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DESCRIPCION
Extraccion de ADN de células fungicas de material clinico

La presente invencion se refiere generalmente a un procedimiento para detectar células fangicas en un material clinico
mediante la obtencion de ADN flingico de la sangre completa que comprende las etapas de:

a) Aislar las células fungicas en su mayoria intactas de la sangre completa, y
b) Obtener ADN de las células flngicas aisladas mediante
bl) Descomposicion de las células fungicas aisladas, y
b2) Aislamiento del ADN fungico,

donde la etapa a) comprende ademas las etapas de:
al) Descomponer las células sanguineas existentes en la sangre completa; y
a2) Aislar las células flngicas en su mayoria intactas del ADN celular,

y la etapa bl) comprende ademas la etapa :

bl.1) Lisado alcalino y tratamiento enzimatico de las células de hongo, donde la etapa a) comprende ademas las
etapas:

al.l) Lisar los glébulos rojos sanguineos mediante hemolisis osmética;
al.2) Descomponer enziméaticamente los glébulos blancos sanguineos; y

a2.1) Centrifugar la sangre completa tratada de esta manera y usar el granulo en las siguientes etapas del
procedimiento,

y donde la etapa bl.1) comprende las siguientes etapas:

- Incubar las células fungicas existentes en el granulo de la etapa a2.1) a 90-95° C, preferentemente 95° C durante 5-15
min, preferentemente 10 min, en una solucién de NaOH 50 mM, y

- Neutralizar con Tris-HCI 1 M a pH 7,0,
- Tratar enzimaticamente con zimolasa durante 50-70 min, preferentemente 60 min a 30-40° C, preferentemente a 37° C,

- Desnaturalizar la proteina mediante incubacion con Tris’/EDTA a 60-70° C, preferentemente a 65° C durante 10-30 min,
preferentemente 20 min.

Un procedimiento de ese tipo se conoce a partir del documento WO 93/23568.

Ademas, en la practica se conocen procedimientos para la deteccién de células fungicas en el material clinico, basados
segun la norma de un cultivo de la especie de hongo del material clinico en los medios de cultivo correspondientes.

La velocidad y sensibilidad de la deteccién se ven muy afectadas por este cultivo, por ejemplo, en placas Petri y la deteccion
sobre la base de colonias cultivadas o no cultivadas especialmente debido al crecimiento lento de la especie de hongo. Por
tal razén, el diagndstico de la infeccién invasiva por hongo se realiza a menudo solo mediante la biopsia de un érgano, que
trae consigo muchas complicaciones, o incluso solo después de la muerte del paciente.

El interés en los procedimientos para detectar células flngicas se enmarca en el antecedente de que especialmente durante
los Ultimos afios, las especies de hongo han adquirido una importancia considerable para pacientes inmunodeprimidos como
patégenos nosocomiales considerables. Las infecciones invasivas por hongo han aumentado considerablemente sobre todo
después de trasplantes de médula (TMO), pero también después de trasplantes de higado, riflones, pancreas, corazén y
corazon-pulmén. Por ejemplo, en 1994 sobre todo en centros franceses de TMO, se produjo un aumento principalmente de
las infecciones con Aspergillus tal, que estos centros tuvieron que cerrar varios meses.

Sin embargo, adicionalmente a los pacientes con trasplante de érganos, los pacientes con cancer se ven cada vez mas
afectados por infecciones invasivas de hongos, sobre todo después de la quimioterapia o de intervenciones quirurgicas, los
pacientes con quemaduras, asi como los pacientes en unidades de cuidados intensivos quirdrgicos y neonatales. Tan pronto
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como se afecta un sistema de 6rganos o incluso varios sistemas de 6rganos en estos grupos de pacientes, la mortalidad por
esta complicacion contagiosa asciende entre 80 y 100%.

En estos casos, el éxito del tratamiento solo se puede mejorar mediante un diagnéstico temprano. Debido a las desventajas
asociadas a los procedimientos de deteccion estandares mencionados al inicio, se realizan esfuerzos intensivos para
permitir asegurar de forma temprana el diagndéstico de una infeccién sistémica por hongo.

Un procedimiento basado en técnicas de biologia molecular para la deteccién y diferenciacion de la especie de hongo
patégeno en el material clinico se describe en la patente WO 93/23568 mencionada al inicio. En este procedimiento, se
aislan células fungicas de la sangre del paciente, donde primero se separan las células fangicas del material de sangre
restante. Luego se abre la pared del hongo y se aisla el ADN flngico. De este, luego se amplifica un segmento del gen de
5S rARN mediante una reaccion en cadena de polimerasa y se descompone usando diferentes métodos. Utilizando el ADN
aislado se puede distinguir, ademas, una especie de hongo diferente de otra.

Los problemas fundamentales para la deteccion de infecciones fungicas con la ayuda de técnicas de biologia molecular se
deben a la composicion muy compleja de la pared de las células del hongo, que hasta el momento ha requerido
procedimientos de extraccion caros y que requieren mucho tiempo.

Otro problema consiste en que un nimero creciente de especies de hongo puede provocar amenazas de infecciones en los
pacientes inmunodeprimidos, lo que hace necesario que haya que considerar y determinar un gran volumen de géneros y
cepas de hongo diferentes en estos pacientes. Debido a que el tratamiento de las infecciones se diferencia segun la especie
de hongo, es necesario por tanto no solo tener en cuenta todas las especies de hongo, sino también diferenciarlas y poder
identificarlas.

Ante este antecedente, la presente invencion tiene la tarea de perfeccionar el procedimiento mencionado al inicio de manera
gue sea posible un diagndstico temprano de una infeccién por hongo.

El procedimiento se debe realizar de la manera mas rapida y simple posible, abarcar tantas especies de hongo como sea
posible y también identificarlas de manera continua.

La etapa a) comprende ademas las etapas de:
al) Descomponer las células sanguineas existentes en la sangre completa; y
a?2) aislar las células fungicas en su mayoria intactas del ADN celular,

en donde la etapa bl) comprende el lisado alcalino de las células de hongo, preferentemente con NaOH, y un tratamiento
enzimatico de las células de hongo.

En cada una de las etapas del nuevo procedimiento hubo que superar muchos problemas resultantes, en parte, debido a la
composicion de la pared de las células fungicas y del hecho que gran parte de las células fungicas en la sangre completa no
se encuentran libres en la solucién, sino en diferentes poblaciones de células sanguineas después de la fagocitosis, sobre
todo en granulocitos y macréfagos.

Si bien el procedimiento de acuerdo con la invencion se emplea ventajosamente en el diagnéstico para poder detectar una
infeccién por hongo en un paciente, también se emplea, sin embargo, en los casos en que se necesita ADN fangico para
otro procesamiento.

Con el nuevo procedimiento, por ejemplo, se puede obtener ADN fungico de la sangre de animales que fueron infectados
especialmente con la especie de hongo de interés. A partir del ADN fungico obtenido de esa manera se pueden cortar, por
ejemplo, sondas de ADN que se pueden usar para reacciones de deteccién o se pueden montar en plasmido. Se prevé su
uso en toda el area de investigacion basica, diagnoéstico, terapéutica, tecnologia genética industrial, etc.

El procedimiento de extraccién de ADN fangico permite, especialmente en el diagndstico, extraer ADN fungico de manera
segura aun cuando haya cantidades muy pequefias de hongos en la sangre completa. Ademas, este paso del procedimiento
se puede realizar rapidamente y de manera tan sencilla que se puede usar de manera cotidiana en las clinicas y por el
personal adiestrado.

El nuevo procedimiento consiste, por asi decirlo, consta de dos fases, en donde en la primera fase se aislan las células
fungicas de la sangre completa y en la segunda fase se extrae el ADN de estas células fungicas aisladas, para
posteriormente, con la ayuda de este ADN extraido poder detectar infecciones por hongo y eventualmente especificarlas.
Este procedimiento de dos fases aumenta sobre todo la especificidad porque eventualmente otro ADN de interferencia solo
puede estar presente en el segundo paso del procedimiento en pequefia cantidad.
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Ademas, se logra una separaciéon muy rapida y segura del ADN fingico del ADN celular. En esta solucion de partida, el ADN
celular se libera mediante la descomposicion de las células sanguineas existentes en la sangre completa, con lo cual las
células fungicas no descompuestas o al menos ain no descompuestas completamente por el procedimiento de
descomposicion anterior se pueden separar usando procedimientos rapidos y faciles como, por ejemplo, centrifugacién del
ADN celular libre. En la descomposicién que se realiza a continuacién de las células flngicas asi aisladas se puede partir
con gran seguridad de que en la soluciébn no hay ninguna o solo cantidades insignificantes de ADN celular. La
descomposicién de las células sanguineas realizada en la etapa al) se debe llevar a cabo por consiguiente de manera que
las células fungicas aln no sean lisadas. Debido a que la pared de las células fungicas es bastante mas compleja que la
pared de las células sanguineas, esto se puede asegurar usando los procedimientos de descomposicion adecuados
oportunamente.

Sin embargo, la etapa del procedimiento al) tiene todavia otra ventaja, a través de él se liberan de nuevo eventualmente
células fungicas fagocitadas, de manera que, especialmente para el diagnéstico, se pueden extraer incluso cantidades muy
pequefias de hongos presentes en la sangre completa. En el nuevo procedimiento ya no es necesario, que al menos
algunas células flngicas estén presentes en la sangre completa libre en la solucion, basta simplemente que después de la
fagocitosis existan algunas células de hongo, por ejemplo, en granulocitos o0 macréfagos.

La tarea que sirve de base a la invencion se resuelve completamente de este modo.
La etapa a) abarca las siguientes etapas:

al.l) Lisis de los glébulos rojos sanguineos mediante hemolisis osmética;

al.2) Descomponer enzimaticamente los glébulos blancos sanguineos; y

a2.1) Centrifugar la sangre completa tratada de esta manera y usar el granulo en las siguientes etapas del
procedimiento.

Resulta ventajoso que en las etapas al.1l) y al.2), si bien las células sanguineas se descomponen de manera segura, las
propias células fungicas no resultan dafiadas aun. Luego, mediante la centrifugacion siguiente es posible, por una parte, una
separacion muy segura entre el ADN celular liberado entretanto de las células sanguineas y los fragmentos de las células
sanguineas, asi como, por otra parte, las células fingicas en su mayoria aun intactas. Ademas, de este modo se garantiza
gue no se pierda ningin ADN fdngico, ya que este aun esta disponible en las células fungicas que se encuentran en el
granulo. En resumen, las ventajas de las etapas antes mencionados radican en que, por un lado, las concentraciones mas
pequefias también son abarcadas por las células flngicas y, por otro lado, el ADN flngico aislado esta poco o0 no esta
contaminado con ADN celular, de manera que se dispone de una elevada sensibilidad y especificidad para las etapas
diagnosticos siguientes, debido a que la proporcién de ADN fungico a ADN celular se mejora mucho a favor del ADN
fungico.

La etapa b) comprende las siguientes etapas:
b1.1) Lisado alcalino y tratamiento enzimatico de las células de hongo.

De ello resulta, que por estas sencillas etapas del procedimiento es posible la descomposicion segura de las células
fungicas extraidas de nuevo del granulo en la etapa del procedimiento a2.1).

Ademas se prefiere que en la etapa al.l) la lisis de los glébulos rojos sanguineos ocurra con la ayuda de una solucion
hipotoénica, preferentemente con una concentracion final de aprox. 10 mM de Tris pH 7,6, 5 mM de MgCl,, y 10 mM de NacCl,
y en la etapa al.2) la descomposicion enzimética de los glébulos blancos sanguineos en una solucién con una
concentracion final de 200 pg/ml de proteinasa K, 10 mM de Tris pH 7,6, 10 mM de EDTA pH 8,0, 50 mM de NaCly 0,2% de
SDS.

En un perfeccionamiento, la solucién de la etapa al.2) se incuba durante 100-140 min, preferentemente 120 min a 60-70°
C, preferentemente a 65° C.

Se descubrié que de este modo las células sanguineas se pueden descomponer de forma segura y completa y se evita un
dafo de las células fungicas, de manera que después de estos pasos del procedimiento no solo las células fungicas que se
encuentran libremente en solucion en la sangre de partida, sino también las células fangicas fagocitadas existan
relativamente intactas y se puedan centrifugar sin perder su ADN.

La etapa bl.1) comprende las siguientes etapas:

- Incubar las células fungicas existentes en el granulo de la etapa a2.1) a 90-98° C, preferentemente a 95° C durante 5-15
min, preferentemente 10 min, en una solucion de NaOH 50 mM,
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- Neutralizar con Tris-HCI 1 M, pH 7,0,
- Tratar enzimaticamente con zimolasa durante 50-70 min, preferentemente 60 min a 30-40° C, preferentemente a 37° C,

- Desnaturalizar la proteina mediante incubacion con Tris/EDTA a 60-70° C, preferentemente a 65° C, durante 10-30 min,
preferentemente 20 min.

Se descubrié que con estas etapas del procedimiento es posible una descomposicion segura de las células fungicas con la
posterior liberacién completa exitosa del ADN flngico, de manera que el ADN flngico se encuentre libremente en la solucién
y se pueda aislar de los fragmentos de células fungicas.

Para ello se prefiere que la etapa b2) comprenda las siguientes etapas de:
- Precipitar la proteina con 5 M de acetato de potasio, y
- Precipitar el ADN del sobrenadante en isopropanol helado.

Estas etapas del procedimiento se deben realizar de manera muy simple, primero se precipita la proteina mediante la
adicion de acetato de potasio, luego se extrae el sobrenadante y se mezcla con isopropanol helado, de manera que precipite
el ADN. Luego este ADN precipitado se puede cultivar para las otras etapas del procedimiento, o sea, para detectar e
identificar una infeccién por hongo.

En el procedimiento descrito se resume como una ventaja que la especie de hongo se puede determinar generalmente por
medio de su ADN y después se puede identificar especificamente. De esta forma, el ADN fungico no se extrae directamente
de la sangre completa, sino que primero tiene lugar una separacion de las células fungicas del ADN celular para aumentar la
sensibilidad y especificidad de la deteccion. En otras palabras, si en la sangre completa solo estan disponibles unas pocas
células flngicas, la cantidad muy pequefia de ADN flungico extraida de ellas no podria detectarse en el fondo de ADN
celular existente en una concentraciéon muy alta, de manera que la separacion antes mencionada trae grandes ventajas con
respecto a la sensibilidad.

Otra ventaja del nuevo procedimiento radica en que para la deteccion también estan disponibles las células fangicas
fagocitadas, debido a que primero se descomponen las células sanguineas de la sangre completa, sin que con esto se
dafien las células fungicas, independientemente de que se encuentren libres en la soluciéon o en estado fagocitado. Las
células fungicas se descomponen solo después de la separacion de las células flngicas del ADN celular y de los restos de
las células sanguineas. El procedimiento usado aqui permite realizar una descomposicion completa a pesar de la alta
complejidad de las paredes de las células fungicas, sin que con ello se destruya el ADN fungico.

Igualmente se describe un estuche para realizar el procedimiento descrito anteriormente. Un estuche de este tipo puede
contener una composicién de todas las soluciones habituales necesarias para los pasos mencionados del procedimiento por
separado. Sin embargo también se puede prever que este estuche solo contenga las soluciones no disponibles
habitualmente en un laboratorio, de manera que, por ejemplo, se puede renunciar al tampon Tris, etc., pero al menos en el
estuche estan disponibles la proteinasa K y zimolasa.

En los ejemplos del 6 al 9 se describe primero la forma de detectar si en el precipitado hay disponible generalmente ADN
fungico, después de lo cual se clasifica el precipitado segin la especie de hongo particular. Para ello se aprovecha, que las
secuencias de ADN que aparecen en el protocolo de secuencias como sec. con nim. de ident.: 1 y sec. con num. de ident.:
2 se unen especificamente en los Sitios de unién del gen fungico para 18 ssu-rARN de muchas cepas y especies fungicas y
aparecen como iniciador en una reaccién en cadena de polimerasa de productos de amplificaciéon con una longitud de aprox.
500 pares de bases. Estos productos de amplificacién se pueden clasificar en el marco de una hibridacién secuencial de
determinadas especies de hongo, donde las secuencias de nucleétidos indicadas en el protocolo de secuencias como sec.
con num. de ident.: 3 a sec. con ndm. de ident.: 8, que son sondas especificas de la especie, se usan como sondas de
hibridacion.

Naturalmente, el ADN fungico, por ejemplo, se puede detectar ademas por otros métodos de biologia molecular, y clasificar
la especie de hongo particular, sin embargo la PCR con el iniciador especifico asi como la posterior hibridaciéon secuencial
representan procedimientos de funcionamiento muy seguro, y faciles de ejecutar.

Otras ventajas resultan de la descripcion que aparece a continuacion.

A continuacién se describen ejemplos de realizacién de las etapas particulares del procedimiento, asi como el uso del
procedimiento en el marco de un programa de analisis clinico.

Una ventaja especial del nuevo procedimiento radica en que se realiza con sangre completa y que, por ejemplo, no se
requiere ninguna biopsia ni se usa suero que haya que fabricar. Con la sangre completa se efectlia primero una separacion
de las células fungicas del ADN celular. Esto es necesario para que el ADN fangico que eventualmente solo existe en
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pequefia cantidad no tenga que detectarse en el fondo de ADN celular disponible en una concentracién muy superior. Con
ello se aumenta la especificidad del procedimiento de deteccion. Con este objetivo primero se someten a lisis los glébulos
rojos sanguineos mediante hemolisis osmotica y luego los glébulos blancos sanguineos de manera enziméatica. Ambos
pasos del procedimiento se seleccionan de forma tal que las propias células fungicas no se afectan con ello y que,
eventualmente, las células fangicas fagocitadas se liberan de nuevo intactas, de manera que también estén disponibles para
otra deteccion.

Ejemplo 1: Lisis de glébulos rojos sanguineos mediante hemolisis osmética.

La lisis de los globulos rojos sanguineos ocurre con la ayuda de una solucion hipoténica. Para ello se usa el siguiente
tampodn con las siguientes concentraciones finales:

Tris pH 7,6 10 mM
MgCl, 5 mM
NacCl 10 mM

La solucion se incuba durante 10 min a temperatura ambiente, y luego se centrifuga.

Para este primer paso es suficiente una cantidad de 3 ml de sangre completa.

Ejemplo 2: Descomposicién enzimatica de los glébulos blancos sanguineos

Los glébulos blancos sanguineos, que eventualmente contienen células fungicas, se descomponen con cuidado mientras las

células con proteinasa K (200 pg/ml) de la firma Boehringer, de Mannheim, subsisten enzimaticamente en el tampdn
posteriormente con las concentraciones finales indicadas, en el cual se incluye el granulo del Ejemplo 1:

Tris pH 7,6 10 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
NacCl 50 mM
SDS 0,2%
Proteinasa K 200 pg/mi

Este tampdn se incuba durante dos horas a 65° C.

Ejemplo 3: Separacion de células fingicas en su mayoria intactas del ADN celular

Después que las células sanguineas se descomponen como se describié en los ejemplos 1y 2, de manera que se libere el
ADN celular, tiene lugar un paso de centrifugacion a 5000 revoluciones/minuto, que conlleva a una pérdida considerable del
ADN celular que precipita a esta velocidad de centrifugacion.

En el granulo se encuentran ahora las células fangicas completamente libres o liberadas que se incluyen en un tampon
(Aqua bidest) para el procesamiento ulterior.

Ejemplo 4: Descomposicion de las células fuangicas

A continuacioén, las células flngicas se someten a lisis alcalina y se tratan enzimaticamente para liberar el ADN fungico.
Para ello, primero tiene lugar una lisis alcalina con 200 ml de NaOH 50 mM durante 10 min a 95° C.
Después se produce un paso de neutralizaciéon con Tris-HCI 1 M pH 7,0.

A continuacién se adicionan 500 pl de zimolasa Sigma (300 pg/ml) y se incuba la solucién durante 60 min a 37° C para
descomponer las células fungicas enzimaticamente.

Posteriormente se adicionan 500 pl de Tris/EDTA y 50 pl de solucién de SDS al 10% y se incuba la mezcla a 65° C durante
20 min, para desnaturalizar la proteina.
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Ejemplo 5: Aislamiento del ADN fungico

En la solucion existente se encuentran restos de las células fungicas, asi como ADN fangico libre, que tienen que aislarse.
Para ello primero tiene lugar una precipitacion de la proteina con 5 M de acetato de potasio, con lo que se elimina el
sobrenadante y después se precipita el ADN mediante la adicion de isopropanol helado. Posteriormente este producto
precipitado se usa para las otras etapas del procedimiento.

A través de las etapas del procedimiento presentadas en los ejemplos 1 - 5 es posible extraer de manera muy selectiva ADN
fungico de la sangre completa, que existe en forma de precipitado y estd muy poco contaminada con ADN celular, con lo
cual se puede realizar de manera muy sensible y especifica la deteccién que tiene lugar a continuacion.

Ejemplo 6: Amplificacion de un segmento de ADN especifico del hongo

En esta etapa del procedimiento se debe detectar primero si en el precipitado de la etapa del procedimiento del ejemplo 5
existe realmente ADN flngico. Para ello se aprovecha que las secuencias de ADN identificadas en el protocolo de
secuencias como sec. con nam. de ident.: 1 y sec. con nim. de ident.: 2 se unen especificamente en los sitios de union del
gen fungico para el 18ssu-rARN de muchas cepas y especies de hongo.

El inventor de la presente solicitud reconoce, que este gen fungico en las diferentes cepas y especies de hongo muestra un
segmento de secuencia de un tipo, que por una parte esté flanqueado por dos regiones de enlace para el iniciador que son
idénticas para todas las cepas y especies de hongo, y que por otra parte, sin embargo, la secuencia de este segmento es
tan diferente para las distintas especies y géneros de hongo, que se puede usar al mismo tiempo para la deteccién de la
especie y el género del hongo particular.

La secuencia de ADN de sec. con nim. de ident.: 1 se une a la cadena sentido, mientras que la secuencia de ADN de sec.
con num. de ident.: 2 se une a la cadena antisentido, donde la distancia entre ambos Sitios de union es aprox. 500 pares de
bases. Estas dos secuencias de ADN de sec. con num. de ident.: 1 y sec. con nim. de ident.: 2 son apropiadas como
iniciadores para una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), en la que se obtienen productos
de amplificacion (Amplicén) con una longitud de aprox. 500 pares de bases.

En la siguiente Tabla 1 se presenta la ubicacién del iniciador y la longitud de los respectivos amplicones.

Tabla 1: Amplicones obtenidos de patégenos de hongo

Especie de hongo Sitios de unioén del iniciador directo-iniciador inverso Longitud del
amplicén
C. albicans bp544-563 bp1033-1014 bp490
C. glabrata bp546-565 bp1047-1028 bp502
C. krusei bp535-554 bp1016-997 bp482
C. tropicalis bp544-563 bp1030-1011 bp487
C. parapsilosis bp544-563 bp1033-1014 bp490
A. fumigatus bp544-563 bp1046-1027 bp503
A. niger bp483-502 bp986 - 967 bp503
A. flavus bp483-502 bp985 - 966 bp502
A. terreus bp481-500 bp984 - 965 bp503
A. nidulans bp481-500 bp984 - 965 bp503
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Con estas dos sec. con nim. de ident.: 1 y sec. con nim. de ident.: 2 del iniciador se pueden producir amplicones de aprox.
500 pares de bases en una cantidad suficiente para todas las especies de hongo relevantes de los géneros Candida y
Aspergillus mediante el procedimiento de PCR.

Para ello las condiciones de la PCR son las siguientes:
Tampén (50 p l):
10 mM de Tris pH 9,6
50 mM de NaCl
10 mM MgCl;
0,2 mg/ml de BSA
Polimerasa
por cada 0,5 mM de nucle6tido

por cada 100 pM iniciador

Desnaturalizacion inicial: 3minag4°C
Ciclo de desnaturalizacion: 0,5mina94°C
Hibridacién: 1mina62°C
Extension: 2mina72°C

Extension del terminal:
5mina72°C

Numero de ciclos: 34

La elevada concentracion de magnesio en el tampdn es responsable de una alta especificidad de la polimerasa que puede
trabajar a su temperatura éptima con 72° C en la etapa de extension.

Con estos iniciadores se podrian amplificar exitosamente un total de 40 cepas de Candida albicans, 10 cepas de Candida
tropicalis, 6 cepas de Candida parapsilosis, 11 cepas de Candida glabrata, 8 cepas de Candida krusei, 8 cepas de
Aspergillus fumigatus, 6 cepas de Aspergillus flavus, 5 cepas de Aspergillus terreus, 7 cepas de Aspergillus niger, 5 cepas
de Aspergillus nidulans y 3 cepas de Aspergillus versicolor.

Ejemplo 7: Deteccidn de los productos de amplificacion del Ejemplo 6

En el proximo paso se debe detectar si en la reaccién por PCR del ejemplo 6 también se fortalecieron realmente los
segmentos de ADN con una longitud de aprox. 500 pares de bases. Esta deteccion de los segmentos de ADN especificos
del hongo ocurre mediante tincion con bromuro de etidio de la banda especifica en un gel de agarosa al 2%.

Para el reconocimiento de la banda especifica, se puede partir de una infeccién por hongo, debido a que las sec. con nim.
de ident.: 1y sec. con nim. de ident.: 2 del iniciador se unen a todas las cepas de hongo mencionadas anteriormente. Si el
ADN fungico se extrae de las etapas del procedimiento de los ejemplos 1 - 5, entonces la etapa de amplificacion PCR del
ejemplo 6 se puede detectar mediante la tincién con bromuro de etidio.

Ejemplo 8: Asignacién de los productos de amplificacion del ejemplo 6 a la especie de hongo particular

Para una terapia especifica es necesario aln especificar con mayor exactitud la infecciéon por hongo ya detectada en la
etapa 7. Aqui se muestra ahora otra ventaja de la etapa de PCR del ejemplo 6. De hecho, se produjo un segmento de ADN
fungico tan especifico que ahora son posibles otros procedimientos de deteccion para determinar la especie de hongo.

Para ello se cultivan las secuencias de nucleétido identificadas en el protocolo de secuencias como sec. con num. de ident.:
3 a sec. con nim. de ident.: 8 que sirven como sondas especificas de la especie, que hibridan especificamente una seccion
de secuencia de los segmentos de ADN producidos en el ejemplo de 6.
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Se descubrié, que la sonda de sec. con nim. de ident.: 3 hibrida con Candida albicans, la sec. con nim. de ident.: 4 con
Candida glabrata, la sec. con nim. de ident.: 5 con Candida krusei, la sec. con nim. de ident.: 6 con Candida tropicalis, la
sec. con num. de ident.: 7 con Candida parapsilosis y la sec. con nim. de ident.: 8 con Aspergillus fumigatus, A. flavus, A.
versicolor, A. niger, A. nidulans y A. terreus. La secuencia de nucléotido de sec. con nim. de ident.: 8 es una sonda general
Aspergillus, mientras que las secuencias de nucleétido de las sec. con nim. de ident.: 3 - sec. con nim. de ident.: 5 pueden
diferenciar entre si especies de hongo del género Candida.

Para poder detectar la hibridacion ocurrida, las sondas se marcan con Digoxigenina con el estuche de transferasa de la
firma Boehringer, de Mannheim, donde la deteccién se realiza segln los procedimientos de hibridacion Southern con la
reaccion de colores usual.

Con la ayuda de estas sondas se produce una hibridacion secuencial, que se escalona segun la frecuencia de la especie de
hongo particular, de manera que primero se hibrida con la sec. con nim. de ident.: 3 (C. albicans), luego con la sec. con
nam. de ident.: 8 (Aspergillus), la sec. con num. de ident.: 6 (C. tropicalis), la sec. con nim. de ident.: 7 (C. parapsilosis), la
sec. con num. de ident.: 4 (C. glabrata) y, finalmente, con la sec. con nim. de ident.: 5 (C. krusei).

De este modo, a partir del producto de amplificacién producido en la etapa del ejemplo 6, es posible identificar la especie de
hongo mediante hibridacién secuencial e iniciar a continuacion una terapia dirigida.

Ejemplo 9: Deteccidn de células flngicas en la sangre

Con la ayuda de la amplificacion especifica y la hibridacion secuencial se logra detectar de manera reproducible la especie
de hongo con una sensibilidad de 1 - 3 células fungicas. Mediante el cultivo de la especie de hongo en muestras de sangre
se podria demostrar que el procedimiento antes mencionado alcanza una sensibilidad de una CFU (unidad de formacién de
colonias)/ml de sangre. Este limite de deteccién esta muy por debajo de lo que se puede esperar de un cultivo de hongos en
la sangre relevante desde el punto de vista clinico.

Ejemplo 10: Programa de anélisis clinico

En un gran programa de analisis clinico se pudo detectar una elevada especificidad del nuevo procedimiento en el andlisis
de 165 muestras de sangre de 65 sujetos sanos. Las 165 muestras de sangre son negativas.

Después, 94 pacientes inmunodeprimidos con fiebre confusa se analizaron en presencia de una infeccién por hongo. De 69
pacientes que no tenian ninguna infeccion invasiva por hongo, mas de 200 muestras de sangre (hasta una excepcion)
fueron igualmente negativas.

Por el contrario, los 25 pacientes con infeccién invasiva por hongo se pudieron identificar como positivos durante la primera
semana. Ademas todos los pacientes se asignaron al agente patdgeno de hongo causante.
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LISTADO DE SECUENCIAS
DATOS GENERALES:
SOLICITANTE:

NOMBRE: Universidad Karl Eberhard de Tubinga, Clinica Universitaria

CALLE: Geissweg 3

LUGAR: Tubinga

PAIS: Alemania

CODIGO POSTAL: 72076

TELEFONO: 07071-29-1 TELEFAX: 07071-293966

DENOMINACION DE LA INVENCION: Extraccion de ADN de células fangicas

NUMERO DE SECUENCIAS: 8

VERSION LEGIBLE POR COMPUTADORA:
SOPORTE DE DATOS: (sigue)
COMPUTADORA:

SISTEMA OPERATIVO:

SOFTWARE:

DATOS DE LA ACTUAL SOLICITUD:
EXPEDIENTE DE ABOGADO: 5402P155EP
DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:1:
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 20 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:1:

ATTGGAGGGC AAGTCTGGTG 20

DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:2:
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 20 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:2:
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CCGATCCCTA GTCGGCATAG 20

DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:3:
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 30 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:3:

TCTGGGTAGC CATTTATGGC GAACCAGGAC 30
DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:4:
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 30 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:4:

TTCTGGCTAA CCCCAAGTCC TTGTGGCTTG 30
DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:5:
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 30 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:5:

GTCTTTCCTT CTGGCTAGCC TCGGGCGAAC 30
DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:6:
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 30 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:6:
GTTGGCCGGT CCATCTTTCT GATGCGTACT 30

DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:7:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 30 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria

TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:7:
TTTCCTTCTG GCTAGCCTTT TTGGCGAACC 30

DATOS DE LA SEC. CON NUM. DE IDENT.:8:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 30 pares de bases

TIPO: Acido nucleico

FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria

TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICAMENTE: Si

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. CON NUM. DE IDENT.:8:
CATGGCCTTC ACTGGCTGTG GGGGGAACCA 30
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la deteccién de células fungicas en el material clinico mediante la obtencion de ADN fungico
de la sangre completa que comprende las etapas de:

a) Aislar las células fingicas en su mayoria intactas de la sangre completa, y
b) Obtener ADN de las células fungicas aisladas mediante

bl) Descomposicion de las células fungicas aisladas, y

b2)  Aislamiento del ADN flngico,

donde la etapa a) comprende ademas las etapas de:

al) Descomponer las células sanguineas existentes en la sangre completa; y
a2) Aislar las células fangicas en su mayoria intactas del ADN celular,
caracterizado porque la etapa bl) comprende ademas la etapa de:

bl.1) Lisis alcalina y tratamiento enzimatico de las células de hongo, donde la etapa a) comprende ademas las
etapas:

al.l) Lisis de los glébulos rojos sanguineos mediante hemolisis osmética;
al.2) Descomponer enzimaticamente los glébulos blancos sanguineos; y

a2.1) Centrifugar la sangre completa tratada de esta manera y usar el granulo en las siguientes etapas del
procedimiento,

y donde la etapa b1.1) comprende las siguientes etapas:

- Incubar las células fangicas existentes en el granulo de la etapa a2.1) a 90-95° C, preferentemente a 95° C
durante 5-15 min, preferentemente 10 min, en una solucién de NaOH 50 mM, y

- Neutralizar con Tris-HCI 1 M pH 7,0,

- Tratar enziméaticamente con zimolasa durante 50-70 min, preferentemente 60 min a 30-40° C, preferentemente
37° C,

- Desnaturalizar la proteina mediante incubacion con Tris/EDTA a 60-70° C, preferentemente a 65° C durante 10-
30 min, preferentemente 20 min.

Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa al.1) la lisis de los glébulos
rojos sanguineos tiene lugar con la ayuda de una solucién hipoténica y detergente, preferentemente con una
concentracion final de 10 mM de Tris pH 7,6,5 mM de MgCl, y 10 mM de NaCl.

Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque en la etapa al.2) la descomposicién
enzimatica de los glébulos blancos sanguineos se produce en una solucién con una concentracion final de 200
pg/ml de Proteinasa K, 10 mM de Tris pH 7,6, 10 mM de EDTA pH 8,0, 50 mM de NaCl y 0,2% de SDS.

Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3, caracterizado porque la soluciéon se incuba durante 100-140
min, preferentemente 120 min a 60-70° C, preferentemente a 65° C.

Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la etapa b2) comprende
las siguientes etapas:

- Precipitar la proteina con 5 M de acetato de potasio, y

- Precipitar el ADN del sobrenadante en isopropanol helado.
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