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DESCRIPCION
Andlisis de resistencia a farmacos de tipo equinocandinas
[0001] La presente invencién describe ensayos de acido nucleico en hongos.

[0002] Las infecciones fungicas son una causa significativa de morbilidad y mortalidad en numerosos pacientes
enfermos; y su impacto resulta exacerbado debido a la falta de diagndstico rapido y de tratamiento efectivo de estas
infecciones. El uso generalizado de agentes antifungicos ha sido el resultado de la seleccion de especies
naturalmente resistentes a los hongos, asi como de la aparicion de resistencia en especies susceptibles. El
tratamiento de las enfermedades fungicas se ve obstaculizado por la escasa disponibilidad de farmacos antifungicos.
Recientemente se ha presentado Caspofungin como el primer farmaco de una nueva clase de equinocandinas que
se dirige a la pared celular fungica inhibiendo la sintesis de 3 - (1 — 3) — D - glucano. La utilizacion de Caspofungin
se estd expandiendo rapidamente, y se estan presentando aislados clinicos de especies de Candida con
susceptibilidad in vitro reducida que muestran una correlacion muy alta entre la falta de tratamiento y los altos
niveles de concentracién inhibitoria minima in vitro, o CMI. Puesto que la exposicion del paciente a Caspofungin
aumenta y que las demas equinocandinas, incluyendo Micafungin y Anidulafungin, se encuentran comercialmente
disponibles, se prevé un aumento del numero de aislados clinicos con valores elevados de CMI.

[0003] Un aspecto de la presente invencion son los ensayos de acido nucleico que detectan las mutaciones
genéticas asociadas a hongos resistentes a las equinocandinas, incluyendo de manera no limitante los hongos del
género Candida.

[0004] Ofro aspecto de la presente invencion son dicho ensayos de acido nucleico que emplean la amplificacion
de acido nucleico exponencial de regiones especificas que codifican la proteina FKS1, preferiblemente acoplados
por secuenciacion o deteccion utilizando sondas marcadas discriminantes de alelos.

[0005] Oftro aspecto de la presente invencidén son los kits de reactivos y los conjuntos de oligonucleétidos de
cebadores y sondas para llevar a cabo los ensayos anteriores.

[0006] Se han realizado trabajos previos que consideran aspectos de las regiones especificas que codifican FKS1,
como THOMPSON ET AL., :"A Glucan Synthase FKS1 Homolog in Cryptococcus neoformans Is Single Copy and
Encodes and Essential Function” [J. OF BACTERIOLOGY vol. 181, n® 2, Enero 1999, pagina 452], y la patente
EP931834; sin embargo, ninguno ha presentado un ensayo efectivo sobre la resistencia a los farmacos de tipo
equinocandinas como se propone en este documento.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0007] Segun la presente invencion, se presenta un ensayo de acidos nucleicos para determinar la resistencia a
farmacos de tipo equinocandinas en hongos susceptibles a farmacos de tipo equinocandinas y que contienen el gen
FKS1 correspondiente a la subunidad de Fks1p 1 - 3 B — D - glucano sintetasa que comprende la amplificaciéon de
una primera secuencia diana de acido nucleico del gen FKS1 correspondiente a los aminoacidos 636 a 654 de
CaFks1p o a cualquier area de esa secuencia que incluya los aminoacidos 641 a 649 para generar una primera
secuencia diana amplificada, poniendo en contacto la primera secuencia diana amplificada con sondas de
hibridacion especifica marcadas para las mutaciones aminoacidas S645P, S645Y y S645F de CaFks1p; y para
detectar la presencia de cualquiera de estas mutaciones en dicha primera secuencia diana amplificada.

[0008] Segun la presente invencion, también se presenta un conjunto de oligonucledtidos que incluye un primer
par de cebadores hacia adelante e inversos que amplifican una primera secuencia diana del gen FKS1
correspondiente a la subunidad de Fks1p 1 —3 B — D — glucano sintetasa, correspondiente a su vez a, al menos,
parte de la secuencia que incluye los aminoacidos 641 a 649, y sondas marcadas de hibridacién discriminantes de
alelos que se hibridan selectivamente a las mutaciones T1933C, C1934A y C1934T.

[0009] Las equinocandinas son los primeros y mas importantes farmacos antifingicos en estar disponibles
comercialmente en décadas. El mantenimiento de la integridad de la pared celular fungica es esencial, ya que un
hongo no puede sobrevivir sin esta estructura, o incluso si esta se encuentra notablemente alterada de alguna
manera. La pared es una matriz extracelular de estructura en capas consistente en una capa externa de
glicoproteinas y una capa interna de polimeros de hidratos de carbono que incluyen glucano, quitina y
galactomanano. En los hongos saprofitos y patégenos, la capa de carbohidratos se compone en su mayoria de B (1
— 3) - glucano y a (1 — 3) - glucano, pero también contiene algunos B (1 — 6) - glucanos y quitina. Los glucanos
también se liberan a la sangre a través de la pared celular fiUngica como exopolimeros en pacientes con infecciones
fungicas, y se sabe que activan un amplio rango de respuestas autoinmunes innatas. La pared celular fungica es
una estructura dinamica, puesto que los polimeros que la constituyen son quimicamente modificados
constantemente y se reorganizan durante la biosintesis de la pared celular. Por ejemplo, es bien conocido que
Fks1p, la presunta subunidad catalitica del complejo glucano sintetasa responsable de la formacion de B (1 — 3) -
glucano, se localiza en acumulos de actina cortical. Se mueve sobre la superficie de la célula a las zonas de
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remodelacion de la pared celular, y las células con Fks1p inmovilizada muestran la estructura y la funcion
defectuosas de la pared celular. Fks1p es el producto del gen FKS1. Las equinocandinas son hexapéptidos ciclicos
N - acilados con cadena de acidos grasos e inhiben la B (1 — 3) — D - glucano sintetasa, responsable de la
biosintesis del biopolimero principal de la pared celular. Los farmacos de tipo equinocandinas, caspofungin,
micafungin y anidulafungin son los primeros de una nueva clase de componentes antifingicos que se dirigen a la
pared celular fungica inhibiendo la B (1 — 3) - glucano sintetasa. La seguridad y la tolerabilidad de caspofungin, el
primer farmaco aprobado, en el tratamiento de infecciones fungicas se ha analizado en ciertos estudios recientes,
sin que la mayoria de los pacientes sufrieran efectos adversos clinicos o de laboratorio graves.

[0010] Estos farmacos tienen un amplio espectro de actividad antifingica contra las especies de Candida y
Aspergillus sin resistencia cruzada a agentes antifingicos existentes y, por lo tanto, son efectivos contra las
levaduras y los mohos resistentes a los azoles. Mas importante es que, debido a su influencia critica en la pared
celular, las equinocandinas actuan como fungicidas contra las levaduras. Son activas contra los mohos, pero solo
parecen inhibir las puntas de crecimiento de las hifas. Sin embargo, son menos activas contra las especies invasivas
de Zygomycetes, Cryptococcus neoformans o Fusarium. No obstante, son altamente efectivas clinicamente contra
las especies de Aspergillus. Caspofungin ha sido aprobado en E.E.U.U. y otros paises para el tratamiento de
numerosas infecciones fungicas graves, incluyendo la aspergillosis invasiva en pacientes refractarios o intolerantes a
otras terapias, candidiasis esofagica, candidemia y otras infecciones por Candida (incluyendo abscesos
intraabdominales, peritonitis e infecciones en el espacio pleural). Caspofungin también esta indicado en terapias
empiricas de posibles infecciones flngicas en pacientes con fiebre persistente y neutropenia. En la actualidad,
caspofungin se utiliza frecuentemente junto a triazoles, como el voriconazol, en terapias antifingicas primarias
contra levaduras y mohos. La aparicién de farmacos similares a micafungin y anidulafungin ampliara el alcance de
esta nueva clase de farmacos altamente eficaces en la comunidad clinica.

[0011] Desde que la primera equinocandina aprobada entrara en el mercado en 2002, el uso de caspofungin en
clinicas ha crecido rapidamente, especialmente como etiqueta para caspofungin en E.E.U.U., donde se expandid
recientemente para incluir la candidiasis esofagica, fungemia y otras infecciones por Candida, asi como en la terapia
empirica. Se han descrito aislados clinicos de Candida con susceptibilidad reducida in vitro a caspofungin y se ha
comprobado la correlacion entre el fracaso in vivo y el aumento in vitro de los valores de CMI de caspofungin,
aunque la estricta correlacion entre los valores de las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) y el resultado
clinico no se ha establecido todavia. Cuando la exposicion de un paciente a caspofungin aumenta y micafungin
(junio 2005) y anidulafungin entran en el mercado, se anticipa que el niumero de aislados clinicos con valores
elevados de CMI se incrementara y que un numero creciente de pacientes fracasara en la terapia debido a la
reducida susceptibilidad a los farmacos.

[0012] La presenten invencion incluye ensayos de acido nucleico para detectar mutaciones en hongos como las
levaduras de las especies de Candida y los mohos de las especies de Aspergillus, que confieren resistencia a los
farmacos pertenecientes a la clase de las equinocandinas, incluyendo caspofungin, micafungin y anidulafungin. Los
ensayos son adecuados para cualquier muestra que contenga o sea susceptible de contener el hongo, incluyendo
de manera no limitante las muestras obtenidas de humanos, como, por ejemplo, sangre, orina o0 muestras de tejido.
Las especies de Candida incluyen C. albicans, C. krusei, C. guillermondii, C. glabatra, C. tropicalis, y C. parapsilosis.
Las especies de Aspergillus incluyen A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans y A. terreus. Las dianas para los
ensayos son secuencias de acido nucleico (ADN o ARN) que corresponden a una o, preferiblemente, a ambas
regiones conservadas en la familia de proteinas FKS1p. La regién referida como primera region, o HS1, corresponde
a la secuencia aminoacida de CaFks1p que va desde Phegs1 hasta Progsse. Las secuencias diana de acido nucleico
para los ensayos de la presente invencion corresponden a esa region conservada, pero pueden corresponder a uno,
dos o mas, hasta cinco, aminoacidos adicionales en uno o ambos extremos de cada regién conservada. La region
referida como segunda region, o HS2, corresponde a la secuencia aminoacida de CaFks1p que va desde Aspiss7
hasta Leuisss. Las secuencias diana de acido nucleico para los ensayos de la presente invencion corresponden a
esa region conservada, pero pueden corresponder a aminoacidos adicionales en los extremos, desde el aminoacido
1345 hasta el aminoacido de CaFks1p que esta a una distancia de uno, dos o hasta cinco aminoacido de Leu1ssa,
como, por ejemplo, los aminoacidos 1345 - 1369. Utilizando cepas de laboratorio y aislados clinicos se han podido
identificar ciertas mutaciones que confieren resistencia a las equinocandinas en esas regiones. Entre las cepas de
laboratorio utilizadas estan CAl4 y M70 (véase el Ejemplo 2) y los mutantes de laboratorio generados (referidos en
el presente documento como cepas “NR”, por ejemplo NR2). A partir de las cepas de laboratorio y los aislados
clinicos se han podido identificar ciertos cambios en aminoacidos simples que infieren resistencia, incluyendo F641L,
F641S, S645P, S645Y, S645F, P649H, R1361H y R1361G, y algunos SNPs responsables de los cambios en los
aminoacidos.

[0013] Los ensayos de la presente invencion incluyen la amplificacion de las secuencias de acido nucleico que
incluyen las secuencias diana anteriores, es decir, las secuencias diana de acido nucleico, ya sea ADN o ARN, que
corresponden a, o codifican, las secuencias aminoacidas anteriormente descritas. Se puede utilizar cualquier
método de amplificacion exponencial, incluyendo, por ejemplo, PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (véase la
patente U.S. 4,965,188 y la solicitud de patente publicada WO 03/054233A1), LCR (reaccion en cadena de la
ligasa), NABSA (amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico), SDA (amplificacion por desplazamiento de
la hebra), 3SR (amplificacién de secuencia autosostenida), TMA (amplificacion de transcripcion mediada) y
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amplificacion de Q - beta replicasa - mediada, todas ellas ya conocidas en la disciplina.

[0014] La deteccion de mutaciones en secuencias diana amplificadas puede llevarse a cabo mediante cualquier
procedimiento, incluyendo de manera no limitante los procedimientos de secuenciacién y deteccién mediante sondas
de hibridacién marcadas. Los procedimientos de secuenciacién incluyen, por ejemplo, la secuenciacion didesoxi y la
pirosecuenciacion, ambas conocidas en la disciplina. La deteccion mediante sondas de hibridacion puede llevarse a
cabo siguiendo la amplificacién, es decir, la deteccion en punto final; o en tiempo a real, es decir, durante la
amplificacion. Los procedimientos en tiempo real mediante sondas de hibridacion incluyen el método de deteccion
de la nucleasa 5' descrito en las patentes U.S. 5,487,972 y U.S 5,538,848; la deteccion mediante sondas de baliza
molecular se describe en la patente U.S. 5,925,517; la deteccion mediante parejas de sondas FRET; la deteccion
mediante sondas de doble cadena, descrita en Li, Q. Et al., (2002) “A New Class of Homogeneous Nucleic Acid
Probes Based On Specific Displacement Hybridization” Nuc. Acid Res. 30: (2) ¢5); y sondas para ligando de union al
surco menor (MGB), descritas en Afonia et al., (2002) “Minor Groove Binder - Conjugated DNA Probes for
Quantitative DNA Detection by Hybridization - Triggered Fluorescence”, Biotechinques 32: 946 - 9.

[0015] Los procedimientos de deteccién por sonda de la presente invencion utilizan, al menos, una sonda
discriminante de alelos, es decir, una sonda que se hibridara a, y generara una sefal de, un alelo (por ejemplo, la
secuencia de tipo salvaje) pero no otro alelo (por ejemplo, un alelo mutado) en las condiciones de deteccion
empleadas. Las sondas discriminantes de alelos tienen, normalmente, una secuencia de unién bastante corta,
tipicamente no mas de 25 nucleétidos de longitud y, a menudo, de 5 a 10 nucledtidos mas cortas. La deteccion de
mutaciones resistentes a los farmacos segun la presente invencion puede llevarse a cabo utilizando mas de una
sonda para analizar una secuencia diana completa. También se pueden utilizar sondas multiples para identificar una
mutacion en particular, es decir, una sonda especifica para cada mutacién conocida o sospechosa de encontrarse
en una posicién nucledtica particular. Los ensayos de sondas multiples pueden incluir amplificaciones paralelas,
cada una conteniendo una sonda ademas de ensayos multiplexados parcial o totalmente, en los que cada recipiente
de reaccion incluye dos o mas sondas diferentes.

[0016] EI conjunto de ensayos segun la presente invencion incluye sondas y cebadores de amplificacion.
Generalmente, los cebadores no sirven como sondas indicadoras, aunque no por ello estdn desautorizadas a
hacerlo. Por ejemplo, los cebadores llamados “Scorpion” incluyen sondas de horquilla o de baliza molecular.
Whitcombe et al., (1994) “Detection of PCR Products Using Self - Probing Amplicons and Fluorescence”, Nat.
Biotechnol. 117:804 - 807. Los kits para ensayo incluyen, en su forma preferente, todos los reactivos necesarios
para la amplificacion y la deteccion de, al menos, los cebadores, sondas, enzimas de polimerizacion y sNTPs. Los
kits para ensayo pueden también incluir cebadores y sondas con otros objetivos, por ejemplo, la amplificacion de
oligonucledtidos de control. También pueden incluir muestras de preparacion de reactivos.

[0017] La presente invencion también incluye conjuntos de oligonucleétidos que incluyen, al menos, cebadores y
sondas para un ensayo. También pueden incluirse oligonucledtidos de control.

[0018] Los detalles de una o mas realizaciones de la presente invencion se exponen en lo sucesivo junto a las
figuras que se acompafian y la descripcidon descrita a continuacion. Otras caracteristicas, objetivos y ventajas de la
invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion y los dibujos, asi como de las reivindicaciones.

[0019] Tal como se utilizan en la presente solicitud, se utilizan ciertas abreviaturas.

[0020] “GS” es una abreviatura para “glucano sintetasa”.

[0021] Fks1p es la abreviatura para la proteina Fks1, asignada, a menudo, a la subunidad catalica de complejos
de glucano sintetasa responsable de la formacion de 3 (1 — 3) - glucano.

[0022] FKS1 es el gen que codifica Fks1p.
[0023] CaFks1p es la proteina Fks1 de C. albicans.
[0024] CaFKS1 es el gen FKS1 de C. albicans.

[0025] Sersss es la nomenclatura convencional para designar un aminoacido, en este caso serina y su posicion en
una proteina. En CaFks1p, la serina es el aminoacido numero 645.

[0026] $S645P designa una mutacion, indicando primero el aminoacido de la proteina de tipo salvaje (en este caso
“S”, serina); después la posicion aminoacida (en este caso “645”, indicando Sersss como el tipo salvaje); y, por
ultimo, el aminoacido mutado (en este caso “P”, prolina).

[0027] T1933C designa una mutacién genética en la posicién nucleétida 1933 de T a C. En el gen CaFKS1, la
posicion nucledtida 1933 se da en el triplete que codifica a Sersss de CaFks1p, y de la mutacion resulta un cambio de
aminoacido.
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[0028] “SNP” es la abreviatura de “polimorfismo de nucleétido simple”.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0029]

Las figuras 1A y 1B exponen en lo sucesivo la secuencia genética CaFKS1 (numero de acceso del
GenBank: D88815), con regiones en las que las mutaciones que confieren susceptibilidad reducida a las
equinocandinas estan subrayadas.

La Figura 2 es la secuencia aminoacida CaFks1p (numero de acceso del GenBank: BAA21535), con
regiones en las que las mutaciones que confieren susceptibilidad reducida a las equinocandinas estan
subrayadas.

La Figura 3 representa la alineacion de la secuencia aminoacida de Saccharomyces cerevisiae Fks1p con
la secuencia aminoacida de Candida albicans Fks1p.

La Figura 4 expone en lo sucesivo secuencias de cebadores, sondas y sondas diana utilizados en los
Ejemplos.

La Figura 5 es un grafico de curvas de fluorescencia de ensayos de PCR en tiempo real a partir de
muestras heterocigotas.

Las figuras 6A - 6D son graficos de curvas de fluorescencia de ensayos de PCR en tiempo real a partir de
muestras homocigotas.

La Figura 7 representa la organizacion de los resultados de la deteccion de ensayos multiplexados en
tiempo real.

DESCRIPCION DETALLADA

[0030] EI gen FKS1 de las especies fungicas transcribe al correspondiente ARN mensajero (ARNm), que se
traslada a la subunidad Fks1p del 1, 3 — B — D - glucano sintetasa (GS). Los ensayos segun la presente invencion
estan designados para detectar mutaciones en una o ambas regiones genéticas cortas que se conservan entre las
especies fungicas. Se conocen tanto las secuencias aminoacidas de Candida como las especies de Aspergillus y
sus correspondientes secuencias genéticas.

[0031] Se encuentran disponibles numerosas secuencias de CaFKS1. Para el disefio de cebadores y sondas de
amplificacion, se pueden utilizar tres, cuyos numeros de acceso del GenBank son: D88815, F027295 y CA2043. Las
figuras 1A y 1B presentan la secuencia nucledtida D88815. La Figura 2 presenta la secuencia aminoacida de
CaFks1p. En las figuras 1A y 1B, estan subrayadas las dos secuencias de ADN corto incluidas en las dianas para
los ensayos de la presente invencion. Estas secuencias de CaFKS1 abarcan los nucleétidos desde T1921 hasta
T1947 y desde G4069 hasta G4092. En la Figura 2, estan subrayadas las correspondientes secuencias de
aminoacidos cortos de CaFks1p. Estas secuencias abarcan desde F (Phe) 641 hasta P649 y desde D1357 hasta
L1364.

[0032] Para la localizacién de aminoacidos en diferentes hongos que producen la proteina Fks1, el analisis de
alineacion indica la posicion. La Figura 3 ilustra la alineaciéon de C. albicans y de S. cenvisiae. Sobre la linea se
encuentra la proteina de tipo salvaje de C. albicans, CaFks1p, para el area de la secuencia desde el aminoacido 641
(Phess1) hasta el aminoacido 649 (Proesg). Esta secuencia se asemeja bastante a las series aminoacidas de Fks1p
de S. cerevisiae, pero para los aminoacidos 639 (Phes3sg) hasta 647 (Proess). Bajo la linea se encuentra la proteina
de tipo salvaje de C. albicans, CaFks1p, para la parte de la secuencia desde el aminoacido 1357 (APS13s7) hasta
1364 (Leuqsss). Esta secuencia se asemeja bastante a las series aminoacidas de Fks1p de S. cerenisiae, pero para
los aminoacidos 1353 (APS13s3) hasta 1360 (Leussso). Pueden llevarse a cabo alineaciones similares para las
proteinas Fks1 de otras especies de hongos.

[0033] Una descripciéon de la secuencia aminoacida relevante de una especie es suficiente para permitir a los
expertos en la disciplina determinar la secuencia genética correspondiente a esa secuencia aminoacida, y viceversa.
Ademas, una descripcion de la localizacion de la secuencia aminoacida relevante de una especie es suficiente para
permitir a los expertos en la disciplina determinar la localizacién de la correspondiente secuencia aminoacida de otra
especie y, por lo tanto, la localizacion de sus correspondientes secuencias genéticas; y una descripcion de la
localizaciéon de la secuencia genética relevante de una especie es suficiente para permitir a los expertos en la
disciplina determinar la localizacion de la secuencia genética en otra especie y, a partir de ella, la localizacion de las
secuencias aminoacidas correspondientes. Debido a que se ha trabajado principalmente con C. albicans y C. krusei,
la descripcién del presente documento se basa en las secuencias aminoacidas y genéticas de C. albicans. La
secuencia del gen FKS1 de C. albicans (CaFKS1) es el numero de acceso del GenBank D88815. La
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correspondiente secuencia aminoacida de C. albicans (CaFkslp) es el numero de acceso del GenBank BAA21535.
Las secuencias de otras especies son: Aspergillus fumigatus U79728; Aspergillus nidulans, AACD01000061;
Candida glabrata, CR380953; Candida krusei, DQO017894; Cryptococcus neoformans, AAEY01000070;
Paracoccidioides brasiliensis, AF148715; Neurospora crassa, XM327156; Pneumocystis carinii, AF191096;
Saccharomyces cerevisiae U08459; Yarrowia lipolytica, CR382131.

[0034] Los ensayos de la presente invencién estan dirigidos a las secuencias de acido nucleico, preferiblemente
secuencias de ADN, correspondientes a las dos secuencias de aminoacidos cortos subrayados en la Figura 2. Al
observar la primera secuencia subrayada, la primera secuencia diana incluye ADN o ARN que codifica minimamente
Phees1 hacia Prosae, (utilizando CaFks1p como referencia) y, opcionalmente, de uno a cinco aminoacidos adicionales
en uno o ambos extremos, preferiblemente uno o dos. En cuanto a la segunda secuencia subrayada, la segunda
secuencia diana incluye ADN o ARN que codifica minimamente Aspiss7 hacia Leu1ses, y, opcionalmente, de uno a
cinco aminoacidos adicionales en uno o ambos extremos, preferiblemente uno o dos.

[0035] Los ensayos segun la presente invencion incluyen la amplificacion de una primera region de acido nucleico
que incluye la primera secuencia diana. En la forma preferente, los ensayos segun la presente invencion también
incluyen la amplificacion de una segunda region de acido nucleico que incluye la segunda secuencia diana. Tanto la
primera como la segunda region pueden ser amplificadas mediante un par de cebadores Unicos que abarquen
ambas regiones. De manera alternativa, se pueden utilizar dos pares de cebadores, un primer par que abarque la
primera region y un segundo par que abarque la segunda region. Particularmente, si se utiliza la secuenciacion para
la deteccién de mutaciones en secuencias diana, son preferibles los amplicones cortos y, por consiguiente, la
utilizacién de dos pares de cebadores. Como se ha indicado anteriormente, los ensayos de la presente invencién no
estan limitados a una amplificacién particular. Hasta la fecha se ha utilizado la amplificacién por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), como muestran los Ejemplos, pero pueden emplearse, del mismo modo, otros
procedimientos.

[0036] Se puede realizar la deteccion de mutaciones en secuencias diana mediante secuenciacion. Como
muestran los Ejemplos, se ha utilizado secuenciacién de ciclo, pero pueden utilizarse, del mismo modo, otros
procedimientos. También puede llevarse a cabo la deteccién de mutaciones en secuencias diana mediante sondas
de hibridacién que, durante el ensayo, discriminan la secuencia diana de tipo salvaje de las secuencias que incluyen
una mutacion. Las sondas de hibridacion pueden ser ADN, ARN o una combinacién de los mismos. Pueden incluir
nucleétidos artificiales, por ejemplo 2'O - metil ribonucleétidos. Pueden también incluir enlaces internucleétidos
artificiales, por ejemplo, enlaces de fosforotioato. Pueden ser PNA. Las sondas de hibridacion adecuadas para los
ensayos de la presente invencion incluyen sondas cuya hibridacion a un alelo de una secuencia diana genera una
sefial detectable. En la forma preferente, las sondas estan marcadas con fluorescencia y generan una sefal
fluorescente detectable. La deteccién mediante sondas de hibridaciéon puede ser de deteccién en punto final, es
decir, deteccion tras la amplificacion. En la forma preferente, los ensayos con sondas de la presente invencion son
ensayos homogéneos, es decir, ensayos que no requieren separacion de sondas unidas a partir de sondas no
unidas. Mas preferiblemente, los ensayos homogéneos incluyen la deteccion en tiempo real, mas preferiblemente la
deteccién en tiempo real por fluorescencia, es decir, deteccion multiple durante el proceso de amplificacion. Para los
ensayos de amplificacion en tiempo real, es preferible la utilizacion de sondas marcadas con fluorescencia dual, mas
preferiblemente sondas marcadas con un fluorocromo y también con un inhibidor de la fluorescencia no fluorescente
como un 4 — (4' - dimetilaminofenilazo) acido benzoico (DABCYL).

[0037] Se puede utilizar cualquier procedimiento de sondeo apropiado para los ensayos en tiempo real, incluyendo
procedimientos que utilizan sondas de hibridacién combinadas con tintes fluorescentes de ADN, como los tintes
SYBR, que emiten fluorescencia en presencia de ADN de doble hebra. Por ejemplo, el tinte SYBR verde puede
emplearse para detectar amplificacion, y se puede utilizar, también, una sonda de hibridacién fluorescente
discriminante de alelos para detectar la amplificacion de una secuencia diana de tipo salvaje, con la pendiente de
fluorescencia de la sonda indicando la presencia de dianas homocigotas de tipo salvaje, dianas heterocigétigas
mutadas y de tipo salvaje o dianas homocigotas mutadas. Otro enfoque seria utilizar una sonda tolerantes al
apareamiento erréneo para detectar una cadena de una secuencia diana (ya sea de tipo salvaje o mutada) y una o
unas sondas de alelos especificos que se pueden hibridar a la otra cadena con el fin de determinar si la secuencia
diana esta o no mutada. De manera alternativa, pueden utilizarse multiples sondas para sefalar la presencia de una
secuencia de tipo salvaje y las mutaciones especificas como se ha demostrado en los Ejemplos. Se han identificado
numerosas mutaciones en la primera y la segunda secuencia diana que han dado como resultado una
susceptibilidad reducida a caspofungin. En la primera secuencia estas son (utilizando CaFKS1 como referencia)
T1921C, T1922C, G1932T, T1933C, C1934A, C1934T, C1934G, G1942T y C1946A. En la segunda secuencia diana
estas son (utilizando CaFKS1 como referencia) C4081G y G4082A.

[0038] Se encuentra disponible un amplio rango de procedimientos moleculares para el analisis de mutaciones y el
genotipo de SNP. Entre estos, la PCR en tiempo real con deteccién mediante autoinforme de sondas de baliza
molecular representa un enfoque importante. Debido a su estructura de horquilla, en equilibro condicionado
termodinamicamente entre intra e intermolecular, la hibridacién permite a las sondas de baliza molecular distinguir
cuidadosamente las secuencias diana relacionadas con alta especificidad y en un rango de temperaturas mas
amplio en comparacion a las sondas lineales correspondientes. El poder discriminante de las balizas moleculares se
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ha aplicado satisfactoriamente en el analisis de mutaciones, dando como resultado resistencia a antibidticos,
diferenciacion de alelos, SNPs tanto homocigotos como heterocigotos, asi como un gran nimero de aplicaciones
diferentes.

[0039] La selectividad de las sondas de baliza molecular ha sido util en el analisis de alelos de CaFKS1 que
confiere susceptibilidad reducida a caspofungin. El ensayo para la primera secuencia diana, designada como
secuencia “HS1”, centrada en las mutaciones del codon 645 de CaFKS1 T1933C, C1934A y C1934T, que se han
identificado con aislados clinicos de C. albicans con susceptibilidad reducida a caspofungin. El disefio de las sondas
de alelos especificos para detectar la resistencia de alelos en la region diana se complicé debido a que se encontré
un SNP, T1929A, en la zona. Para acomodar este SNP, que se encuentra en gran parte de aislados clinicos, las
sondas se disefiaron con una base de oscilacién en la posicidon que corresponde al SNP. La introduccion de la base
de oscilaciéon en la sonda disminuy6 la emision de fluorescencia global, ya que en las condiciones dadas solo la
mitad del conjunto de sondas moleculares se uniria especificamente al ADN diana complementario. Sin embargo, el
obtener una mayor versatilidad de las sondas degeneradas superd con creces la pérdida de intensidad de
fluorescencia absoluta ya que tales sondas eran reactivas para todos los C. albicans independientemente de la
presencia o ausencia del SNP T1929A en CAFKS1.

[0040] Se sintetizaron cuatro balizas moleculares degeneradas correspondientes a un alelo de tipo salvaje y tres
mutantes de CaFKS1 y las cuatro sondas mostraron excelentes caracteristicas de discriminacién con una sefial de
ratio de ajuste/desajuste de casi el 100% en todas las dianas. Se observo Unicamente hibridacion especifica con
ADN complementario en las cuatro sondas. La Unica excepcién fue una hibridacion menor de una baliza molecular
CaFKS1 - WT con el alelo T1922C. Este resultado se puede explicar por la localizacion lateral del desajuste en la
zona de la sonda, asi como por la energia al formar el desajuste TG, conocido como un par de desajuste ADN -
ADN relativamente estable. En el caso de la heterocigosidad del alelo, las sondas de baliza molecular (reconociendo
secuencias de tipo salvaje y mutadas) emitieron sefiales fluorescentes con la mitad de la magnitud en comparacion
al patrén homocigoto.

[0041] La generacion de mutantes con susceptibilidad reducida a caspofungin fue un hecho excepcional y tuvo
una frecuencia de mutacion <10® mutantes por célula viable. La formaciéon de mutantes resistentes requirié una
incubacién prolongada (< 7 dias) en un medio solido que contuviera caspofungin en el que tuviera lugar el
crecimiento residual de las células. No se han observado hasta la fecha células resistentes a caspofungin entre los
cultivos de C. albicans que no han sido previamente expuestos al fdrmaco. Se analizaron ochenta y cinco mutantes
espontaneos con susceptibilidad reducida de dos cepas diferentes mediante balizas moleculares de alelos
especificos. Las mutaciones encontradas en 35 aislados de la cepa CAl4 resultaron idénticas a las sustituciones
anteriormente descritas que afectaban al coddn de Seregss. Dichas mutaciones también contenian gran parte de las
50 derivadas resistentes a caspofungin de la cepa M70. Se detectaron tres nuevas mutaciones, llamadas T1922C,
G1932T y C1934G, que afectaban a los codones de Phega1, Leusss ¥ Seressas en 6 cepas de los mutantes espontaneos
derivados de M70. Estos resultados son coherentes con un reciente analisis mutacional de laboratiorio y las cepas
clinicas de C. albicans con susceptibilidad reducida a caspofungin. La gran mayoria de las sustituciones nucleétidas
se encontraron en el codén 645 de CaFKS1. Las mutaciones descubiertas recientemente en otros sitios de CaFKS1
se encontraron en la descendencia de la cepa Unica M70, y su frecuencia relativa no excedié el 12%.

[0042] De manera global, la aplicacién de balizas moleculares individuales permitié el genotipo de los 85 derivados
resistentes a caspofungin. Los tres alelos marcados con balizas moleculares se identificaron correctamente en 79
cepas, confirmadas mediante el andlisis de la secuencia de ADN. El multiplexado de las cuatro balizas moleculares
en una unica reaccion produjo un ensayo de tubo cerrado para la deteccion de las mutaciones resistentes a
caspofungin en la primera secuencia diana de CaFKS1. En dicho ensayo, la sefial FAM mostré la presencia del alelo
de tipo salvaje CaFKS1, mientras que la fluorescencia HEX informé de la presencia de una de las mutaciones de
CaFKS1 T1933C, C1934A o C1934T en una muestra de ADN. El ADN extraido de las cepas heterocigotas de C.
albicans de cualquiera de las tres cepas anteriores emitio las sefiales FAM y HEX. Ademas, el ensayo permitio la
deteccién segura de mutaciones conocidas en el gen CaFKS1 de C. albicans que conferian susceptibilidad reducida
a caspofungin tanto en estado homocigoto como heterocigoto. El ensayo fue tan preciso que también permitid
identificar otras mutaciones en la region que pueden influir en la susceptibilidad a farmacos.

[0043] Como se ha mencionado anteriormente, se han mostrado mutaciones relacionadas con la susceptibilidad
reducida a caspofungin en regiones cortas conservadas de CaFKS1. El locus mas prominente es Seress € incluye las
sustituciones S645P, S645Y y S645F, que se han encontrado en aislados tanto clinicos como de laboratorio de C.
albicans. Las mutaciones parecian ser dominantes y conferian una resistencia muy alta a caspofungin en estado
homocigoto y heterocigoto. Las sondas de diagnostico que se dirigen a dichas mutaciones pueden presentar un
mecanismo rapido y preciso para la evaluacién de la resistencia a caspofungin de C. albicans.

[0044] EI diagndstico rapido de resistencia a caspofungin basado en el analisis de las mutaciones de FKS1 debe
tener habilidad para discriminar los alelos heterocigotos y homocigotos diferenciando en los nucleétidos simple asi
como la habilidad de deteccion simultanea de esos alelos en formato multiplex. La tecnologia de balizas moleculares
representa una técnica excelente para la discriminacién de alelos y la deteccion multiplex.
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[0045] El analisis de secuencia de ADN de CaFKS1 a partir de mas de cincuenta aislados clinicos y de laboratorio
de C. albicans con susceptibilidad reducida a caspofungin reveld tres mutaciones: T1933C, C1934A y C1934T, que
dieron como resultado cambios en los aminoacidos S645P, S645Y y S645F, respectivamente. Ademas de estas
sustituciones nucledtidas, la alineacion de las secuencias revelé otro punto de variabilidad en esta regién. En,
aproximadamente, el 25 % de todas las cepas de C. albicans analizadas, se observd una sustitucién del nucleétido
simple T1929A, que también tuvo lugar en la cepa SC5314, como parte del proyecto de secuenciacion genética de
Candida albicans. Esta observacion es significativa puesto que tiene el potencial de alterar la hibridacion sonda -
amplicén necesaria para la discriminacion mediante sondas de alelos especificos que cubren esta region. Con base
en el consenso de datos de las secuencias de CaFKS1, se disefiaron cuatro sondas de baliza molecular de alelos
especificos que cubrieran los nucleétidos 1920 - 1944. Este trabajo se explica con detalle en los Ejemplos. Una
sonda fue complementaria al alelo de tipo salvaje (WT) de CaFKS1 encontrado en las cepas de C. albicans
susceptibles a caspofungin, mientras que tres sondas fueron complementarias a los alelos mutados de CaFKS1
(C1934A, C1934T, T1933C) observados en aislados resistentes a caspofungin. Todas las balizas tuvieron regiones
de tallo largo de 6 nucleétidos idénticos 5’CGCGAG y CTCGCG3' y se sintetizaron con una base oscilante A/ T
50:50 en la posicidon correspondiente al SNP de CaFKS1 en la posicion 1929 para asegurar su alineacién a las
secuencias diana. La baliza molecular de tipo salvaje CaFKS1 - WT se marc6 con FAM en su extremo 5', mientras
que tres balizas mutadas se marcaron con HEX en su extremo 5'. Los extremos 3' de todas las balizas moleculares
se modificaron con inhibidor de fluorescencia DABCYL. El disefio especifico de los cebadores y las sondas se
describen en el Ejemplo 3. La ventana de temperaturas de discriminacion para las sondas se describe en el Ejemplo
4. La deteccion se llevo a cabo en la ventana.

[0046] Los mutantes espontaneos de las cepas de C. albicans CAl4 y M70 resistentes a caspofungin se aislaron
mediante la seleccion en un medio de crecimiento sélido compuesto de 4 pg / ml (cuarenta veces el CMI) de
caspofungln La frecuencia de la formacion de derivados espontaneos resistentes a caspofungin para ambas cepas
fue <10® mutantes por célula viable. En ambas cepas, se observo la formacion de colonias reducidas de crecimiento
lento en las placas con caspofungin. Las colonias se sembraron en placas frescas con la misma cantidad de
caspofungin y no hubo crecimiento alguno. Tras una incubacion prolongada de mas de 10 dias, una pequefia
fraccion de pequenas colonias reducidas dio lugar a derivados de crecimiento rapido lisos capaces de propagarse en
el medio con caspofungin tras la reinoculacion. Solo se conservé y utilizd para un posterior analisis uno de estos
derivados por placa / cultivo individual. En total, se aislaron 35 y 50 aislados con susceptibilidad reducida a
caspofungin de las cepas CAI4 y M70, respectivamente. Las pruebas de susceptibilidad a caspofungin in vitro
revelaron valores de CMI < 16 pg / ml de caspofungin para todos los aislados derivados de laboratorio. Los detalles
del procedimiento de aislamiento se describen en el Ejemplo 2.

[0047] La secuenciacién preliminar del gen CaFKS1 de las cepas CAl4 y M70 (véase el Ejemplo 2) revelaron la
existencia del SNP T1929A en el gen CaFKS1 en CAIl4 y su ausencia en M70. Se extrajo ADN cromosdémico de las
cepas madre CAl4 y M70 y sus derivados resistentes a caspofungin y se utilizaron como patrones para los
experimentos de PCR en tiempo real con balizas moleculares de CaFKS1. La Figura 4 muestra la secuencia
nucledtida de varias dianas, tanto de tipo salvaje como mutadas, y los cebadores y sondas de baliza molecular
utilizados. En la Figura 4 se subraya las regiones de la sonda de las sondas y las secuencias diana de las hebras
diana. Las bases de las sondas y las secuencias diana que corresponden a las mutaciones en las regiones HS1 de
CaFKS1 estan en negrita. Las posiciones de base designada W indican una mezcla equimolar de dos balizas
moleculares degeneradas diferentes solo por A o T en esa posicion. Se sometié cada muestra de ADN cromosémico
a cuatros reacciones PCR separadas con sondas de baliza molecular individuales que representaban diferentes
alelos con susceptibilidad reducida. El protocolo de PCR en tiempo real se describe en el Ejemplo 5. Se aplicé una
temperatura de hibridacién de 61 °C en todas las reacciones, lo que permitié una excelente discriminacién entre los
diferentes alelos de CaFKS1 (véase el Ejemplo 4). Se encontraron alelos mutados de CaFKS1 en los 35 derivados
resistentes a caspofungin de la cepa CAIl4. La mayoria de ellos (20 aislados) tenian la mutacion heterocigota WT /
T1933C, mientras que 15 mutantes contenian las mutaciones homocigotas T1933C, C1934A o C1934T. En el caso
de la heterocigosidad en T1934C, se emitieron dos sefiales de magnitud similar de las balizas moleculares CaFKS1
- WT y CaFKS1 - T1933C (véase la Figura 5). La Figura 5 es el resultado de cuatro PCRs separadas con balizas

moleculares individuales y dianas de ADN. La baliza de CaFKS1 - T1933 —®— + ¢l alelo del ADN de CaFKS1
con mutacién homocigota T1933C, la baliza de CaFKS1 - WT — el alelo del ADN de CaFKS1 con mutacion
homocigota T1933C, la baliza de CaFKS1 - T1933C * + el alelo del ADN de CaFKS1 con mutacion

heterocigota T1933C, la baliza de CaFKS1 - WT —®— + ¢l alelo del ADN de CaFKS1 con mutacién heterocigota
T1933C.

[0048] Las figuras 6A — 6D muestran la discriminacién de diez alelos homocigotos de CaFKS1 mediante cuatro
balizas moleculares CaFSK1 - WT (véase la Figura 6A), CaFKS1 - T1933C (véase la Figura 6B), CaFKS1 - C1934A
(véase la Figura 6C) y CaFKS1 - C1934T (véase la Figura 6D). Cada conjunto resume los resultados de once PCRs

individuales con alelos individuales de ADN con mutaciones: —*— de tipo salvaje (sin mutaciones ni SNP),
—®—T1933C, ~*— C1934A, —*— C1934T, —"— T1929A SNP, —*— T1933C + T1929A SNP, —%

C1934A + T1929A SNP, —%— C1934T + T1929 SNP, —— T1922C, —&  G1932T + C1934G, —— vacio
(sin ADN).
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[0049] Las muestras de ADN con mutaciones homocigotas de CaFKS1 ofrecieron respuestas distintas mediante
las balizas moleculares correspondientes a los mutantes, sin emision alguna de sefial de CaFKS1 - WT (Figuras 6B
— 6D). En cambio, el ADN cromosémico de la cepa madre CAI4 interactud solo con la sonda CaFKS1 mientras que
no se detectd fluorescencia alguna de las balizas mutadas (Figura 6A).

[0050] EI genotipo de los alelos de CaFKS1 resistentes a caspofungin derivados de la cepa M70 revelaron las
mutaciones ya conocidas T1933C, C1934A o C1934T en 44 de las 50 muestras. Tal y como ocurrié en el caso de
los mutantes de CAIl4, la mayoria de los derivados de M70 adquirieron mutaciones heterocigotas de T1933C. Se
descubrié que 25 de las 50 cepas con susceptibilidad reducida albergaban la sustitucién de T1933C en una copia de
CaFKS1. Se detectaron las mutaciones heterocigotas C1934A y C1934T en 6 cepas. Todas las PCRs en tiempo real
que involucraban muestras de ADN con las mutaciones heterocigotas T1933C, C1934A o C1934T emitieron dos
tipos de sefales fluorescentes en las balizas moleculares de CaFKS1 - WT y una de las tres balizas moleculares
mutadas de CaFKS1 - T1933C, CaFKS1 - C1934A o CaFKS1 - C1934T. Ademas de las mutaciones heterocigotas
en las posiciones 1933 y 1934 de CaFKS1, se detectaron sustituciones homocigotas en esos sitios en 13 cepas, que
se identificaron mediante hibridacién con las correspondientes balizas moleculares mutadas CaFKS1 - T1933C,
CaFKS1 - C1934A o CaFKS1 - C1934T (Figuras 6B — 6D).

[0051] En 6 de las 50 cepas, la amplificacién de PCR del ADN cromosdmico se detecté muy débilmente con la
baliza molecular de tipo salvaje y no en todas las balizas moleculares mutadas (5 cepas) y una cepa no se detecto ni
con la baliza molecular de tipo salvaje ni con la mutada. Dada la especificidad de los alelos de las sondas, los datos
sugieren que la secuencia patron se alteré de manera desconocida.

[0052] Se utilizd la secuenciaciéon de ADN de CaFKS1 de todas las cepas de CAl4 y M70 resistentes a
caspofungin para confirmar los resultados de la PCR en tiempo real y para aclarar los problemas no resueltos de los
seis derivados de M70. Se encontré un 100% de correlacion entre los resultados de la PCR en tiempo real y los de
la secuenciacion para las 35 derivadas de CAl4 y las 44 derivadas de M70. Gracias a la secuenciacion de ADN se
confirmaron todas las mutaciones heterocigotas y homocigotas detectadas en las posiciones 1933 y 1934 de
CaFKS1 en los experimentos de PCR en tiempo real mediante la hibridacién con las balizas moleculares CaFKS1 -
T1933C, CaFKS1 - C1934A o CaFKS1 - C1934T. Se descubrié la existencia de una nueva mutacién homocigota
T1922C en el gen CaFKS1 de los 5 derivados de M70 que mostraron resultados ambiguos en los experimentos de
PCR en tiempo real. Ademds, la secuenciacion de ADN revel6 dos nuevas mutaciones homocigotas, G1932T vy
C1934G, en el gen CaFKS1 de uno de los derivados resistentes a caspofungin de M70 que no emitié ninguna
respuesta fluorescente en la PCR en tiempo real. Como era de esperar, todos los derivados de la cepa CAl4 tenian
SNP T1929A, mientras que los derivados de la cepa M70 carecian de esta segun revelo la secuenciacion.

[0053] La aplicacion separada de balizas moleculares de CaFKS1 hizo posible el genotipo de tres mutaciones
conocidas en el gen CaFKS1 de C. albicans. Se investigd también la posibilidad de combinar las cuatro balizas
moleculares derivadas de CaFKS1 en PCRs multiplexadas en tiempo real adecuadas para valorar simultdneamente
dichas mutaciones en una muestra de ADN dada. Véase el Ejemplo 5. Se agruparon las cuatro balizas moleculares
de CaFKS1, marcadas con diferentes fluorocromos para las de tipo salvaje y mutadas, en una mezcla de sondas
agregada que se afadio a las PCRs de manera individual. Se utilizaron como patrones de las PCRs multiplexadas
en tiempo real los ADNs cromosémicos de las cepas de tipo salvaje CAI4 y M70 y 12 derivados resistentes a
caspofungin de esas cepas que representaban 12 genotipos diferentes de CaFKS1. Las condiciones de los
experimentos de las PCRs multiplexadas en tiempo real fueron idénticas a las de las PCRs en tiempo real con
balizas moleculares individuales con la Unica excepcién de una temperatura de hibridaciéon de 60 °C. La baliza
molecular de tipo salvaje de CaFKS1 - WT se marcoé con FAM y las balizas moleculares mutadas CaFKS1 —
T1933C, CaFKS1 - C1934A o CaFKS1 - C1934T con HEX. Utilizando estas sondas, se pudieron identificar cepas
susceptibles a caspofungin y cepas resistentes a caspofungin dependiendo de la naturaleza de la emision
fluorescente.

[0054] La Figura 7 ilustra la grafica de las emisiones del software Stratagene MX4000 para los ensayos de PCR
multiplexada en tiempo real de las mutaciones de CaFKS1. El semicirculo superior se destaca cuando se observan
sefiales de FAM, informando de la presencia de ADN de tipo salvaje de CaFKS1. El semicirculo inferior se destaca
cuando se observan sefiales de HEX, informando de la presencia de cualquiera de las tres mutaciones mostradas
en el ADN de CaFKS1. Los alelos homocigotos de CaFKS1 emitieron sefiales FAM o HEX, mientras que los alelos
heterocigotos de CaFKS1 emitieron ambas sefiales.

[0055] Solo se observo fluorescencia de FAM cuando el AND de las cepas susceptibles CAI4 y M70 fueron
sometidas a PCRs multiplexadas en tiempo real. Solo se observoé fluorescencia de HEX en las PCRs multiplexadas
en tiempo real con ADN compuesto de las mutaciones homocigotas T1933C, C1934A o C1934T de CaFKS1 (Figura
7). Se detectaron tanto las sefiales FAM como HEX de magnitud similar cuando el ADN analizado procedia de cepas
con las mutaciones heterocigotas T1933C, C1934A o C1934T del gen CaFKS1 (Figura 7). Las PCRs multiplexadas
en tiempo real con ADN cromosémico procedente de cepas con dos de las nuevas mutaciones G1932T y C1934G
de CaFKS1 no mostraron ninguna emision fluorescente FAM ni HEX. Se observaron sefiales menores de FAM en la
reaccion con ADN cromosémico procedente de la cepa con la mutacién homocigota T1922C.
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[0056] También se han disefiado cebadores y sondas para la segunda regién diana, denominada “HS2”,
especificamente para un mutante, G4082A. Esto se describe en el Ejemplo 6. Una sonda mutada podria disefarse
de manera similar para el mutante C4081G o cualquier otro mutante de los ensayos de disefio que incluyen la
segunda region diana, ya sea separada o multiplexada, ya sea para HS2 o para HS1 y HS2 como se describe en los
ejemplos anteriores.

Ejemplo 1

[0057] La amplificacién de acido nucleico de los fragmentos pertinentes del gen CaFKS1 asociados a la
secuenciacion ciclica para la identificacion de mutantes se ha demostrado utilizando cuatro cepas diferentes. Se
amplificaron fragmentos de CaFKS1 (ca. 450 bp) a partir del ADN gendmico de las cepas CAI4 - R1, NR2, NR3 y
NR4. Los cebadores de sentido y antisentido utilizados para la PCR, basada en la secuencia de CaFKS1 (numero
de acceso del GenBank D88815), fueron 5 - GAAATCGGCATATGCTGTGTC - 3 y 5 -
AATGAACGACCAATGGAGAAG - 3’, respectivamente. Los productos de la PCR se copiaron en la pCR2.1
(Invitrogen) y se determiné la secuencia de ADN. Para los aislados clinicos de Candida se amplificé una parte mas
amplia de CaFKS1 ORF (ca 2.6 kb) para el analisis de la secuencia de ADN utlizando 5 -
CATTGCTGTGGCCACTTTAG - 3 y 5 - GGTCAAATCAGTGAAAACCG - 3’ como cebadores hacia adelante e
inversos, respectivamente. Ademas de la primera region diana de CaFKS1 descrita anteriormente (correspondiente
a los nucledtidos 1921 — 1947), este fragmento incluye los segundos nucleétidos diana 4069 — 4092. Se purificaron
los productos de la PCR, cuantificados por marcaje de fluorescencia (Pico Green, Sondas Moleculares), y
secuenciados en las direcciones 5' y 3' utilizando el DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter).

Ejemplo 2

[0058] El andlisis de la secuencia de ADN utilizando la amplificacion de &cido nucleico y la secuenciacion ciclica
puede utilizarse como técnica de ensayo en si misma y como control para evaluar los ensayos basados en sondas.

[0059] Se extrajo el ADN cromosdmico de C. albicans de células cultivadas durante una noche en medio liquido
YPD con Q - Biogene FastDNA (Q - Biogene, Irvine, CA). Los experimentos de PCR se llevaron a cabo en un
termociclador iCycler (Bio - Rad Laboratories, Hercules, CA). Se amplificd la region HS1 de CaFKS1 utilizando
cebadores CaFKS1 - F1719 y CaFKS1 - R2212 (Figura 4). Cada100 pl de reaccion de PCR contenia 0,25 yM de
cada cebador, 2,5 U de polimerasa de ADN iTaq (Bio - Rad Laboratories, Hercules, CA), 0,56 mM de dNTPs, 50 mM
de KCL, 4 mM de MgCl,, 20 mM de Tris - HCL, pH = 8,4 y aproximadamente 50 ng de ADN cromosomico de C.
albicans. Las condiciones del ciclo fueron de 1 ciclo de 3 min a 95 °C, 35 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 55 °C, 1
min a 72 °C y 1 ciclo de 3 min a 72 °C. Los productos de la PCR se purificaron mediante el kit de purificacion
Montage PCR (Millipore, Bedford, MA). Los productos de la PCR para la secuenciacion se obtuvieron y purificaron
mediante el kit CEQ"™ Dye Terminator Cycle Sequencing — Quick Start (Bedman Coulter, Fullerton, CA) segun las
instrucciones del fabricante en el termociclador iCycler. Se utilizaron los cebadores CaFKS1 - F1719 o CaFKS1 -
R2212 para la reaccion de secuenciacion. Las condiciones del ciclo para la PCR fueron de 1 ciclo de 3 min a 95 °C,
30 ciclos de 20 seg a 96 °C, 20 seg a 50 °C y 1min a 60 °C. La secuenciacion de ADN al comNPIeto se llevo a cabo en
el CEQ™ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Se utilizd CEQ™ 8000 Genetic Analysis
System (Beckman Coulter, Fullerton, CA) para el control del hardware asi como para registrar el analisis de los
resultados de la secuenciacion.

[0060] La cepa CAIl4 de C. albicans se adquiri6 de ATCC (ATCC, Manassas, VA). La cepa M70 de C. albicans se
adquirio de la coleccion de cultivos de Merck (MRL, Rahway, NJ). Las cepas crecieron en un medio de levadura de
extracto de peptona - dextrosa (YPD) (1% de extracto de levadura, 2% de Bacto Peptone, 2% de dextrosa). Para el
crecimiento de la cepa CAl4, se afiadié uridina (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO) al medio de YPD a 25 mg / ml. El
caspofungin (Merck, Rahway, NJ) se afiadi6 directamente al YPD a 4 pg / ml. Las placas de agar se incubaron a 30
°C y los cultivos liquidos crecieron en tubos de cultivo de 12 ml con 3 ml de YPD en el agitador rotativo (100 rpm) a
30 °C. Se estimo la susceptibilidad a caspofungin en un ensayo de diluciéon de microcaldo liquido en un medio de
RPMI - 1640 (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO), como se resume en el documento M27 - A2 del NCCLS.

[0061] Los mutantes espontaneos resistentes a caspofungin de las cepas CAl4 y M70 de C. albicans se aislaron
disponiendo en placas 100 ul (~ 108 células) de un cultivo liquido de YPD durante 18 h en placas de YPD con 4 ug /
ml de caspofungin. Las diluciones en serie de los cultivos de la noche anterior se colocaron en las placas de YPD sin
seleccion antibiética para determinar con precision los recuentos de colonias. Las placas seleccionadas se
incubaron durante 10 - 14 dias a 30 °C. Para cada placa de la seleccion, al menos 4 colonias resistentes al farmaco
se reinocularon en placas frescas con caspofungin para confirmar el fenotipo resistente.

Ejemplo 3

[0062] Las tres secuencias de ADN de CaFKS1 con numeros de acceso del GenBank D88815, AF027295 y
CA2043 se utilizaron para las balizas moleculares de FKS1 y el disefio de los cebadores. Es ya conocido en la
disciplina el disefio de cebadores y sondas para ensayos. Existen numerosas publicaciones disponibles para asistir
a los investigadores. Ademas, también estan disponibles paquetes de software para ordenador que aceleran el
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proceso y reducen los ajustes que se necesitan hacer por ensayo de prueba y error (véase el Ejemplo 4). En el
presente caso se utilizaron dichos paquetes de software. Las balizas moleculares y los cebadores de ADN (Figura 4)
se disefiaron utilizando el software Beacon Designer 3.0 (PREMIER Biosoft, Palo Alto, CA). Se aplicaron los
parametros por defecto del software en la construccion de todas las balizas moleculares y los cebadores. Las balizas
moleculares se marcaron con fluorocromos 5 - carboxifluorescina (FAM) y 6 — carboxi — 2', 4, 4', 4, 7, 7' -
hexaclorofluorescina (HEX) en el extremo 5' y con DABCYL en el extremo 3'. Tanto las balizas moleculares como los
cebadores fueron adquiridos de Biosearch Technologies (Biosearch Technologies, Novato, CA). Las propiedades de
hibridacion para las balizas moleculares de alelos especificos de CaFKS1 se analizaron en toda la ventana de
temperaturas, entre 25 °C y 95 °C, con oligonucleétidos de cadena simple (Figura 4). La hibridacion mediante balizas
diana moleculares se llevé a cabo con el sistema Stratagene MX4000 Multiplez Quantitative PCR (Stratagene, La
Jolla, CA). Se eligié el experimento “Molecular Beacon Melting Curve” en el software MX4000 para monitorizar y
analizar los datos. Cada 50 yl de mezcla de reaccién de hibridacion contenia 1 x soluciéon amortiguadora Stratagene
Core PCR, 4 mM MgCl,, 100 pmol de oligonucledtido diana individual y 5 pmol de baliza molecular. Las condiciones
térmicas del experimento incluyen el calentamiento a 95 °C durante 3 min y el enfriamiento a 80 °C, descendiendo
después a 25 °C en 112 pasos de 30 segundos cada uno con un gradiente de temperatura de - 0,5 °C. La emision
fluorescente de cada reaccion individual se midié al término de la etapa de enfriado. Los datos finales del
experimento de la “Molecular Beacon Melting Curve” se convirtieron en un experimento de tipo “SYBR Green (con
Dissociation Curve)”. La temperatura de fusion (Tm) de cada par de balizas diana moleculares se determiné con el
software MX4000 con una temperatura correspondiente al valor maximo del primer derivado de la emisidn
fluorescente - R'(T). Cada experimento de perfiles térmicos se realizé por triplicado.

Ejemplo 4

[0063] Se analiz6 la capacidad discriminatoria de los alelos de las sondas como parte del disefio de la sonda y del
ensayo. Los perfiles de hibridacion se determinaron mediante sondas de baliza moleculares contra ocho patrones de
ADN nucledtido que representaban el CaFKS1 de tipo salvaje y sus diferentes alelos mutados resistentes a
caspofungin en las posiciones 1933 y 1934, asi como el SNP en la posiciéon 1929 (Figura 4). Se emplearon los
oligonucledtidos descritos como “diana” en la Figura 4 para el analisis de la curva de fusion de las sondas. En
numerosas secuencias diana, las partes subrayadas son complementarias a una sonda; como se indica, las
adenosinas repetitivas terminales adicionales se afiadieron para reducir la formaciéon de estructuras secundarias
durante el andlisis de la curva de fusidon. En primer lugar, la hibridacién de cada una de las sondas de baliza
molecular fue analizada con dos ADNs diana complementarios a la secuencia de la sonda, que diferia en la base
nucleostida equivalente al SNP en la posicion 1929. Cada sonda de baliza molecular degenerada dio lugar a dos tipos
de hibridos moleculares con dianas de ADN. Los hibridos estables se formaron debido al nucleétido diana y a una
sonda de baliza molecular con secuencia complementaria. Otra subpoblaciéon de sondas de baliza moleculares con
un unico nucleétido desparejado en la posicion 1929 dio lugar a un hibrido menos estable con la misma diana de
ADN. En consecuencia, las curvas de fusion para las sondas mezcladas representada como primer derivado de la
emision fluorescente [ - R' (T) ] mostraron dos picos distintos correspondientes a las Tr para los hibridos de baliza
molecular diana mas y menos estables. A continuacién se investigd la hibridacion de cada baliza molecular con
oligonucleétidos de ADN no complementario (Figura 4). Mientras que los hibridos desparejados eran, en general,
menos estables que el complemento, la degeneracién de las balizas moleculares produjo la misma tendencia para
las dos subpoblaciones hibridas. Los hibridos intermoleculares mas estables tuvieron lugar gracias al oligonucleétido
diana y a la subpoblaciéon de baliza con un solo apareamiento erréneo, mientras que los hibridos menos estables
contenian oligonucleétidos y la subpoblacién con apareamiento erréneo doble. Sin tener en cuenta los valores de las
dos T obtenidas para cada uno de los ocho pares de balizas moleculares y oligonucleétidos diana, solo se tuvo en
cuenta el valor de T, més alto correspondiente al hibrido de baliza diana mas estable con un o ningun apareamiento
erréneo. Los valores de la Tr, de las balizas moleculares de CaFKS1 y sus dianas de ADN complementario estaban
bastante proximos unos de otros y la temperatura descendié a unos 62,7 °C — 64 °C. Los correspondientes rangos
de discriminacion ocupan, de la misma forma, el diapasén térmico similar. Tal uniformidad se consiguié variando la
longitud de la secuencia en que se encuentra la sonda en las balizas individuales. Las balizas moleculares CaFKS1 -
WT, CaFKS1 - T1933C, CaFKS1 - C1934A y CaFKS1 - C1934T tenian regiones de sonda de 14, 23, 25 y 25
nucleotidos respectivamente.

Ejemplo 5

[0065] Un ensayo de amplificacion en tiempo real demostré los cebadores y sondas descritos en la Figura 4. El
ensayo incluyé la amplificacion de ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con deteccion en
tiempo real utilizando sondas de baliza molecular.

[0066] Para los ensayos que utilizaban sondas simples (Figura 4), el procedimiento fue el siguiente. Los
experimentos de PCR en tiempo real se realizaron en un sistema Stratagene MX4000 Multiplex Quantitative PCR,
utilizando la configuracion “Quantitative PCR (Multiple Standards)’. Se emplearon los reactivos del kit Brilliant®
QPCR Core Reagent (Stratagene, La Jolla, CA) para todas las reacciones. Cada 50 pl de mezcla de reaccion de
PCR contenia 1 x solucién amortiguadora Stratagene Core PCR, 0,2 pM de baliza molecular, 0,25 yM de cada
cebador de HS1AN2 y HS1SN2 (Figura 4), 2,5 U de polimerasa de ADN SureStart® Taq (Stratagene, La Jolla, CA),
0,4 mM de dNTPs, 4mM de MgCl, y, aproximadamente, 50 ng de ADN cromosomico de C. albicans. En los
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experimentos de PCR multiplexadas, la concentracién de cada una de las cuatro balizas moleculares (Figura 4) era
de 0,2 pM. Los parametros del termociclador para PCR en tiempo real fueron: 1 ciclo de 10 min a 95 °C, 45 ciclos de
30 seg a 95 °C, 30 seg a 61 °C y 30 seg a 72 °C. Se utilizé una temperatura de hibridacion de 60 °C cuando se
realizaron los experimentos de PCR mutiplexadas. Se cambié el filtro establecido para el sistema MX400 a FAM -
960 y HEX - 720 con el objetivo de ecualizar las magnitudes de la sefial fluorescente de diferentes balizas
moleculares. La fluorescencia se midid 3 veces durante la etapa de hibridacion.

[0067] Las sefiales fluorescentes emitidas por Stratagene MX4000 durante la amplificacion mediante PCR se
monitorizaron utilizando el software MX4000 en tiempo real. Al término de cada serie, el conjunto de datos de
amplificacion se convirtieron a formato grafico y se conservaron como archivos de imagen o se exportaron a
Microsoft Office Excel y se conservaron como hojas de calculo. En el caso de las reacciones de PCR multiplexadas,
los resultados finales de las amplificaciones de PCR se convirtieron del experimento tipo “Quantitative PCR (Multiple
Standards)” al tipo “Quantitative Plate Read”. Los cambios totales de la fluorescencia para los fluorocromos
individuales (Rpost - Rpre) se tomaron como valores para analisis. Los resultados se convirtieron a formato
numérico y se conservaron como archivos de imagen u hojas de calculo.

[0068] Para los ensayos multiplexados se utilizé la amplificacion mediante PCR como se describe anteriormente,
excepto porque la temperatura de hibridacion de los termocicladores fue de 60 °C en lugar de 61 °C. Se utilizaron
sondas multiplexadas en la misma reaccion.

Ejemplo 6

[0069] Las sondas de baliza molecular para los ensayos de amplificacion por PCR se han disefiado para la
segunda secuencia de ADN, denominada HS2. Los cebadores tienen las secuencias mostradas a continuacion:

CCATTTGGTTGTTACAATATTGC - 3
CCAATGGAATGAAAGAAATGAAG -3

[0070] Para distinguir la secuencia genética de tipo salvaje del mutante G4082A resistente a las equinocandinas,
se disefiaron secuencias nucleétidas para un par de sondas moleculares discriminantes de alelos. Cada una seria
marcada en uno de sus extremos con un fluorocromo y el otro extremo se marcaria con un inhibidor de fluorescencia
no fluorescente como DABCYL. Por supuesto, se utilizarian fluorocromos diferenciables de manera que la sonda de
tipo salvaje solo hibridara la secuencia de tipo salvaje y, acto seguido, se emitiria la fluorescencia, y la sonda mutada
hibridaria solamente la secuencia mutada y, acto seguido, se emitiria la fluorescencia en el punto final de los
ensayos y las amplificaciones en tiempo real que contengan una de estas sondas, o en ensayos multiplexados que
contengan ambas sondas, con o sin cebadores y sondas para la primera secuencia diana.

[0071] Las sondas de baliza molecular tienen lazos de cadena sencilla de 24 nucledtidos de longitud flanqueados
por secuencias de brazo complementarias 3'y 5' que forman un tallo de 6 nucleétidos. Ambas sondas tienen una Tn,
calculada de 61,5 °C. Sus secuencias son:

Sonda de tipo salvaje: CGCGAGGATTGGATTAGACGTTATACTTTGCTCGCG

[0072] Sonda mutada:

CGCGAGGATTGGATTAGACATTATACTTTGCTCGCG
[0073] Los brazos complementarios estan subrayados y el nucledtido simple mutado esta en negrita.
[0074] Se han descrito numerosas realizaciones de la presente invencién. Sin embargo, se comprenderd que
pueden llevarse a cabo diferentes modificaciones sin alejarse del espiritu y el alcance de la invencién. Por ejemplo,
se pueden emplear procedimientos de amplificacion diferentes a la PCR, como NABSA, y sondas discriminantes de

alelos diferentes a las sondas de baliza molecular. En consecuencia, otras realizaciones estan dentro del alcance de
las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1.- Un ensayo de acido nucleico para la resistencia a farmacos del tipo equinocandinas en hongos susceptibles a los
farmacos del tipo equinocandinas que contienen el gen FKS1 correspondientes a la subunidad 1 — 33 — D - glucano
sintetasa de Fks1p que se compone de una primera secuencia diana de &cido nucleico del gen FKS1
correspondiente a los aminoacidos 636 a 654 de CaFks1p o cualquier &rea mas pequefia de esa secuencia que
incluya los aminoacidos 641 a 649 para generar una primera secuencia diana amplificada con sondas de hibridacion
marcadas especificas para las mutaciones aminoacidas S645P, S645Y y S645F de CaFks1p, y detectar la presenta
de cualquiera de estas mutaciones en dicha primera secuencia diana amplificada.

2.- El ensayo de la reivindicacion 1 en el que el hongo es una especie de Candida.

3.- El ensayo segun las reivindicaciones 1 o0 2 en el que la etapa de amplificacién incluye una segunda secuencia
diana de acido nucleico del gen FKS1 correspondiente a la subunidad 1 — 3 —  — D - glucano sintetasa de Fks1p
correspondiente a los aminoacidos 1345 a 1369 de CaFks1p o a cualquier area mas pequefia de esa secuencia que
incluye los aminoéacidos 1357 a 1364 y en la que la etapa de deteccién incluye la deteccion de cualquier alelo de tipo
salvaje en dicha segunda secuencia diana amplificada.

4.- El ensayo de la reivindicacion 3 que es capaz de detectar al menos un cambio aminoacido seleccionado del
grupo consistente en R1361H y R1361G de CaFks1p.

5.- El ensayo de las reivindicaciones 3 o 4 en el que la amplificacién de la primera secuencia diana y la segunda
secuencia diana se lleva a cabo en la misma mezcla de reaccion.

6.- El ensayo de la reivindicacion 1 en el que la deteccidon es deteccion homogénea en tiempo real o en punto final.
7.- El ensayo segun la reivindicacion 6 en el que la deteccion es deteccion en tiempo real.

8.- El ensayo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la etapa de amplificacion incluye un
procedimiento de amplificacion seleccionado del grupo consistente en PCR, NABSA y TMA.

9.- Un conjunto de oligonucledtidos que incluye un primer par de cebadores hacia adelante e inversos para
amplificar una primera secuencia diana del gen FKS1 correspondiente a la subunidad 1 — 3 — B — D - glucano
sintetasa de Fks1p correspondiente a los aminoacidos 636 - 654 de CaFks1p o a cualquier area mas pequefa de
esa secuencia que incluya los aminoacidos 641 - 649 y sondas de hibridacién discriminantes de alelos marcadas
que hibriden las mutaciones T1933C, C1934A y C1934T.

10.- El conjunto de oligonucleétidos de la reivindicacion 9 que incluye un segundo par de cebadores hacia adelante e
inversos para amplificar una segunda secuencia diana del gen FKS1 correspondiente a la subunidad 1 -3 -3 -D -
glucano sintetasa de Fks1p correspondiente a los aminoacidos 1345 - 1369 de CaFks1p o a cualquier area de esa
secuencia que incluya los aminoacidos 1357 — 1364.

11.- El conjunto de oligonucledtidos de la reivindicacion 9 en el que dicho primer par de cebadores hacia adelante e
inversos también abarca los aminoacidos 1357 — 1364 correspondientes a CaFks1p.

12.- El conjunto de oligonucledtidos de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 que incluyen, ademas, sondas de
hibridacion discriminantes de alelos marcadas que hibridan selectivamente al menos una mutacion seleccionada del
grupo formado por T1921C, T1922C, G1932T, C1934G, C1942T, y C1946A de CaFKS1.

13.- El conjunto de oligonucleétidos de la reivindicaciéon 9 en el que las sondas son sondas de baliza molecular.

14.- Un kit de reactivos de amplificacion que incluye polimerasa de ADN, dNTPs y un conjunto de oligonucledétidos
de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13.

15.- El kit de reactivos segun la reivindicacion 14 incluye, ademas, reactivos para la preparacion de muestras y la
extraccion de ADN.

16.- El ensayo de la reivindicacién 1 que incluye la entrada en contacto de la primera secuencia diana amplificada
con sondas de hibridacién marcadas especificas para al menos una de las mutaciones aminoacidas seleccionadas
del grupo formado por F641L y F641S de CaFks1p, y la deteccion de la presencia de dicha al menos una mutacion.

17.- El ensayo de las reivindicaciones 1 0 16 en el que la primera secuencia diana es amplificada en reacciones
paralelas, conteniendo cada una de ellas una sonda especifica a un mutante y una sonda especifica para el
correspondiente alelo de tipo salvaje.

18.- El ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 1, 16 o 17 en el que las sondas son sondas de baliza molecular.

13



ES 2430553713

19.- El ensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 16 a 18 el que la amplificacion se realiza mediante PCR
y la deteccion es deteccidn en tiempo real.
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FIGURA 1A

GAATTCTAARATTAGCAARARARRARATTCTGTGTGCGTETCGAGTTCGTARARGAMACGARAAARAAGCAATT
TTTACATTTGCTATCTTCAGTTTTARGCGCATTTGATTACCCAATTTGARATARGTCCARAAGATATCCATT
TAAAACARACAGTATTTCCTGTATTTATCAATTTATCARAGAATCTAGCATTCATATATAATCAATCTARC
TTCTTGETETTTARGARATCCTCCTACTACTCACAAATCTCGAGCARAATTTTTTTTTTGTTTEGATCTCAT
ACGATTTCAGGTACAATTTTTT TARARARAGGAARAAGTTTGCAATATCTTACATAATTTGGATTGCTGTTTTT
ATTATAGEETCAGATTCACATTTCCAGATCTCAATAGARACCCAGTTTCCCATTAATTTAAGAGATATCAG
TTTATTTCGATTACAAATTGAGTTGTCACARCTACGTTTCACATATACTATTATTTCAATTTCCCATCATT
GCAACAACAAACGARARATTARTTCTTGATTTTGCTGTTTTTTTTTGTGAACARAAAAGCACACARACATAC
ARCACAATACATTTAATARCARCARTTTTCARRATAATARATAACTTTTCCTTTTTCTTTTARTTTCCCCCCT
TCTITTTTT T TAAATATTAAARACCAACACCCARCTGATATACTARCTTATCTTTTITTTTCAAATTAGATG
TCGTATAACGATARATARTAATCATTATTACGACCCTAATCARCAGEECEGETATGCCACCTCATCAAGGAGS
AGAAGEGTATTACCARCAACAGTATCATGATATGEETCAACARCCACACCAACARGATTATTACGATCCAR
ATGCTCRAATATCAACARCARCCATATGACATGGATGGATATCAAGACCAAGCCARCTATGGTEGETCARCCA
ATGAATGCCCAGGGTTATAATGCTGACCCAGAAGCCTTTTCTGACT TTAGTTATGETGGTCARACTCCTEE
ARCTCCTGGT TATGATCAATACEETACTCAATACACCCCATCTCARATEAGTTATGGTGGTGATCCARGAT
CTTCTGGETGCTTCAACACCARTTTATGGTGGTCAAGGTCAAGGTTACGATCCAACTCAATTCAARTATGTCA
TCGAACTTGCCATATCCAGCTTGGTCTGCTGATCCTCAAGCTCCAATTAAGATTGARCACATCGAAGATAT
TTTCATTGATTTGACTARTARATTTGGT TTCCARAGAGATTCTATGAGARACATCTTTGATTACTTTATGA
CATTGTTEGACTCGAGATCTTCCCGTATGTCACCAGCTCAGGCCTTGTIGAGTTTACATGCTGATTATATT
GETEGTEACAATGCCAATTATAGARAATGETATTTTTCTTCACAACAAGATTTGGATGATTCCTTAGGTTT
TECTAATATGACTTTAGETARARTTGGTAGARARGCCAGARARGCTTCCAACARATCCARARAARAGCTAGAR
AAGCTGCTGAAGAACATEETCAAGATGTCGATGCTCTTECTAATGAATTAGAAGGTGATTATTCATTGGAR
GCCGCTGAAATCACGATGEAAACGCCAAGATEAACTCTTTGACTCCAGARGAARAGAGTAAGAGACCTTGCTCT
TTATTTGTTGATATGEGETGARGCCAATCARGTTCETTTTACTCCTGAATCTTTGTGTTACATTTACARAAT
CTECCACTGAT TATTTAAATTCTCCATTG TG TCARACAAAGACAAGRAACCAGTGCCTGARAGETGATTACTTG
AARCCGTGTGATCACTCCACTTTACAGATTCATCAGATCTCAAGTTTATGARAATTTATGATGGARCGATTTGT
CAAGCGTGARARAGACCACAACARGGTCATTGCTTATGATCGATCTCAATCARATTGTTTTGGTACCCAGRAG
GTATTTCCAGAATTATTTTTGAAGATGGAACCAGATTGGTTGATATCCCTCARGARGAACGTTTCTTGAAR
TTAGETGARCTTGAATGEAACGAATGTTTTCTTCARAACT TATAAGGARATCAGAACCTGETTGCATTTCGT
TACCAATTTTAATAGAATCTGEGATTATCCATGGTACCATCTACTGGATCTACACTGCTTACAACTCCCCAR
CCTTGTATACTAAACATTATGTCCAAACCATAARTCARCAACCACTTGCTTCGTCAAGATGEGCTGCTTGT
GCCATTGGTCETGTICTIGCT I CAT TTATTCARATT CTTGCCACACTTTTCGAATGCGATTTTCGTGCCTAG
AGAATGGECCEGTGCTCARCATTTGAGTCETCGTATGCTATTTTTGGTGTTAATTTTCTTACTCAATTTGS
TTCCACCAGTTTATACATTCCARATTACCARATTGETGATTTATTCGARATCGECATATGCTGTGTCGATT
GTTGGATTTTTCATTGCTGTGGCCACTTTAGTATTCTTTGCCGTCATGCCATTGEETEGETTTATTCACTTC
ATACATGAACAAGAGATCAAGAAGATATATTGCATCACARACATTTACTGCCAACTACATTARATTGAARG
GTTTAGATATGTGEATGTCTTAT T TG TTATGGTTTTTGG T TTTCCTTGCCARATTGEGTTGAATCTTATTTC
TTCTCGACTTTGTCTTTARGRAGATCCTAT TAGARACTTGTCGACCATGACAATGAGATATGTTGETGARAGT
TTeETACARAGATATTGTTTGTAGARACCAAGCCARGATTGTCTTGEGETTGATGTATCTTCGTTGATTTGT
TATTGTTCTT I TTEEATACTTATATGTGETACAT TATTTETAACTGTATCTTCTCCATTGETCGTTCATTC
TATTTGGGTATTICCATTTTGACTCCTTGEAGAAACATTTTCACCAGATTGCCAAAGAGAATTTATTCCAR
GATTTTAGCTACCACCGEARATGGARATCARATATARACCTARAGTTTTGATTTCACARATTTGEAATECCA
TTGTTATTTCCATCTACAGAGAACATTTGTTAGCCATTGATCACGTTCAAARATTATTGTATCATCAAGTT
CCATCTGAAATTGARAGGCARAGAGAACTTTGAGAGCTCCAACTTTCTTTGTT TCTCAAGATGACAACAATTT
TEAARCGEAATTTTTCCCAACGAAR TTCTGARCCTGRARGAAGAATTTCATTTTTCGCTCARTCTTTGGCTA
CACCAATGCCAGARCCATTACCAGTTGATAATATGCCAACTTTTACTGT TTTCACTCCTCATTATTCGGAA
AACGATTTTGTTATCTTTGAGAGARATCATTAGAGAAGATGATCARTTCTCARGAGTGACATTATTGGAATA
TTTGARACAAT TACATCCACTTGAATGEEAT TGTTTTGTTRAAGGACACCAAGATTTTGGCTCARGARACTS
CTECTTATGARAATGGTGATCGATTCTGARARAAATTATCTGAAGATGCGATTGARATCCARGATTGATGATTTA
CCoATTCTATTGTATTGETTTCAAGTCTGCCeCCCCTGAATATACTTTAAGAACARGAATTTGGECTTCATT
GAGATCCCARACTTTGTACAGAACTGTATCTGGEGTTTATGAATTATGCCAGAGCCATTAAATTEGTTATACA
GAGTEGAARACCCAGAATTGGTTCAATATTTCGGTGETGACCCTGARGGATTAGAATTAGCTTTAGAAAGA
ATGECCAGAAGARRGT I TACGAT TTTTGGTTTCTATGCARAGATTGTCTAAATTCARAGATCGATCARATCOGA
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FIGURA 1B

AAATGCTGACTTCTTATTECCTECTTACCCTGAT T TGCARATTGOTTACTTGEGATEAAGAACCGGCTTTGA
ATCGAGGACGACGARCCARGAGTATACTCTECCTTGATTGATGE TCATTGTGAAATETTAGARRAATGGTAGA
CGTCGTCCTARATTCAGAGTTCARTTGTCTGGTAAT CCAAT TTTEEETGATGCTARATCTGATAATCARAN
TCoATGCGCTTATTT TCCATAGAGETGAATATATTCAR T TGAT TGATGCTAATCARGATAATTATTTGGARG
AATGTTTGAAGATTAGATCAGTTTTGGCTCAATTTGRAGARATGAATGTTEARCATGTTAATCCATATGCA
COoRAA T T TEAAATCTGARGA TARTARCACCAAGAAGCGAT CCAGTEECATTTTTCEETECTAGAGAATATAT
TTTCTCACARAAT TCTGG TG T ITTECCTEATGT TCCTGCTGETARAGAACAANCTTTTAGTACATTGTTTG
CRAGAACTTTGGCACAARATTGEAGETARATTGCATTATGGTCATCCGGATTTTTTGRATGCTACATTTATG
TTAACTAGAGCTEGTETTTCTARRGCACARR AGCE T TTACATT TEAATCARCGATATTTATGCTGETATEAR
TGCCATGATCAGAGETGGTAAARTCARGCATTGTGAATATTATCAATGTEGEGTARAGGTAGAGATITAGGTT
TTeeATCCATTTTGARTTTCACCACCAAGATTEGTGCTEETATGECACAACAAATEGCTTTCAAGAGAATAT
TTCTATTTGGETACTCARCT TCCATTGEATAGATTITTGTCATTTTACTATGGTCATCCAGEGTTTCCATAT
TAATAACTTGTTTAT TCAATTGTCTTTACARATGTTTATTTTGGTETTGGEGTARCTTGAATTCATTAGCTC
ATGAMGCTATCATGTETTCT TACAACARAGATGTCCCAGTTACTGATGTTTTGTATCCATTTEGGTTGTTAC
AATATTGCTCCTECCETTEATTGEATTAGACGTTATACT T TGTCTATTTTCATTGTTTTCTTCATTTCTTT
CATTCCATTGOTTGTACRAGAATTEGATTGARAGAGGGETATGEAAACCOTTCCAARGATTTGTTAGACATT
TTATTTCCATGTCACCATTTTTCGAAGTITICETTGCCCARAT TTATTCATCATCGGTTITTCACTGATTTG
ACCGTTEETGE TGO TAGATATAT TTCCACTGETAGAGETTTTGCCACTTCAAGAATTCCATTTTCAATCTT
GTATTCACGTTTTGCTGATTCATCCATTTATATGGEAGCAAGATTGATGT TGATTITATTATTTGGTACAG
TTTCTCATTEGCARGCACCATTATTATGETTCTGGGCTTCATTATCGGCTTTAATGTTCTCCCCATTCATT
TTCAATCCTCATCAAT TTECT TCGGAAGACT TTTTCCTTGAT TACAGAGATTTCATTAGATGGTTATCTAG
BGGTRACACTAAATGECACAGARACTCATGGATTGGTTATGTTAGACTTTCTAGATCACGTATCACTEATT
TCARACGTARGTTGACTEGGETGATGTTTCTGRAARARGCTGCTEGETGATGCT TCAAGRGCTCATAGATCCAAT
CTrTTIGT T TeCTGAT T T T TACCAAC AT TG TT TAT A C TGO TCETCTTTATGTTGCTTATACTTTTATTAR
TGCTCARRCTGGGGTTACTAGT TATCCATATGARATCARATGGATCTACTGATCCACAACCAGTTAATTCTA
CTTTGAGACTTATTATTTGTGCTTTAGCTCCAGTTGTTATTEGATATGEGEGATETTIAGETETTTGTCTTGCC
ATGOCATGTTCTGCTEGTCCAATGTTAGEATTATGT TGTAARAAGACTEETGCTETTATTGCTGETOTTAC
CCATGETGTTGCCGTCATTGTTCATATTATTTTCTTTATTGTTATGTGGEGTCACTCAACGTTTCAATTTTG -
CoAGATTAATGTTGGETATTGCCACCATGAT TTATGTTCAAAGATTATTATTCAAGTTTTTGACATTATGT
TTCTTGACTAGAGAATTTAAGRATGATARAGCCAATACTGCTTTCTGGACTGETARAATGEGTATAATACTGG
TATGGEEATGEATGECTI TTACTCARCCATCTCGTGAAT TTGTTGCTAARAATCATTGARARTGTCGEGAATTTG
CTECTEGATTTCGT T T TEECACATATTATAT TATTCTGTCAATTACCATTATTGTTTATTCCATTAGTTGAT
AGATGGCATTCAATGATGTTATTCTGGTTGARACCATCARGATTGATTAGACCACCAATTTATTCTTTGARA
ACAAGCCAGATTARGAAAGAGRATGETGAGAARATATTGTGTTTTATATT TTGCCGTETTGATATTATTTA
TTGETCATTATTG T TGCACCAGCAGTTGCTTCGGEACAAATTGCTGTTGATCAATTTECCARTATTAGTAGA
TCTGETTCTATTGCTGATGEATTATTCCARCCARCGARATCTCAGTAATARTCATACTGETAARTCATAGACC
ARARACCTACACTTGGAGTTATTTEAGTACTCEGTTTTACTGGAAGTACCACCCCTTATTCTACAAATCCAT
TCACAGTTTAAGAGTTTAAGAGATTARGCCEEEGECEGARCTGETTTATTCATTTATAATTATTTCATTTA
TTCATARATGGT
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FIGURA 2

MSYNDNNNHYYDPNQOGGMPPHOGGEGY YQQQYDDMGOQPHOOD Y YDPNAQYQOQPYDMDGYQDOANYGGQ
PMMAQGYNADPEAFSDF S YGEOTPG T PG Y DO YCTOY TPSOMSYGEDPRSSCGASTP I YCGEOGOGYDETOFNM
SSNLPYPAWSADPQAPTKIEHIEDIFIDLTNKFGFORDSMRNMFDY FMTLLDSRSSRMSPAQALLSLHADY
IGEDNANY REWYFSSQODLDDSLGFANMTLGEIGREARKASKKSKKARKAAEEHGODVDALANELEGDYSL
EAAEIRWKARMNSLTPEERVRDLALYLL IWGERANOVRFTPECLCY IYKSATDYLNS PLCOORQEPVPEGDY
LNRVITPLYRFIRSOVYEIYDGRFVFEREKDHN KV I GY DDVHOLFWY PEGISRIIFEDGTRLVDIPQEERFL
FELGEVENKNVFFRTYKEIRTWLHFVINFNRIWI ITHGT I YWMY TAYNSPTLY TKHYVOTINQOPLASSRWAL
CAIGGVLASFIQILATLFEWNIFVPREWAGAQHLSREMLFLVLIFLLNLVEPVYTFQITKLVIYSKSAYAVS
IVGFFIAVATLVFFAVMPLGGLFTSYMNERSRRY IASOTFTANY IKLKGLDMWMS Y LLWFLVFLAKLVESY
FFSTLSLEDPIRNLS TMTMRCVGEVWYKD IVCRNQAKIVLGLMYLVDLLLFFLDTYMWY IICHNCIFSIGRS
FYLOISILTPWRNIFTRLPERIYSKILATTEMEIKYKPEVLISOIWNAIVISMYREHLLATDHVQELLYHQ
VPSEIEGKRTLRAPTFFVEQDDNNFETEFFPRNSERERR ISFFAQELATPMPEPLPVDNMPTFTVFTPHYS
EKILLSLREILIREDDQFSEVILLEY LKQLHPVEWDCFVEDTKILAEETARYENGDDSEKLSEDGLESKIDD
LPFYCIGFESAAPEYTLRTRIWASLRSOTLYRTVSCFMNY ARATKLLYRVENPELVQYFGGDPEGLELALE
RMARRKFRFLVSMQRLSKFFDDEMENAEFLLEAY PDLOIAYLDEEPALNEDEEPRVYSALIDCGHCEMLENG
RRRPKFRVQLSGNPILGDGEKSDNONHAVIFHRGEY IQLIDANQDNYLEECLKIRSVLAEFEEMNVEHVNEY
APNLESEDNNTKKDPVAFLGAREYIFSENSGVLGDVAAGKEQTFETLFARTLAQIGGKLHYGHPDFLNATE
MLTRGEVEKAQKCLHLNED I Y AGMNAMMRGCK I KHCEY YQCCKGRDLGFGS ILNFTTKIGAGMNGEQMLSEE
¥YFYLGTOLPFLDRFLSFYYGHPGFHINNLF IQLESLOVF ILVLGNLNS LAHEATMCSYNEKDVEVTDVLYPFGC
YNIAPAVDWIRRYTLSIFIVFFISFIPLVVQELIERGVWEAFQRFVRHFISMSPFFEVFVAQIYSSSVETD
LTVEGARYISTGREGFATSRIPPSILYSRFADSS IYMGARLMLILLFGTVSHWOAPLLWFWASLSALMFSEF
IFNPHQFAWEDFFLDYRDFIRWLSRGNTEKWHRNSWIGYVRLSRSRITGFERKLTGDVSEKAAGDASRAHRS
NVLFADFLPTLIYTAGLYVAYTFINAQTGVTSYPYEINGSTDPOPVNSTLRLIICALAPVVIDMGCLGVCL
AMACCAGPMLOLCCKKTGAVIAGVAHGVAVIVHIIFFIVMWVTEGFNFARLMIGIATMIYVORLLFEFLTL
CFLTREFFNDEANTAFWTGEW Y NTGMGWMAF TQPSREFVAKI IEMEEFACGDFVLAHI ILFCOLPLLFIPLY
DRWHSMMLFWLKPSRLIRPPIYSLKQARLRKRMVRKYCVLYFAVLILFIVIIVAPAVASGO IA?DQFANIG
G568 IADGLFQPRNVSENNDTGNHRPEKTYTHS ‘_'!LSTRFTGETTPYETNPFRV
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FIGURA 3

ScFkslp: Phesio Leu Val ILeu Ser Leu Arg Aspgs
CaFKS1p: Phessy Leu Thr Leu Ser Leu Arg Aspes

FIGURA 4
Oligonucle . ab 5 3’ .
otido Secuencia Modificacién | Modificacion Objetivo
CAPKST- | CATTGCTGGGCCACTTTAG Ninguna Ninguna | Cebador  de
F1719 secuenciacion
CAPKS1- | GATTTCCATTTCCGTGGTAGC Ninguna Ninguna | Cebador  de
R2212 secuenciacién
Cebador de
HS1SN2 GCCAAATTGGTTGAATCTTA Ninguna Ninguna PCR en tiempo
real
Cebador de
HS1AN2 GTCATGGTCGACAAGTTTCT Ninguna Ninguna PCR en tiempo
real
T-WT AAAAATCTCTTAAAGACAAAGTCAAGAAAAAA Ninguna Ninguna sDela?\?;je de tipo
Diana de la
T-T1933C AAAAATCTCTTAAAGGCAAAGTCAAGAAAAA Ninguna Ninguna mutacioén de
T1933C
Diana de la
T-C1934A AAAAATCTCTTAAATACAAAGTCAAGAAGAAAA Ninguna Ninguna mutacioén de
C1934A
Diana de la
T-C1934T AAAAATCTCTTAAAAACAAAGTCAAGAAGAAAA Ninguna Ninguna mutacioén de
C1934T
T-T1920A | AAAAATCTCTTAAAGACAATGTCAAGAAAAAA Ninguna Ninguna | Diana de SNP
Diana de la
T-T1929A- . . mutaciones de
T1933C AAAAATCTCTTAAAGGCAATGTCAAGAAAAA Ninguna Ninguna T1929A y
T1933C
Diana de la
T-T1929A- . . mutaciones de
C1934A AAAAATCTCTTAAATACAATGTCAAGAAGAAAA Ninguna Ninguna T1929A y
C1934A
Diana de la
T-T1929A- . . mutaciones de
C1934T AAAAATCTCTTAAAAACAATGTCAAGAAGAAAA Ninguna Ninguna T1929A y
C1934T
HS1-WT CGCGAGTITCTTGACWTTGTCTTTAAGAGATCTCGC FAM Daboyl Sond_a de tipo
G salvaje
Sonda de
HS1- CGCGAGTICTTGACWTTGCCTTTAAGAGATCTCGC L
T1933C G HEX Dabcyl mutacion
T1933C
Sonda de
HS1- CGCGAGCTTCTTGACWTTGTATTTAAGAGATCTCG L
C1934A CG HEX Dabcyl mutacion
C1934A
Sonda de
HS1- CGCGAGCTTCTTGACWTTGTTTTTAAGAGATCTCG L
HEX Dabcyl mutacion
C1934T CG C1934T
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FIGURA 5
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FIGURA 6A

GRAFICA DE AMPLIFICACION
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FIGURA 6B
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FIGURA 6C

Senad

[

{4p) B12UmasRIOn]|

22



ES 2430553713

FIGURA 6D
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FIGURA 7

HS1-WT

HS1-T2640C
HS1-C2641A
HS1-C2641T
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