la “base de datos de guia de medidas de salud publica de prevencion de la
infeccion por malaria”.

La informacion sobre los resultados del tratamiento para la malaria de un paciente con fiebre con el farmaco
seleccionado como agente terapéutico para la malaria al que se le va a dar prioridad en la seleccion, utilizando el
sistema de soporte de medidas contra la malaria de la presente invencién, se retroalimenta a la “base de datos de
guia de tratamiento para parasitos de la malaria” y la “base de datos de guia de medidas de salud publica de
prevencioén de la infeccién por malaria”, y se almacena como informacion actualizada.
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Por tanto, puede proporcionarse un sistema de soporte de medidas contra la malaria en el que puede obtenerse
facilmente informacién sobre el patégeno de infeccion por malaria en un paciente con fiebre, de manera rapida, y
con alta sensibilidad y alta especificidad, sometiendo una muestra extraida de un paciente con fiebre en una zona
endémica de malaria, o un paciente con fiebre en una zona no endémica, al procedimiento para identificar infeccién
por una Unica o por una pluralidad (compleja) de cuatro especies de parasitos de la malaria segin la presente
invencion; y en el que un médico clinico o un médico de hospital en una zona endémica de malaria 0 zona no
endémica puede comprobar tal informacion frente a la base de datos de guia de tratamiento para parasitos de la
malaria para seleccionar un agente terapéutico preferible y un procedimiento de administracion al que se le debe dar
prioridad en la seleccion, para un paciente que ha desarrollado fiebre debido a infeccién por malaria, y puede aplicar
tal farmaco y procedimiento al tratamiento del paciente infectado por malaria con fiebre.

Desde el punto de vista global de medidas de salud publica de prevencion de infeccion por malaria en una zona
endémica de malaria y el tratamiento de un paciente infectado por malaria con fiebre en una zona endémica de
malaria 0 zona no endémica, la presente solicitud también puede proporcionar un sistema de soporte de medidas
contra la malaria para la erradicacion de la malaria en la zona endémica, combinando: la obtencién de informacién
de pacientes infectados por malaria en una zona endémica de malaria utilizando el procedimiento para detectar
parasitos de la malaria segun la presente invencién; la obtencién de informacion sobre el patégeno de infeccion por
malaria en un paciente con fiebre en una zona endémica de malaria 0 zona no endémica utilizando el sistema de
soporte de medidas contra la malaria para gobiernos locales, organismos autdbnomos o residentes en una zona
endémica de malaria, en el que se utiliza una base de datos de medidas de salud publica de prevencion de infeccién
por malaria, y el procedimiento o kit para identificar infeccién por una Unica o una pluralidad de cuatro especies de
parasitos de la malaria segun la presente invencion; y un sistema de soporte de medidas contra la malaria en el que
un médico clinico o un médico de hospital en una zona endémica de malaria 0 zona no endémica utilizando la base
de datos de guia de tratamiento para parasitos de la malaria puede seleccionar un agente terapéutico preferible y
procedimiento de administracion al que se le debe dar prioridad en la seleccién para un paciente infectado por
malaria con fiebre y aplicar el farmaco y el procedimiento al tratamiento del paciente infectado por malaria con fiebre.

La informacién anterior puede introducirse y almacenarse utilizando un PC, y puede visualizarse mediante un PC o
un teléfono movil, o mediante un folleto en papel, en la zona.

La presente solicitud puede proporcionar ademas un sistema de medidas de prevencién de infeccion por malaria
para personas que viajan de una zona no endémica de malaria a una zona endémica de malaria. La presente
solicitud puede proporcionar un sistema de medidas de prevencion de infeccién por malaria para personas que
planean viajar a una zona endémica de malaria, el sistema que comprende medios para obtener, a partir del sistema
de soporte de medidas contra la malaria descrito anteriormente, el estado de la implementacion de medidas de salud
publica en la zona endémica de malaria, informacién sobre los patdégenos de infeccién por malaria en la zona
endémica, y el estado del tratamiento de pacientes infectados; medios para seleccionar un agente
profilactico/terapéutico para la malaria a partir de una base de datos de guia de tratamiento para parasitos de la
malaria; y medios para administrar el agente seleccionado antes de viajar.

La informacién anterior esta facilmente disponible de sitios web de Internet utilizando un PC o un teléfono mdvil, o
como informacién proporcionada en folletos de organizaciones de gobierno nacional o de la zona endémica de
malaria. Utilizando el sistema de medidas de prevencion de infeccién por malaria para personas que planean viajar a
una zona endémica de malaria, es posible que personas que planean viajar a una zona endémica de malaria pueden
conocer de antemano las infecciones por malaria que son endémicas en la zona y el estado de la aparicion de cepas
resistentes a farmacos. Por tanto, para prevenir la infeccion por malaria, las personas pueden tomar, antes de viajar,
un agente terapéutico preferible para la malaria al que se le debe dar prioridad en la seleccién para su utilizacion
frente a las infecciones por malaria que son endémicas en la zona, de modo que aunque las personas se infecten
por malaria, pueden reducirse los sintomas debidos a la infeccion por malaria, tales como fiebre, en una fase
temprana y pueden prevenirse estados graves, haciendo posible exterminar parasitos de la malaria en la sangre de
tales personas en una fase temprana.

La presente solicitud puede proporcionar ademas un sistema de medidas de prevencién/tratamiento de infeccion por
malaria para personas que vuelven de una zona endémica de malaria, comprendiendo el sistema: medios para
obtener, a partir del sistema de soporte de medidas contra la malaria, el estado de la implementacion de medidas de
salud publica en la zona endémica de malaria, informacion sobre los patdgenos de infeccién por malaria en la zona
endémica, y el estado del tratamiento de pacientes infectados; medios para seleccionar un agente
profilactico/terapéutico para la malaria a partir de una base de datos de guia de tratamiento para parasitos de la
malaria; y medios para administrar el agente seleccionado tras volver de la zona endémica de malaria. Segun la
presente solicitud , puesto que el periodo latente antes de la aparicion de sintomas clinicos, tales como fiebre, varia
desde 1 semana hasta 40 dias dependiendo de la especie de los parasitos de la malaria infecciosos, cuando una
persona que vuelve se ha infectado por parasitos de la malaria inmediatamente antes de volver de una zona
endémica de malaria y en el caso en el que la persona que vuelve es consciente de que le ha picado un mosquito
inmediatamente antes de volver, puede seleccionarse y administrarse un agente terapéutico para la malaria
preferible frente a parasitos de la malaria que pueden provocar infeccion haciendo referencia a informacién del
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sistema de soporte de medidas contra la malaria, de modo que pueden reducirse los sintomas debidos a la infeccién
por malaria, tales como fiebre, en una fase temprana y pueden prevenirse estados graves aunque la persona que
vuelve se haya infectado por malaria, haciendo asi posible exterminar parasitos de la malaria en la sangre de la
persona que vuelve de una zona endémica de malaria en una fase temprana.

La presente solicitud también puede proporcionar un sistema de medidas de prevencién/tratamiento de infeccion por
malaria para personas que vuelven de una zona endémica de malaria, en el que, en el sistema de medidas de
prevencién/tratamiento de infeccién por malaria mencionado anteriormente para personas que vuelven de una zona
endémica de malaria, cuando una persona que vuelve de una zona endémica de malaria presenta fiebre, se realiza
la identificacion de P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale para seleccionar y administrar un agente
terapéutico para la malaria al que se le debe dar prioridad en la seleccion.

Ademas, la utilizacién del procedimiento de deteccién/identificacion de parasitos de la malaria de la presente
invencion en el sistema de medidas de tratamiento de infeccion por malaria dado a conocer en la presente solicitud
hace posible monitorizar los efectos terapéuticos de la administracion de agente terapéutico para la malaria a
pacientes infectados por malaria.

En lo anterior, cuando la persona que vuelve desarrolla fiebre antes de la administracién de un agente terapéutico
para la malaria, se somete una muestra de la persona que vuelve con fiebre al procedimiento para identificar cuatro
especies de parasitos de la malaria segun la presente invencidn, para identificar P. falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale o una pluralidad (compleja) de las mismas, y seleccionar y administrar un agente terapéutico para la malaria
al que se le debe dar prioridad en la seleccién para su utilizacion contra los parasitos de la malaria. Por tanto, el
sistema de medidas de tratamiento de infeccién por malaria de la presente solicitud puede proporcionar un método
de tratamiento de infeccién por malaria adecuado y un procedimiento para monitorizar los efectos terapéuticos del
mismo.

Tal como se muestra en la figura 3, se retroalimenta informacién sobre los resultados de medidas de salud publica,
informacién sobre los resultados de tratamiento para la malaria para pacientes con fiebre, e informacion sobre los
resultados de la administracion de agente profilactico/terapéutico, en bases de datos respectivas.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencién con mas detalle, pero no se pretende que limiten el alcance
de la presente invencion.

Ejemplo 1

Materiales y procedimientos:

Se recogieron sesenta y ocho muestras que eran positivas para parasitos de la malaria mediante microscopia de
pacientes que habian visitado clinicas de malaria en Mae Sod y Mae Kasa, noroeste de Tailandia. Ademas, se
recogieron 53 muestras que eran negativas mediante microscopia de residentes en una zona endémica de malaria
de Kanchanaburi, oeste de Tailandia.

Se sometieron a prueba las muestras de sangre mediante microscopia y LAMP. Cada prueba se llevo a cabo por
investigadores independientes (microscopia en el Armed Forces Research Institute of Medical Sciences, Tailandia, y
LAMP en la Ehime University, Japon), de manera ciega con respecto al origen de las muestras y los resultados de
laboratorio, y finalmente se compararon y analizaron los resultados de prueba.

Microscopia:

Se examinaron frotis de sangre periférica espesa con un aumento de 1.000 x por expertos en microscopia con gran
experiencia en la identificacién de parasitos de la malaria. Se conté la densidad de parasitos por 500 leucocitos y
después se calculé como el nUmero de parasitos por microlitro suponiendo un recuento de leucocitos de 7.000/ul. Se
consider6 que la pelicula espesa inicial era negativa si no se observaron parasitos tras contar 500 leucocitos.

Extraccion de ADN:

Se prepar6 el molde de ADN para LAMP tal como se describe en Plowe, C., et al. (Am. J. Trop. Med. Hyg. (1995)
Vol. 52: 565-568). Se transfirieron de veinticinco a cincuenta microlitros de sangre humana como un (nico punto y se
secaron sobre papel de filtro. Se corté un Unico punto de sangre de cada papel de filtro, después se incubé durante
4 horas a temperatura ambiente y/o durante la noche a 4°C en 1 ml del 0,5% de saponina en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). Se lavo el papel de filtro durante 30 minutos en PBS a 4°C y se transfirié a nuevos
tubos que contenian 200 pl del 5% de Chelex-100 (Bio-Rad, Hercules, CA), y se agitd con vértex durante 30
segundos. Se incubd la mezcla a 56°C durante 15 minutos, se agité con vortex durante 30 segundos y se calent6 a
100°C durante 15 minutos para eluir el ADN, se agit6 con vortex y se centrifugé (10.000 x g durante 5 minutos). O
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bien se utiliz6 el sobrenadante inmediatamente tras la reaccion, o bien se almacend en alicuotas a -20°C.

Condiciones de LAMP:

Se utilizaron conjuntos de cebadores de LAMP para P. falciparum descritos en Poon et al. (documento no de patente
1). Se intentaron disefiar los conjuntos de cebadores de LAMP restantes especificos de género y especificos de
especie de Plasmodium utilizando el software de disefio de cebadores de LAMP PrimerExplorer V3
(http://primerexplorer.jp/e/; fabricado por Fujitsu Ltd.). Sin embargo, las secuencias de nucleétidos de los genes de
parasitos de la malaria son generalmente muy diferentes de las de organismos de otras especies y presentan un alto
contenido en AT; por tanto, fue imposible hallar conjuntos de cebadores éptimos utilizando el software de disefio de
cebadores anterior. Por consiguiente, se necesitaron muchos ensayos y errores, encontrando dificultades en el
disefio de los cebadores. Sin embargo, finalmente pudieron encontrarse conjuntos de cebadores que presentaban
una sensibilidad y especificidad suficientes para su utilizacién practica entre los conjuntos de cebadores sintetizados
con numerosas combinaciones. Por tanto, se disefiaron satisfactoriamente un conjunto de cebadores especifico del
género que puede detectar las cuatro especies del género Plasmodium que infectan a seres humanos a la vez, y
conjuntos de cebadores especificos cada uno a cada una de las cuatro especies de parasitos de la malaria (P.
falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale) basandose en las secuencias de nucledtidos especificas de género y de
especie de los genes de ARNr 18S.

Tras disefiarse las secuencias de nucleotidos de los oligonucleétidos tal como anteriormente, se sintetizaron
cebadores mediante un procedimiento conocido, por ejemplo, utilizando un sintetizador de ADN automatizado,
fabricado por Perkin-Elmer.

La ubicacion y secuencia de nucleétidos de cada cebador se muestran en la figura 1.

Mas especificamente, se utilizaron conjuntos de cebadores para el género Plasmodium y conjuntos de cebadores
para las cuatro especies de Plasmodium respectivas:

conjuntos de cebadores para el género Plasmodium [(F3 (SEC ID n°: 1), B3c (SEC ID n°: 2), FIP(Flc-F2) (SEC ID
no: 3), BIP (B1-B2c)(SEC ID n°: 4), LPF (SEC ID n°: 5), LPB (SEC ID n°: 6)];

conjuntos de cebadores para P. falciparum [F3 (SEC ID n°: 7), B3c (SEC ID n°: 8), FIP(Flc-F2) (SEC ID n°: 9),
BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 10), LPF (SEC ID n°: 11), LPB (SEC ID n°: 12)];

conjuntos de cebadores para P. vivax [F3 (SEC ID n° 13), B3c (SEC ID n° 14), FIP(Flc-F2) (SEC ID n°: 15),
BIP(B1-B2c) (SEC ID n®: 16), LPF (SEC ID n°: 17), y LPB (SEC ID n°: 18)];

conjuntos de cebadores para P. malariae [F3 (SEC ID n°: 19), B3c (SEC ID n°: 20), FIP(Flc-F2) (SEC ID n°: 21),
BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 22), LPF (SEC ID n°: 23), LPB (SEC ID n°: 24)];

conjuntos de cebadores para P. ovale [F3 (SEC ID n° 25), B3c (SEC ID n°: 26), FIP(Flc-F2) (SEC ID n° 27),
BIP(B1-B2c) (SEC ID n°: 28), LPF (SEC ID n°: 29), LPB (SEC ID n°: 30)].

Se realizd la reaccién de LAMP con un kit de amplificacion de ADN Loopamp (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokio,
Japon).

Las mezclas de reaccion (25 pl) contenian de 1,6 a 2,4 uM de cada uno de FIP y BIP, 0,2 uM de cada uno de F3y
B3c, 0,8 UM de cada uno de LPF y LPB, 2 x mezcla de reaccion (12,5 ul), ADN polimerasa de Bst (1 pl)yde 1 a2 pl
de muestra de ADN (correspondiente a aproximadamente de 0,125 a 0,5 pl de sangre).

Se realizé la reaccion de LAMP a 60°C durante 100 minutos, después se inactivd la enzima a 80°C durante
2 minutos.

Andlisis de productos de LAMP:

La reaccion de LAMP provoca turbidez en el tubo de reaccién, proporcional a la cantidad de ADN amplificado. Por
tanto, se observd la turbidez a simple vista. Para confirmar la sensibilidad de LAMP, también se monitoriz6 la
turbidez mediante un turbidimetro en tiempo real Loopamp (RT-160C, Eiken Chemical Co., Tokio, Japdn).

Para confirmacion adicional, se sometieron 5 pl de producto de LAMP a electroforesis a 100 V en un gel de agarosa
al 3%, seguido por tinciéon con bromuro de etidio, utilizando un marcador de peso molecular de ADN MassRuler™
(Fermentas Inc., Hanover, MD). Se evalué la especificidad de LAMP mediante digestion con enzimas de restriccion
del producto amplificado.

Basandose en los mapas de enzimas de restriccion de las secuencias diana de cada producto de LAMP, se
selecciond la enzima de restriccién Ddel para el andlisis con enzimas de restriccion de los productos de LAMP
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especificos del género Plasmodium, HpyCH4V para P. falciparum, P. vivax y P. malariae, y la enzima de restriccién
Alul para P. ovale. Tras digestion durante la noche a 37°C, se analizaron los productos digeridos mediante
electroforesis en gel de agarosa.

Umbral de diagnéstico de resultados de LAMP:

Se monitorizé la formacién de productos de reaccién de LAMP utilizando un turbidimetro en tiempo real Loopamp.
La mayoria de las muestras positivas sometidas a prueba multiples veces mostraron positividad en el plazo de
1 hora. Por tanto, una muestra que presentaba una turbidez superior o igual al valor umbral mediante turbidimetro en
el plazo de 1 hora se consider6 positiva.

Secuenciacion y ADN de plasmido de control positivo:

Para la evaluacion de la sensibilidad, se construyeron plasmidos que contenian la region diana del gen de ARNr 18S
para la reaccion de LAMP para cada especie. Se amplificé la secuencia de ADN diana con dos cebadores de LAMP
(F3 y B3c) mediante PCR, después se cloné en el vector de clonacion pCR® 2.1-TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad,
CA).

Se determinaron las secuencias de nucleétidos utilizando un secuenciador de ADN automatizado (ABI PRISM® 310
Genetic Analyzer, Applied Biosystems).

Sensibilidad y especificidad analiticas de LAMP:

Para establecer el nimero de copias minimo (limite de deteccion inferior) de secuencia génica diana detectable
mediante LAMP, se utilizaron ADN de plasmido de control positivo como moldes. Se construyd la curva patrén para
LAMP utilizando diluciones en serie de 10 veces de ADN de plasmido (106 para 1 copia) en agua estéril. Para cada
patrén, se trazd el nimero de copias frente al tiempo umbral. Se analizaron los gréaficos resultantes mediante
regresion lineal y se analiz6 la significacion estadistica de los valores de y2 mediante ANOVA (Free Statistics and
Forecasting Software v1.1.21: http://www.wessa.net/rwaspkendall.wasp). Se consider6é que probabilidades inferiores
a 0,05 eran estadisticamente significativas. Se evalué la especificidad de LAMP especifica del género y de la
especie con cada ADN de plasmido de control y ADN gendémico de P. falciparum (ADNg) purificado a partir de la
cepa NF54, ADNg de P. vivax a partir de la cepa Sal-I, ADNg de P. malariae a partir de la cepa Uganda, y ADNg de
P. ovale de tipo CDC a partir de la cepa CDC.

Resultados de sensibilidad y especificidad analiticas de LAMP _especifica del género Plasmodium y de la especie:

La sensibilidad de LAMP para el género Plasmodium y cuatro especies de parasito de la malaria, P. falciparum, P.
vivax, P. malariae y P. ovale, fue de 10 copias para P. malariae y P. ovale, y de 100 copias para el género
Plasmodium, P. falciparum y P. vivax.

Se confirmd adicionalmente la especificidad de cada reacciéon de LAMP mediante digestion con enzimas de
restriccion de productos de LAMP. Los tamafios de los productos de digestion resultantes concordaban bien con los
tamanos predichos.

Sensibilidad y especificidad clinicas:

Se calcularon la sensibilidad y especificidad clinicas de LAMP de Plasmodium con 121 muestras de sangre completa
con microscopia como procedimiento patrén de referencia. Se calculé la sensibilidad como (nimero de auténticos
positivos)/(nimero de auténticos positivos + nimero de falsos negativos), y se calcul6 la especificidad como (nimero
de auténticos negativos)/(nimero de auténticos negativos + numero de falsos positivos).

Sensibilidad y especificidad clinicas: comparacién de microscopia y LAMP:

Los resultados de microscopia y LAMP se facilitan en la tabla 2.

De entre 68 pacientes que eran positivos para parasito de la malaria mediante microscopia, a 12 pacientes se les
diagnosticé infeccién por P. falciparum, a 34 infeccion por P. vivax, a 12 infeccién por P. malariae, a 5 infeccién por
P. ovale y a 5 infeccién mixta por P. falciparum y P. vivax. Las 53 muestras restantes fueron negativas mediante
microscopia.

LAMP utilizando el conjunto de cebadores especificos del género detectd parasitos de la malaria en 67 muestras de
68 muestras positivas mediante microscopia (sensibilidad del 98,5%). De entre las 53 muestras que eran negativas
mediante microscopia, LAMP especifica del género detect6 parasitos de la malaria en 3 muestras (especificidad del
94,3%).

Las 3 muestras positivas mediante LAMP pero negativas mediante microscopia volvieron a someterse a prueba
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mediante LAMP.

Las tres muestras fueron de nuevo positivas mediante LAMP especifica del género; a una se le diagnosticé P.
falciparum y a las otras dos P. vivax mediante LAMP especifica de la especie.

Por tanto, se supone que la LAMP es mas sensible que la microscopia y puede reducir el diagnostico de falsos
negativos, que pueden causar clinicamente omisiones, al menor grado posible.

Las 12 muestras que eran positivas para P. falciparum mediante microscopia también fueron positivas para P.
falciparum mediante LAMP especifica de la especie. De entre 34 muestras positivas para P. vivax mediante
microscopia, a 2 muestras se les diagnosticé infeccién por P. ovale, y a 1 infeccion mixta por P. falciparum y P.
vivax, mediante LAMP. De entre 12 muestras positivas para P. malariae, a 1 muestra se le diagnostico P. ovaley a 1
muestra P. malariae y P. vivax mixta.

Los resultados anteriores indican que el nuevo procedimiento de diagnéstico de la malaria mediante LAMP
desarrollado por los presentes inventores presenta una mayor sensibilidad y mayor especificidad que la microscopia,
y es un procedimiento ventajoso para detectar las cuatro especies de parasitos de la malaria en seres humanos.

El tiempo de deteccion promedio mediante LAMP fue tal como sigue.

LAMP especifica del género: 25,7 + 4,9 minutos (media + DE; de 19,4 a 52,9 minutos);
LAMP especifica de P. falciparum: 31,7 + 4,8 minutos (de 25,8 a 44,9 minutos);

LAMP especifica de P. malariae: 30,6 + 5,2 minutos (de 25,4 a 46,9 minutos);

LAMP especifica de P. vivax: 34,8 + 4,8 minutos (de 30,5 a 46,6 minutos); y

LAMP especifica de P. ovale: 36,1 + 6,8 minutos (de 29,9 a 49,8 minutos).

Estos resultados muestran que la LAMP puede realizar el diagnéstico en un periodo de tiempo que es notablemente
mas corto que el tiempo de amplificacion de PCR anidada.

Ejemplo 2

Los conjuntos de cebadores para detectar el género Plasmodium y las especies de Plasmodium segun la presente
invencion, y el procedimiento para detectar o identificar el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae y
P. ovale por separado o simultaneamente utilizando los conjuntos de cebadores, se sometieron a pruebas
comparativas con PCR y microscopia en una clinica de malaria en Mae Sod, noroeste de Tailandia, en la que la
malaria es endémica.

También se realiz6 una comparacion entre el procedimiento anterior llevado a cabo utilizando equipo especialmente
disefiado para LAMP, y el procedimiento anterior llevado a cabo mediante un procedimiento que puede realizarse
rapida y facilmente en una zona endémica de malaria.

Se utilizaron dieciocho muestras que eran positivas para parasitos de la malaria mediante microscopia (el porcentaje
de parasitemia: del 0,04% al 0,31%); y se excluyé una muestra que parecia ser un error técnico del ejemplo con
antelacion.

Se utilizé un procedimiento de ebulliciébn para extraer ADN de muestras de pacientes para la deteccion e
identificacion rapida y facil de parasitos de la malaria en una zona endémica de malaria, segin la presente invencion
(pueden detectarse simultaneamente el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale).
Especificamente, se afiadieron 50 pl de agua destilada (D.W.) a 50 pl de una muestra de sangre, y se sometio la
mezcla resultante a ebullicion a 99°C durante 5 minutos, seguido por centrifugacién (5415D, producido por
Eppendorf; 16.000 x g) obteniendo un sobrenadante.

Posteriormente, se afiadieron 2 pl del sobrenadante obtenido anteriormente que contenia ADN a 23 pl de una
mezcla de reaccion que contenia 1 pl de ADN polimerasa de Bst (Epicentre Biotechnologies), 12,5 pl de 2 x mezcla
de reaccion, de 1,6 a 2,4 uM de FIP y BIP en los conjuntos de cebadores obtenidos en el ejemplo 1, 0,2 uM de F3y
B3c en los conjuntos de cebadores obtenidos en el ejemplo 1, y 0,8 uM de LPF y LPB en los conjuntos de cebadores
obtenidos en el ejemplo 1, y se hicieron reaccionar a 60°C durante aproximadamente 60 minutos en un bafio de
agua a temperatura constante (Thermominder SM-05R, producido por TAITEC) que puede contener 96 x 2 (total
192) tubos.

Se observo directamente de manera visual la presencia o ausencia de turbidez en el producto de reaccion para
detectar la presencia o ausencia de infeccién por el género Plasmodium e identificar cual de P. falciparum, P. vivax,
P. malariae o P. ovale provocaba la infeccion.

Por separado, se hizo reaccionar la mezcla de reaccién que contenia ADN extraido de cada una de las muestras
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anteriores a 60°C durante aproximadamente 60 minutos utilizando un turbidimetro en tiempo real Loopamp (LA-
320C, producido por Eiken Chemical Co., Ltd.) para monitorizar la formacion del producto de reaccién en tiempo
real.

Ademas, para comparacion con PCR con respecto al diagnostico de la especie de malaria, se realizd6 una PCR
anidada con las mismas muestras. Puesto que se requieren condiciones estrictas para una reaccion de PCR, la
reaccion de PCR puede inhibirse cuando se utiliza tal cual ADN extraido de una muestra clinica mediante el
procedimiento de ebullicién. Por tanto, se llevé sangre secada sobre papel de filtro obtenida en la clinica de malaria
a un laboratorio bien equipado en Bangkok, y se extrajo ADN utilizando un kit de extraccion de ADN (QIAamp DNA
Mini Kit, producido por QIAGEN) y se sometié a PCR. En la PCR anidada, se realzaron dos ciclos de PCR cada uno
durante 2 horas, para un total de 4 horas. Posteriormente, se sometié la muestra obtenida a electroforesis en gel de
agarosa y se tifié con fluorescencia, y se realizd la deteccion durante un total de 5 horas.

Como resultado, de las 18 muestras que eran positivas para parasitos de la malaria mediante microscopia, en la
deteccién de la presencia 0 ausencia de infeccidn por el género Plasmodium utilizando los cebadores para el género
Plasmodium, 18 fueron positivas cuando se sometieron a prueba las muestras utilizando el turbidimetro en tiempo
real Loopamp especialmente disefiado para LAMP, y 18 también fueron positivas cuando se sometieron a prueba las
muestras haciendo reaccionar en un bafio de agua a temperatura constante mediante observacion visual. Los
resultados de las dos pruebas concordaron al 100%.

La tabla 1 compara los resultados de prueba para microscopia, PCR anidada y LAMP para el diagnostico de
especies de malaria utilizando cebadores especificos de la especie de Plasmodium; y los resultados utilizando un
amplificador especialmente disefiado para LAMP, con los resultados de la observacion visual tras la reaccion en un
bafio de agua a temperatura constante.

Tabla 1
Muestra (porcentaje PCR LAMP
de parasitemia) Amplificador Bafio de agua a temperatura
especialmente disefiado constante + observacion visual

Pf (0,12-0,28%) + 3(N.D.2) 5 5

Pv (0,04-0,31%) + 12 11 11

Pv + Po (00,8, 0,04%) | Pv+ 1 1 1

Po- 1 1 1

Tal como resulta evidente en la tabla 1, con respecto a P. falciparum, sélo se sometieron 3 muestras a PCR. En la
tabla, Pf indica P. falciparum, Pv indica P. vivax y Po indica P. ovale.

Como resultado, en una muestra diagnosticada mediante microscopia como que estaba infectada tanto por P. vivax
como por P. ovale, tanto PCR como LAMP (tanto la prueba utilizando un amplificador especialmente disefiado para
LAMP, como la prueba utilizando observacion visual tras la reaccién en un bafio de agua a temperatura constante)
detectaron P. vivax, pero no P. ovale, lo que indica que el diagnéstico con microscopia era un error.

Es decir, en la prueba comparativa, 17 de los 18 resultados de reaccion de LAMP correspondian con los resultados
de microscopia (acuerdo del 94%). Esto significa que los resultados de reaccion de LAMP concordaban al 100% con
los resultados de microscopia, si se excluye el resultado de reaccién anteriormente mencionado que no concordaba
con el resultado de microscopia. Estos resultados revelan que los conjuntos de cebadores para detectar el género
Plasmodium y las especies de Plasmodium segln la presente invencion, y el procedimiento para detectar o
identificar el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale por separado o simultdneamente
utilizando estos cebadores, concordaban al 100% con los diagnésticos de microscopia en la deteccion e
identificacion de infeccion por parasitos de Plasmodium; y los resultados de prueba utilizando un amplificador
especialmente disefiado para LAMP concordaban al 100% con los resultados de observacion visual tras la reaccién
en el bafio de agua a temperatura constante. En los diagndsticos de la especie de malaria, los conjuntos de
cebadores y el procedimiento concordaban al 100%, y lograron una sensibilidad equivalente a PCR.

Se demostré6 que, para los conjuntos de cebadores para detectar el género Plasmodium y las especies de
Plasmodium segun la presente invencion, y el procedimiento para detectar o identificar el género Plasmodium, P.
falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale por separado o simultaneamente utilizando los conjuntos de cebadores,
especialmente en una zona endémica de malaria, puede extraerse ADN mediante un procedimiento de ebullicién,
que es rapido, sencillo y econémico, y llevarse a cabo una reaccion de amplificacion de ADN utilizando un bafio de
agua a temperatura constante de modo que puede tratarse de manera econémica un gran nimero de muestras.

Los conjuntos de cebadores para detectar el género Plasmodium y las especies de Plasmodium segun la presente

invencioén y el procedimiento para detectar o identificar el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae y
P. ovale por separado o simultaneamente utilizando los conjuntos de cebadores, pueden aplicarse de manera mas
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rapida y facil que la microscopia, y presentan una sensibilidad equivalente a PCR. Por tanto, los conjuntos de
cebadores y el procedimiento pueden aplicarse ventajosamente en el sitio, especialmente en una zona endémica de
malaria, para el diagnostico de deteccion de identificacién rapido y sencillo del género y las especies de Plasmodium
simultaneamente, en un gran nimero de muestras.

Ejemplo 3

Segun la presente invencién, a partir de los resultados de prueba obtenidos en el sitio (en una clinica) en una zona
endémica de malaria en un corto periodo de tiempo, pueden recetarse mefloquina y artesunato para su
administracion a los cinco pacientes diagnosticados y que se identifica que estan infectados por P. falciparum en el
ejemplo 2, basandose en la informacién sobre agentes terapéuticos para la malaria y la prioridad de los mismos en
la informacion sobre agentes terapéuticos para la malaria almacenada en la “base de datos de guia de tratamiento”.
Igualmente, pueden recetarse cloroquina y primaquina para su administracion a los 13 pacientes diagnosticados y
que se identifican que estan infectados por P. vivax. Por tanto, puede ponerse en funcionamiento un sistema de
soporte de medidas contra la malaria que puede, en una zona endémica de malaria, detectar de manera rapida y
fiable la presencia o ausencia de infeccién por parasitos de Plasmodium y proporcionar tratamiento para la malaria.

Ejemplo 4

Tal como se describi6 anteriormente, una deteccién sencilla y facil del género Plasmodium (en particular, la
presencia o ausencia de infeccién mixta) es importante en zonas endémicas de malaria.

Los presentes inventores realizaron una investigacion adicional sobre cebadores que pueden detectar especies de
Plasmodium.

Como resultado, los inventores hallaron que dos tipos de conjuntos de cebadores (Pv-7 y Pv-9; Pv-7 se representa
por las SEC ID n°: 37 a 42 y Pv-9 se representa por las SEC ID n°: 31 a 36) que son Utiles para el diagnéstico de P.
vivax permiten un diagndstico mas rapido de P. vivax.

Cuando se utilizaron los dos tipos de conjuntos de cebadores, se demostré que estos conjuntos de cebadores no
reaccionaban con ninguno de los ADN de P. falciparum, P. malariae y P. ovale.

La utilizacion de los dos tipos de conjuntos de cebadores (Pv-7 y Pv-9) (tiles para el diagndstico de P. vivax logré un
diagnostico mas rapido (Pv-7: 27 minutos; Pv-9: 24 minutos) que el conjunto de cebadores anteriormente hallado
para el diagnostico de P. vivax (31 minutos). En particular, la utilizaciéon del conjunto de cebadores Pv-9 logré el
diagndstico mas rapido.

La solicitud proporciona ademas las siguientes formas de realizacion:

1A. Un conjunto de cebadores para detectar el género Plasmodium, que comprende un conjunto de oligonucleétidos
que contienen secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 1 a 6, pudiendo el conjunto de cebadores
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium.

2A. Un conjunto de cebadores para detectar Plasmodium vivax, que comprende un conjunto de oligonucleétidos que
contienen secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 13 a 18, pudiendo el conjunto de cebadores
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium vivax.

3A. Un conjunto de cebadores para detectar Plasmodium malariae, que comprende un conjunto de oligonucleétidos
que contienen secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 19 a 24, pudiendo el conjunto de
cebadores amplificar una regién particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium malariae.

4A. Un conjunto de cebadores para detectar Plasmodium ovale, que comprende un conjunto de oligonucleétidos que
contienen secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 25 a 30, pudiendo el conjunto de cebadores
detectar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium ovale.

5A. Un conjunto de cebadores para detectar el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale,
que comprende un conjunto de cebadores oligonucleotidicos que contienen cualquiera de las secuencias de acido
nucleico de las reivindicaciones 1A a 4A y secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n% 7 a 12,
pudiendo el conjunto de cebadores amplificar regiones particulares de un gen de ARNr 18S del género Plasmodium
y diversas especies de Plasmodium incluyendo una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de
Plasmodium falciparum.

6A. Un procedimiento para detectar el género Plasmodium presente en una muestra, seleccionando el
procedimiento como diana una regién particular de la secuencia de gen de ARNr 18S del género Plasmodium, y que
comprende amplificar selectivamente la regiéon particular de la secuencia de gen de ARNr 18S del género
Plasmodium mediante LAMP utilizando un conjunto de cebadores segin la reivindicacion 1A, y confirmar la
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presencia o ausencia de un producto amplificado.

7A. Un procedimiento para detectar Plasmodium vivax presente en una muestra, seleccionando el procedimiento
como diana una regién particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium vivax, y que comprende
amplificar selectivamente la region particular de la secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium vivax mediante
LAMP utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacion 2A, y confirmar la presencia o ausencia de un
producto amplificado.

8A. Un procedimiento para detectar Plasmodium malariae presente en una muestra, seleccionando el procedimiento
como diana una regién particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium malariae, y que comprende
amplificar la regién particular de la secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium malariae mediante LAMP
utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacion 3A, y confirmar la presencia o ausencia de un producto
amplificado.

9A. Un procedimiento para detectar Plasmodium ovale presente en una muestra, seleccionando el procedimiento
como diana una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium ovale, y que comprende
amplificar selectivamente la regidn particular de la secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium ovale mediante
LAMP utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacién 4A, y confirmar la presencia o ausencia de un
producto amplificado.

10A. Un procedimiento para detectar el género Plasmodium, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae o Plasmodium ovale presente en una muestra, seleccionando el procedimiento como diana
una regién particular de una secuencia de gen de ARNr 18S del género Plasmodium, una secuencia de gen de
ARNr 18S del género Plasmodium falciparum, una secuencia de gen de ARNr 18S del Plasmodium vivax, una
secuencia de gen de ARNr 18S del Plasmodium malariae o una secuencia de gen de ARNr 18S del Plasmodium
ovale; y comprendiendo el procedimiento amplificar selectivamente la region particular de la secuencia de gen de
ARNr 18S del género Plasmodium, la secuencia de gen de ARNr 18S de P. falciparum, la secuencia de gen de
ARNr 18S de P. vivax, la secuencia de gen de ARNr 18S de P. malariae o la secuencia de gen de ARNr 18S de P.
ovale respectivamente; mediante LAMP utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacion 5A; y confirmar
la presencia 0 ausencia de un producto amplificado.

11A. Un procedimiento de deteccion segln la reivindicacion 10A, en el que el género Plasmodium, P. falciparum, P.
vivax, P. malariae o P. ovale se detectan simultaneamente o por separado.

12A. Un procedimiento para identificar el género Plasmodium, que comprende aislar una muestra de ADN a partir de
una muestra, realizar amplificacion mediante LAMP de una regién particular de la secuencia de gen de ARNr 18S
del género Plasmodium a partir de la muestra de ADN utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacion
1A, y confirmar la presencia o ausencia de un producto amplificado.

13A. Un procedimiento para identificar Plasmodium vivax, que comprende aislar una muestra de ADN a partir de una
muestra, realizar amplificacion mediante LAMP de una regién particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de
Plasmodium vivax a partir de la muestra de ADN utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacién 2A, y
confirmar la presencia o ausencia de un producto amplificado.

14A. Un procedimiento para identificar Plasmodium malariae, que comprende aislar una muestra de ADN a partir de
una muestra, realizar amplificacion mediante LAMP de una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S
de P. malariae a partir de la muestra de ADN utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacion 3A, y
confirmar la presencia o ausencia de un producto amplificado.

15A. Un procedimiento para identificar Plasmodium ovale, que comprende aislar una muestra de ADN a partir de
una muestra, realizar amplificacién mediante LAMP de una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S
de P. ovale a partir de la muestra de ADN utilizando un conjunto de cebadores segun la reivindicacion 4A, y
confirmar la presencia o ausencia de un producto amplificado.

16A. Un procedimiento para identificar el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae, o P. ovale, que
comprende aislar una muestra de ADN a partir de una muestra, realizar amplificacion mediante LAMP de una regién
particular de secuencias de gen de ARNr 18S del género Plasmodium, una secuencia de gen de ARNr 18S de P.
falciparum, una secuencia de gen de ARNr 18S de P. vivax, una secuencia de gen de ARNr 18S de P. malariae o
una secuencia de gen de ARNr 18S de P. ovale, a partir de la muestra de ADN utilizando un conjunto de cebadores
segun la reivindicacién 5A; y confirmar la presencia o ausencia de un producto amplificado.

17A. Un procedimiento de identificacion segun la reivindicacion 16A, en el que la identificacion de cualquiera del
género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale se realiza simultaneamente o por separado.

18A. Un kit de deteccion para el género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax; P. malariae o P. ovale; que comprende
al menos un conjunto de cebadores de cualquiera de la reivindicacion 1A a 5A, una ADN polimerasa de
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desplazamiento de hebra, dNTP y un tampén de reaccién.

19A. Un kit de deteccién segun la reivindicacion 18A, detectando el kit de deteccion el género Plasmodium, P.
falciparum, P. vivax, P. malariae o P. ovale, simultdaneamente o por separado.

20A. Un sistema de soporte de medidas contra la malaria que comprende:

unos medios para introducir y almacenar informacion de pacientes infectados por malaria incluyendo el nimero
de positivos para los parasitos del género Plasmodium que provocan malaria en una zona endémica de malaria,
y la tasa de portadores en la zona;

una base de datos de guia de medidas de salud publica de prevencion de la infeccién por malaria que especifica
medidas de salud publica para la zona endémica de malaria basandose en la informacion de pacientes
infectados por malaria, base de datos en la que se ha introducido informacion de seleccién de medidas de salud
publica para una zona infectada por parasitos de la malaria que debe introducirse junto con la prioridad de
medida que indica a cual de las medidas de salud publica se le debe dar prioridad en la seleccion;

una seccién de extraccion de medidas de salud publica que extrae medidas de salud publica para la zona
endémica infectada por malaria y la prioridad de la misma de la base de datos de guia de medidas de salud
publica de prevencion de la infeccidon por malaria, segin informacion de pacientes infectados por malaria sobre
parasitos de la malaria en un sujeto; y

una seccion de visualizacion de medidas de salud publica que presenta visualmente las medidas de salud
publica extraidas en la seccién de extraccion de medidas de salud publica, junto con la prioridad de las mismas.

21A. Un sistema de soporte de medidas contra la malaria segun la reivindicacion 20A, en el que la informacién de
pacientes infectados por malaria sobre parasitos de la malaria en la zona endémica de malaria se obtiene
identificando la presencia o ausencia de infeccion por el género Plasmodium utilizando un conjunto de cebadores
segun la reivindicacién 1A y/o un procedimiento de detecciéon segin la reivindicacion 6A, o el kit de deteccion del
género Plasmodium segun la reivindicacién 19A.

22A. Un sistema de soporte de medidas contra la malaria que comprende:

unos medios para introducir y almacenar informacion de agentes terapéuticos para la malaria para especificar un
agente terapéutico para la malaria que actla sobre la infeccion por una o una pluralidad de cuatro especies de
parasitos de la malaria;

unos medios de introduccion de informacion de pacientes para introducir y almacenar informacion de pacientes
incluyendo informacién sobre el patdégeno de infeccién por malaria en un paciente con fiebre en una zona
endémica de malaria;

unos medios de introduccion de informacién de pacientes para introducir y almacenar informaciéon de pacientes
incluyendo informacion sobre el patégeno de infeccién por malaria en un paciente con fiebre en una zona no
endémica de malaria;

una base de datos de guia de tratamiento en la que, segun indices de eficacia frente a parasitos de la malaria
detectados en un sujeto, se introduce informacion de seleccion de agentes terapéuticos para la malaria junto con
una prioridad que indica a qué agente terapéutico para la malaria se le debe dar prioridad en la seleccion para su
utilizacién frente a los parasitos de la malaria;

una seccion de extraccion de agentes terapéuticos para la malaria que extrae, segun la informacion sobre el
patégeno de infeccion por malaria en el sujeto, agentes terapéuticos para la malaria que deben administrarse y la
prioridad de los mismos, de la base de datos de guia de tratamiento; y

una seccion de visualizacion de agentes terapéuticos para la malaria que presenta visualmente los agentes
terapéuticos para la malaria extraidos en la seccién de extraccion de agentes terapéuticos para la malaria
anterior, junto con la prioridad de los mismos.

23A. Un sistema de soporte de medidas contra la malaria segun la reivindicacion 22A, en el que la informacién sobre
el patdgeno de infeccidon por malaria en un paciente con fiebre se obtiene identificando la infecciéon por una o una
pluralidad de cuatro especies de parasitos de la malaria utilizando un conjunto de cebadores segln cualquiera de las
reivindicaciones 2A a 5A y/o un procedimiento para identificar el género Plasmodium, Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae o Plasmodium ovale segun cualquiera de las reivindicaciones 13A a 17A, o
un kit de deteccion segun la reivindicacion 18A o 19A.

24A. Un sistema de soporte de medidas contra la malaria en el que se llevan a cabo en combinacion una medida de
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salud publica referente a una medida contra la malaria y una medida de tratamiento de parasito de la malaria
referente a una medida contra la malaria;

comprendiendo la medida de salud publica:

unos medios para introducir y almacenar informacion de pacientes infectados por malaria incluyendo el nimero
de positivos para el género Plasmodium que provocan malaria en una zona endémica de malaria, y la tasa de
portadores en la zona;

una base de datos de guia de medidas de salud publica de prevencién de la infeccion por malaria que especifica
medidas de salud publica para la zona endémica de malaria basandose en la informacion de pacientes
infectados por malaria, base de datos en la que se ha introducido informacion de seleccién de medidas de salud
publica para una zona infectada por parasitos de la malaria que debe introducirse junto con una prioridad de
medidas que indica a cudl de las medidas de salud publica se le debe dar prioridad en la seleccion;

una seccién de extraccion de medidas de salud publica que extrae medidas de salud publica para la zona
endémica infectada por malaria y la prioridad de las mismas, a partir de la base de datos de guia de medidas de
salud publica de prevencién de la infeccién por malaria segun informacién de pacientes infectados por malaria
sobre parasitos de la malaria en el sujeto; y

una seccion de visualizacion de medidas de salud publica que presenta visualmente las medidas de salud
publica extraidas en la seccién de extraccion de medidas de salud publica, junto con la prioridad de las mismas;

y

comprendiendo la medida de tratamiento de parasito de la malaria:

unos medios para introducir y almacenar informacion de agentes terapéuticos para la malaria para especificar un
agente terapéutico para la malaria que actda sobre la infecciéon por una o una pluralidad de cuatro especies de
parasitos de la malaria;

unos medios de introduccion de informacion de pacientes para introducir y almacenar informacion de pacientes
incluyendo informacién sobre el patégeno de infeccion por malaria en un paciente con fiebre en la zona
endémica de malaria;

unos medios de introduccion de informacién de pacientes para introducir y almacenar informacién de pacientes
incluyendo informacion sobre el patégeno de infeccion por malaria en un paciente con fiebre en una zona no
endémica de malaria;

una base de datos de guia de tratamiento en la que, segun indices de eficacia frente a parasitos de la malaria
detectados en una muestra, se introduce informacién de selecciéon de agentes terapéuticos para la malaria junto
con una prioridad que indica a qué agente terapéutico para la malaria se le debe dar prioridad en la seleccion
para su utilizacion frente a los parasitos de la malaria;

una seccion de extraccion de agentes terapéuticos para la malaria que extrae, segun la informacion sobre el
patégeno de infeccion por malaria en el sujeto, agentes terapéuticos para la malaria que deben administrarse y la
prioridad de los mismos, a partir de la base de datos de guia de tratamiento; y

una seccion de visualizacion de agentes terapéuticos para la malaria que presenta visualmente los agentes
terapéuticos para la malaria extraidos en la seccidon de extraccion de agentes terapéuticos para la malaria
anterior, junto con la prioridad de los mismos.

25A. Un sistema de soporte de medidas contra la malaria segun la reivindicacion 24A, en el que la informacién de
pacientes infectados por malaria sobre parasitos de la malaria en la zona endémica de malaria se obtiene
identificando la presencia o ausencia de infeccion por el género Plasmodium utilizando un conjunto de cebadores
segun la reivindicacién 1A y/o un procedimiento de deteccidon segun la reivindicacion 6A, o el kit de deteccion del
género Plasmodium segln la reivindicacion 19A; y/o se obtiene informacién sobre el patégeno de infeccion por
malaria en un paciente con fiebre identificando la infeccién por una o una pluralidad de cuatro especies de parasitos
de la malaria utilizando un conjunto de cebadores segun cualquiera de las reivindicaciones 2A a 5A y/o un
procedimiento para identificar el género Plasmodium, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
malariae o Plasmodium ovale segun cualquiera de las reivindicaciones 13A a 17A, o un kit de deteccién segun la
reivindicacion 18A o 19A.

26A. Un sistema de medidas de prevencion de la infeccién por malaria para personas que planean viajar a una zona
endémica de malaria, comprendiendo el sistema:

unos medios para obtener el estado de la implementacion de medidas de salud publica en la zona endémica de
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malaria, informacion sobre los patégenos de infeccion por malaria en la zona endémica, y el estado del
tratamiento de pacientes infectados, a partir del sistema de soporte de medidas contra la malaria segun la
reivindicacion 24A;

unos medios para seleccionar un agente profilactico/terapéutico para la malaria a partir de una base de datos de
guia de tratamiento para parasitos de la malaria; y

unos medios para administrar el agente seleccionado antes de viajar.

27A. Un sistema de medidas de prevencién/tratamiento de la infeccion por malaria para personas que vuelven de
una zona endémica de malaria, comprendiendo el sistema:

unos medios para obtener el estado de la implementacion de medidas de salud publica en la zona endémica de
malaria, informacion sobre los patégenos de infeccion por malaria en la zona endémica, y el estado del
tratamiento de pacientes infectados;

unos medios para seleccionar un agente profilactico/terapéutico para la malaria a partir de una base de datos de
guia de tratamiento para parasitos de la malaria; y

unos medios para administrar el agente seleccionado tras volver de la zona endémica de malaria, segun el punto
24,

28A. Un sistema de medidas de prevencién/tratamiento de la infecciéon por malaria segun la reivindicacion 27A, en el
que, cuando una persona que vuelve de la zona endémica de malaria presenta fiebre, se realiza una identificacién
de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae o Plasmodium ovale para seleccionar y
administrar un agente terapéutico para la malaria al que se le debe dar prioridad en la seleccion.

Aplicabilidad industrial

El procedimiento para detectar/identificar el género Plasmodium y cuatro especies de parasitos de la malaria
utilizando LAMP desarrollado por los presentes inventores presenta una mayor sensibilidad y mayor especificidad
gue la microscopia, y puede detectar/identificar los parasitos de Plasmodium en muestras mas facilmente y en un
periodo de tiempo mas corto que PCR. Ademas, puesto que el procedimiento es econdmico, es muy util para el
diagnostico clinico de la malaria y la actividad de control en zonas endémicas de malaria con pocas instalaciones.
También es posible construir un nuevo sistema de soporte de medidas contra la malaria (figura 3) utilizando el
procedimiento.

Texto libre de la lista de secuencias

Se alinearon las secuencias de ARNr de 18S de cuatro especies de Plasmodium, P. falciparum (n.° de registro de
GenBank M19172), P. vivax (n.° de registro de GenBank U03079 o X13926), P. malariae (n.° de registro de
GenBank M54897) y P. ovale (n.° de registro de GenBank L48987), para su comparacion.

Lista de secuencias

<110> EHIME UNIVERSITY, OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.

<120> Cebadores para detectar Plasmodium

<130> P08-38

<150> Documento JP2007-140525
<151> 28-05-2007

<160> 42

<170> PatentIn versién 3.4
<210>1

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar el género Plasmodium (F3)
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<400> 1

gtatcaatcg agtttctgac ¢
<210>2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar el género Plasmodium (B3c)

<400> 2

cttgtcacta cctctcttct
<210>3

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar el género Plasmodium (FIP(F1c-F2))

<400> 3

tcgaactcta attccccgtt acctatcagc ttttgatgtt agggt
<210>4

<211>41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar el género Plasmodium (BIP(B1-B2c))

<400> 4

cggagaggga gcctgagaaa tagaattggg taatttacge g
<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar el género Plasmodium (LPF)

<400> 5

cgtcatagcc atgttaggcc
<210>6

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar el género Plasmodium (LPB)

<400> 6
agctaccaca tctaaggaag gcag

<210>7
<211> 24

25

21

20

45

41

20

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2397115 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium falciparum (F3)

<400> 7

tgtaattgga atgataggaa ttta
<210>8

<211> 23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium falciparum (B3c)

<400> 8

gaaaacctta ttttgaacaa agc
<210>9

<211>41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium falciparum (FIP(F1 c-F2))

<400>9

agctggaatt accgeggcetg ggttcctaga gaaacaattg g
<210> 10

<211> 45

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium falciparum (BIP(BI-B2c))

<400> 10

tgttgcagtt aaaacgttcg tagcccaaac cagtttaaat gaaac
<210>11

<211>16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium falciparum (LPF)

<400> 11
gcaccagact tgecct
<210> 12

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium falciparum (LPB)
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<400> 12

ttgaatatta aagaa
<210>13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (F3)

<400> 13

ggaatgatgg gaatttaaaa cct
<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (B3c)

<400> 14

acgaagtatc agttatgtgg at
<210> 15

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (FIP(F1c-F2))

<400> 15

ctattggagc tggaattacc gctcccaaaa ctcaattgga gg
<210> 16

<211>41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (BIP(B1-B2c))

<400> 16

aattgttgca gttaaaacgc tcgtaagcta gaagcegttge t
<210> 17

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (LPF)

<400> 17
gctgctggea ccagactt

<210>18
<211> 20

27

15

23

22

42

41

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2397115 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (LPB)

<400> 18
agttgaattt caaagaatcg
<210>19
<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium malariae (F3)

<400> 19

caaggccaaa ttttggtt
<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium malariae (B3c)

<400> 20
cggttattct taacgtaca
<210> 21
<211> 42

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium malariae (FIP(F1c-F2))

<400> 21

tattggagct ggaattaccg cgatgatggg aatttaaaac ct
<210> 22

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium malariae (BIP(B1-B2c))

<400> 22

aattgttgca gttaaaacgc ctatgttata aatatacaaa gcatt
<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium malariae (LPF)
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<400> 23

gccctccaat tgecttetg
<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium malariae (LPB)

<400> 24

tcgtagttga atttcaagga atca
<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium ovale (F3)

<400> 25

ggaatgatgg gaatttaaaa cc
<210> 26

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium ovale (B3c)

<400> 26

gaatgcaaag aacagatacg t
<210> 27

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium ovale (FIP(F1c-F2))

<400> 27

tattggagct ggaattaccg cgttcccaaa attcaattgg agg
<210> 28

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium ovale (BIP(B1-B2c))

<400> 28
gttgcagtta aaacgctcgt agtgtattgt ctaagcatct tatagca

<210> 29
<211>18
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium ovale (LPF)

<400> 29
tgctggeacc agacttge
<210> 30
<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium ovale (LPB)

<400> 30

tgaatttcaa agaatcaa
<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvFIP-9 (F1c+F2))

<400> 31
cgctattgga gctggaatac tcaattggag ggc
<210> 32
<211> 39

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvBIP-9 (B1+B2c))

<400> 32

aattgttgca gttaaaacga ttaagctaga agcgttgct
<210> 33

<211>16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvF3-9)

<400> 33
tttaaaacct tcccaa
<210> 34

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvB3c-9)
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<400> 34

aagtatcagt tatgtgg

<210> 35

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvLPF-9)

<400> 35
gctggcacca gactt
<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvLPB-9)

<400> 36

ctcgtagttg aatttcaaag
<210> 37

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvFIP-7 (F1lc+F2))

<400> 37

ctggaattac cgcggctect tcccaaaact ca
<210> 38

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvBIP-7 (BI+B2c))

<400> 38

ccaatagcgt atattaaaat tgttgctaga agegttgct
<210> 39

<211>16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvF3-7)

<400> 39
tggaatgatg ggaatt

<210> 40
<211>18
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvB3c-7)

<400> 40
gtatcagtta tgtggatt
<210>41
<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvLPF-7)

<400> 41

accagacttg ccctccaat
<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para detectar Plasmodium vivax (PvLPB-7)

<400> 42

gcagttaaaa cgctcgtagt tga
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar o identificar una infeccidon con el género Plasmodium y/o uno o mas de entre
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale en una muestra;
comprendiendo el procedimiento las siguientes etapas (a) a (c):

a) extraer ADN de la muestra;

b) amplificar una regién particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium utilizando el
procedimiento LAMP haciendo reaccionar el ADN extraido en la etapa (a) en una mezcla de reaccién que
contiene una ADN polimerasa de desplazamiento de hebra y un conjunto de cebadores especificos de
secuencia; y

c) detectar o identificar la presencia o ausencia de un producto amplificado del género Plasmodium, amplificado
en la etapa (b), en el que el conjunto de cebadores especificos de secuencia es un conjunto de
oligonucleétidos que contiene las secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n® 1 a 6 para
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium;

y opcionalmente detectar o identificar la presencia o ausencia de un producto amplificado de uno o méas de entre
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale, amplificado en la etapa (b),
en el que el conjunto de cebadores especificos de secuencia es un conjunto de oligonucleétidos que contiene
secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 1 a 6 para amplificar una region particular de una
secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium y uno o mas de un conjunto de cebadores, que comprende un
conjunto de oligonucle6tidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 7 a 12 para
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium falciparum, un conjunto de
cebadores, que comprende un conjunto de oligonucledtidos que contiene secuencias de &acido nucleico
representadas por SEC ID n°: 13 a 18, SEC ID n°: 31 a 36 0 SEC ID n°: 37 a 42 para amplificar una region particular
de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium vivax, un conjunto de cebadores, que comprende un
conjunto de oligonucleétidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 19 a 24 para
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium malariae y un conjunto de
cebadores, que comprende un conjunto de oligonucleétidos que contiene secuencias de &cido nucleico
representadas por SEC ID n°: 25 a 30 para amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S
de Plasmodium ovale.

2. Procedimiento de deteccién o identificacion segun la reivindicacion 1, en el que la extraccion del ADN de la
muestra se lleva a cabo sometiendo a ebullicién la muestra que contiene el ADN, y realizando una centrifugacion.

3. Procedimiento de deteccion o identificacion segin la reivindicaciéon 2, en el que el tiempo de ebullicion es de
varios minutos a diez y varios minutos.

4. Procedimiento de deteccién o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que, en la etapa
(b) de amplificacion de una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium utilizando el
procedimiento LAMP, la reaccién de amplificacion del ADN se realiza a aproximadamente 60°C durante
aproximadamente 1 hora utilizando un bafio de agua a temperatura constante o un amplificador especialmente
disefiado para LAMP.

5. Procedimiento de deteccion o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que, en la etapa
(c), se detecta o se identifica la presencia o ausencia de un producto de amplificacién del género Plasmodium, y/o
uno o mas de entre Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale utilizando
observacion visual o un turbidimetro en tiempo real.

6. Procedimiento de deteccidn o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que se realiza en una
zona endémica de malaria.

7. Procedimiento de deteccidn o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se detectan
o se identifican infecciones con el género Plasmodium y/o uno o mas de entre Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale simultaneamente o por separado.

8. Procedimiento de deteccion o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccién con el género Plasmodium utilizando, como conjunto de cebadores especificos de
secuencia, un conjunto de cebadores, que comprende un conjunto de oligonucleétidos que contiene las secuencias
de acido nucleico representadas por SEC ID n° 1 a 6 para amplificar una region particular de una secuencia de gen
de ARNr 18S de Plasmodium.

9. Procedimiento de deteccion o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccién con Plasmodium vivax utilizando, como conjunto de cebadores especificos de secuencia,
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un conjunto de cebadores para detectar Plasmodium vivax, que comprende un conjunto de oligonucleétidos que
contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 13 a 18, SEC ID n° 31 a 36 0 SEC ID n° 37 a
42 y que puede amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium vivax.

10. Procedimiento de deteccién o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccidbn con Plasmodium malariae utilizando, como conjunto de cebadores especificos de
secuencia, un conjunto de cebadores para detectar Plasmodium malariae, que comprende un conjunto de
oligonucleétidos que contiene secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 19 a 24 y que puede
amplificar una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium malariae.

11. Procedimiento de deteccién o identificacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se detecta o
se identifica una infeccion con Plasmodium ovale utilizando, como conjunto de cebadores especificos de secuencia,
un conjunto de cebadores para Plasmodium ovale, que comprende un conjunto de oligonucleétidos que contiene
secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n°: 25 a 30 y que puede amplificar una regién particular de
una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium ovale.

12. Conjunto de cebadores para detectar el género Plasmodium, que comprende un conjunto de oligonucle6tidos
que contiene las secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 1 a 6, pudiendo amplificar el conjunto
de cebadores una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium.

13. Conjunto de cebadores para detectar el género Plasmodium y/o cualquiera de entre P. falciparum, P. vivax, P.
malariae y P. ovale, que comprende un conjunto de cebadores oligonucleotidicos que contiene las secuencias de
acido nucleico representadas por SEC ID n% 1 a 6, y secuencias de acido nucleico seleccionadas de entre
secuencias de acido nucleico representadas por SEC ID n° 7 a 12, SEC ID n°: 13 a 18, SEC ID n°: 31 a 36, SEC ID
n% 37 a 42, SEC ID n% 19 a 24 y SEC ID n°: 25 a 30, pudiendo amplificar el conjunto de cebadores regiones
particulares de secuencias de genes de ARNr 18S del género Plasmodium y diversas especies de Plasmodium,
incluyendo una region particular de una secuencia de gen de ARNr 18S de Plasmodium falciparum.

14. Kit de deteccion para el género Plasmodium y/o para cualquiera de entre P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P.
ovale; que comprende al menos un conjunto de cebadores seleccionado de entre los conjuntos de cebadores
definidos en las reivindicaciones 12 y 13, una ADN polimerasa de desplazamiento de hebra, dNTP y un tampén de
reaccion.

15. Kit de deteccién segun la reivindicacion 14, en el que el kit de deteccion detecta el género Plasmodium y/o P.
falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale, simultaneamente o por separado.
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Fig. 2

ZONA ENDEMICA DE MALARIA EN PAIS ENDEMICO

Caso 1 Caso 2
Deteccién de portadores Rapido diagnéstico de
de parasitos en la zona pacientes con fiebre en

hospitales y clinicas

Establecimiento de

medida de salud puablica Tratamiento rapido

Facil, rapido, altamente sensible y
Facil y altamente sensible altamente especifico (LAMP /

(LAMP especifica de género) especifica de especie)

7

Procedimiento LAMP en el sitio

Extraccion de una cantidad muy pequefa
de sangre de la punta del dedo

Otras zonas en Infeccién importada en
pais endémico pais

Ebullicién [extraccidn de ADN) no endémico
Caso 3

Reaccién de LAMP P - )
Diagndstico rapido de pacientes

con fiebre en hospitales

Casos1y2 Caso 3
Incubadora Tratamiento rapido

Turbidimetro

18

Evaluacién visual de la Répido, altamente sensible y altamente
uarescencia especifico (LAMP especifica de especie)
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Deteccidn del génere
Flasmodium
[LAMP sencilla, kit de LAMP]

Base de datos de medidas de
salud publica de prevencian
de infeccidn por malaria

Obtencidn de informacion de pacientes
infectados per malaria en zona endémica de
malaria

Obtencidn de infermacién de medidas de
salud publica en zona endémica de malaria

;

Retroalimentacion de informacion sobre
resultados de de salud pi

Seleccion de medida

Identificacion de cuatro especies de
parasitos de la malaria

Obtencién de informacién sobre patégena de infeccién por
malaria en paciente con fiebre en zona endémica de malaria
o Zzonas no endémicas de malaria

Base de datos de guia de agentes
terapéuticos para la malaria

[P, falciparum, F. vivax, P. malariae y
P ovale]

I 3

O_ﬁ

Obtencidn de informacian sobre agente terapéutico
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seleccion

Seleccidn de agente terapéutico
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resultades de tratamiento para la malaria de
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i

Seleccidn de agente
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