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DESCRIPCION
Sondas de acido nucleico y métodos para detectar parasitos de Plasmodium
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Plasmodium es un género de protozoos parasitarios. La infeccion con este género se conoce como malaria. El
parasito siempre tiene dos hospedantes en su ciclo vital: un vector mosquito y un hospedante vertebrado. Al menos
diez especies infectan humanos, incluyendo P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale. La malaria es una
enfermedad infecciosa que esta extendida en las regiones tropicales y subtropicales. La malaria representa una
amenaza a la supervivencia de hombres, mujeres y nifios. Infecta a entre 300 y 500 millones de personas cada afio
y provoca entre uno y tres millones de muertes al afio, la mayoria nifios pequefios en el Africa Sub-Sahariana.

La malaria es una de las enfermedades infecciosas mas comunes y supone un enorme problema de salud publica.
La enfermedad esta causada por parasitos protozoos del género Plasmodium. Las formas mas graves de la
enfermedad estan causadas por Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax, pero otras especies relacionadas
(Plasmodium ovale y Plasmodium malariae) también pueden infectar a humanos. La determinacion de la especie
infecciosa ayuda a determinar el curso de tratamiento para el paciente.

El diagnostico preferido y mas fiable de la malaria es el examen microscopico de laminas sanguineas, ya que las
cuatro especies parasitarias presentan caracteristicas distintivas. Tradicionalmente se usan dos tipos de laminas
sanguineas. Las laminas finas son similares a las laminas sanguineas habituales y permiten la identificacion de
especies debido a que la apariencia de los parasitos se preserva mejor en esta preparacion. Las laminas gruesas
permiten al microscopista realizar un escrutinio de un volumen mayor de sangre y son aproximadamente once veces
mas sensibles que la lamina fina, por lo que detectar niveles bajos de infeccion es mas sencillo con laminas gruesas,
pero la apariencia del parasito se ve mucho mas distorsionada y por tanto la distincién entre diferentes especies
puede ser mucho mas dificil.

Con laminas gruesas, un microscopista con experiencia puede detectar niveles de parasito (o parasitemia) de hasta
un 0,0000001 % de células sanguineas rojas. Sin embargo, el diagndstico microscopico puede ser dificil debido a
que los trofozoitos precoces ("anillados") de las cuatro especies parecen idénticos y nunca es posible diagnosticar
especies en base a una Unica forma anillada; la identificacion de especie se basa siempre en varios trofozoitos.

En areas donde no se disponga de microscopio, existen tests de deteccion de antigenos que soélo requieren una
gota de sangre. OptiMAL-IT® (TCS Bio Sciences, Buckingham, Inglaterra) detectara con fiabilidad falciparum hasta
en un 0,01 % de parasitemia y no falciparum hasta en un 0,1 %. Paracheck-Pf® (Orchard Biomedical Systems,
India) detectara parasitemias de hasta un 0,002 % pero no distinguira entre malaria de falciparum y no falciparum.
También se pueden detectar acidos nucleicos usando reaccidon en cadena de polimerasa. Esta técnica es mas
precisa que la microscopia. Sin embargo, es costosa y requiere un laboratorio especializado. Ademas, los niveles de
parasitemia no se correlacionan necesariamente con la progresion de la enfermedad, particularmente cuando el
parasito es capaz de adherirse a las paredes de los vasos sanguineos. En algunos laboratorios clinicos se dispone
de métodos moleculares limitados y de ensayos rapidos en tiempo real, por ejemplo, QT-NASBA (amplificacion
basada en secuencias de acido nucleico cuantitativa en tiempo real, basada en reaccion en cadena de polimerasa)
pero todavia se estan desarrollando. Por tanto, es necesario desarrollar herramientas de diagnosis de tecnologia
sencilla para detectar niveles bajos de parasitemia en campo.

Lo que se necesita son reactivos y métodos para la deteccion y discriminacion rapida y precisa de diversas especies
de Plasmodium causantes de malaria.

Se considera que la solicitud de patente de EE.UU. n°® 5.792.609 representa la técnica anterior mas préxima.
SUMARIO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a sondas de acido nucleico que detectan y discriminan entre diferentes especies de
parasitos de Plasmodium, por ejemplo, en ensayos de hibridacién. Por consiguiente, en un primer aspecto, la
invencion se caracteriza por fragmentos de acido nucleico como los reivindicados en la Reivindicacion 2. Los
fragmentos pueden usarse como sondas para detectar Plasmodium en un ensayo de hibridacion. La invencion
también incluye sondas (ADN, ARN y PNA) que pueden discriminar entre P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P.
ovale. En el contexto de la presente invencion, el término "discriminar entre" (o términos similares) significa que la
sonda se une a acido nucleico (p.ej., ARN, ADN, ARNr [ARN ribosomal] o ADNr [ADN ribosomal]) de una especie de
forma mas favorable que de las otras 3 especies.

En un segundo aspecto, la invencion se caracteriza por un método como el reivindicado en la reivindicacion 1 para
detectar la presencia de Plasmodium en una muestra. En este método, se pone en contacto una muestra con un
fragmento de acido nucleico en condiciones que permitan que el acido nucleico se hibride con un acido nucleico de
Plasmodium. La deteccion del fragmento de acido nucleico ligado al acido nucleico de Plasmodium de la muestra se
usa como indicio de la presencia de Plasmodium en la muestra. La deteccién con sondas de la presente invencion
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que discrimina entre las cuatro especies de Plasmodium enumeradas antes indica la presencia de dicha especie de
Plasmodium.

En una realizacién de este aspecto de la invencion, el fragmento de acido nucleico contiene una secuencia
seleccionada, preferiblemente, de entre al menos cinco, mas preferiblemente al menos diez y lo mas preferiblemente
al menos quince nucledtidos consecutivos, o la secuencia entera de la sonda PGenus 1 o su secuencia
complementaria de longitud completa.

En una segunda realizacion de este aspecto de la invencion, el fragmento de acido nucleico contiene una secuencia
seleccionada, preferiblemente, de entre al menos cinco, mas preferiblemente al menos diez o lo mas preferiblemente
al menos quince nucledtidos consecutivos, o la secuencia entera de la sonda MalF1 o su secuencia complementaria
de longitud completa.

En otra realizacion adicional de este aspecto de la invencion, el fragmento de acido nucleico contiene una secuencia
seleccionada, preferiblemente, de entre al menos cinco, mas preferiblemente al menos diez y lo mas preferiblemente
al menos quince nucledtidos, o la secuencia entera de la sonda MalF2 o su secuencia complementaria de longitud
completa.

En otra realizacién adicional de este aspecto de la invencion, el fragmento de acido nucleico contiene una secuencia
seleccionada, preferiblemente, de entre al menos cinco, mas preferiblemente al menos diez y lo mas preferiblemente
al menos quince nucleétidos, o la secuencia entera de la sonda Mal1.8F o su secuencia complementaria de longitud
completa.

En otra realizacién adicional de este aspecto de la invencion, el fragmento de acido nucleico contiene una secuencia
seleccionada, preferiblemente, de entre al menos cinco, mas preferiblemente al menos diez y lo mas preferiblemente
al menos quince nucledtidos, o la secuencia entera de la sonda Mal1.8R, o su secuencia complementaria de longitud
completa.

Una ventaja de las sondas PGenus 1, MalF1, MAIF2, Mal1.8F y Mal1.8R es que detectan las tres especies de
Plasmodium evaluadas, y por tanto no se limitan a detectar una Unica especie de Plasmodium. Otras caracteristicas
y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de la misma y
también a partir de las reivindicaciones.

En aspectos especificos, la presente invencion contempla un método para detectar la presencia de Plasmodium en
una muestra, comprendiendo dicho método las etapas de: poner en contacto dicha muestra con una sonda para
detectar Plasmodium en un ensayo de hibridacion, donde dicha sonda discrimina entre especies de Plasmodium, en
condiciones que permitan a dicha sonda hibridarse con acido nucleico de Plasmodium; y detectar dicha sonda unida
a dicho acido nucleico de Plasmodium en dicha muestra como una indicaciéon de la presencia de Plasmodium en
dicha muestra.

En la realizacion precedente, el fragmento de acido nucleico comprende una secuencia que se selecciona de entre
al menos cinco nucleétidos consecutivos de sonda PV1, PV2, PF3, PF4, PF5, PM1 o PO1 o de su secuencia
complementaria de longitud completa.

En otros aspectos, la presente invencién contempla un método para detectar la presencia de Plasmodium en una
muestra, comprendiendo dicho método las etapas de: poner en contacto dicha muestra con un fragmento de acido
nucleico que comprende una secuencia seleccionada de entre al menos cinco nucleétidos consecutivos de una
sonda seleccionada de un grupo que consiste en PGenus1, MalF1, MalF2, Mal1.8F, Mal1.8R, PV1, PV2, PF2, PF3,
PF4, PF5, PM1 y PO1 o su secuencia complementaria de longitud completa, en las condiciones que permitan que
dicho acido nucleico se hibride a acido nucleico de Plasmodium; y detectar dicho fragmento de acido nucleico unido
a dicho acido nucleico de Plasmodium en dicha muestra como una indicaciéon de la presencia de Plasmodium en
dicha muestra.

En la realizacion precedente, el fragmento de acido nucleico consta de una secuencia seleccionada de entre la
secuencia de longitud completa, al menos quince nucleétidos consecutivos, al menos diez nucleétidos consecutivos,
al menos cinco nucledtidos consecutivos de una sonda procedente de un grupo que consiste en PGenus1, MalF1,
MalF2, Mal1.8F, Mal1.8R, PV1, PV2, PF2, PF3, PF4, PF5, PM1 y PO1 o su secuencia complementaria de longitud
completa.

La presente invencion también contempla un fragmento de acido nucleico que comprende una secuencia
seleccionada de entre al menos cinco nucleétidos consecutivos de una sonda seleccionada de un grupo que
consiste en PGenus1, MalF1 y MalF2, Mal1.8F, Mal1.8R, PV1, PV2, PF2, PF3, PF4, PF5, PM1, PO1 o su secuencia
complementaria de longitud completa.

La presente invencion también contempla un fragmento de acido nucleico que comprende una secuencia
seleccionada de entre al menos diez nucleétidos consecutivos de una sonda seleccionada de un grupo que consiste
en PGenus1, MalF1 y MalF2, Mal1.8F, Mal1.8R, PV1, PV2, PF2, PF3, PF4, PF5, PM1, PO1 o su secuencia
complementaria de longitud completa.
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La presente invencién también contempla un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia completa
seleccionada de una sonda seleccionada de un grupo que consiste en PGenus1, MalF1 y MalF2, Mal1.8F, Mal1.8R,
PV1, PV2, PF2, PF3, PF4, PF5, PM1, PO1 o su secuencia complementaria de longitud completa.

En aspectos especificos, la presente invencién contempla un método para seleccionar sondas de acido nucleico que
discriminan entre las especies P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale, método que comprende: preparar un
fragmento de acido nucleico o polipéptido de acido nucleico, PNA correspondiente, o complementario, a una
secuencia de al menos cinco nucleotidos de acido nucleico procedente de P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P.
ovale; comparar la capacidad de la sonda para detectar una o mas de las especies de Plasmodium en un ensayo de
hibridacion; y seleccionar la sonda o sondas que detecten una, dos o tres especies de Plasmodium pero no las
cuatro especies de Plasmodium.

La presente invencion también contempla un método para detectar y diferencia entre P. falciparum, P. Vivax, P.
malariae y P. ovale en una muestra, comprendiendo dicho método: proporcionar: i) una muestra de un sujeto que se
sospecha que padece malaria y ii) sondas que comprenden un acido nucleico adecuado para detectar y diferenciar
entre P. falciparum, P. Vivax, P. malariae y P. ovale; poner en contacto dicha muestra con dichas sondas en las
condiciones adecuadas para la hibridacién de dichas sondas a las dianas; y determinar la presencia de P.
falciparum, P. Vivax, P. malariae y P. ovale, si la hay, en la muestra.

En una realizacion, el método contempla que la sonda para la deteccién de P. falciparum se seleccione a partir de
una secuencia de acido nucleico de al menos cinco nucleétidos consecutivos de uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4
o PF5. En otra realizacién, el método contempla que la sonda se seleccione a partir de una secuencia de acido
nucleico de al menos diez nucleétidos contiguos de uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5. En otra realizacion
adicional, el método contempla que la sonda se seleccione a partir de una secuencia de acido nucleico de al menos
quince nucledtidos contiguos de uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5.

En una realizacion, el método contempla que la sonda para detectar P. Vivax se seleccione de una secuencia de
acido nucleico de al menos cinco nucleétidos contiguos de uno o mas de PV1 o PV2. En otra realizacion, el método
contempla que la sonda se seleccione a partir de una secuencia de acido nucleico de al menos diez nucleétidos
contiguos de uno o mas de PV1 o PV2. En otra realizacion adicional, el método contempla que la sonda se
seleccione de una secuencia de acido nucleico de al menos quince nucleétidos contiguos de uno o mas de PV1 o
PV2.

En una realizacién, el método contempla que las sondas para detectar P. malariae se seleccionen a partir de una
secuencia de acido nucleico de al menos cinco nucleétidos contiguos de PM1 y uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o
PF5, y donde una muestra es positiva para P. malariae si la sonda de al menos cinco nucleétidos contiguos de PM1
da positivo y la sonda de al menos cinco nucleétidos contiguos de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5 da negativo. En otra
realizacion, el método contempla que las sondas se seleccionen a partir de la secuencia de acido nucleico de al
menos diez nucledtidos contiguos de uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5 y al menos diez nucledtidos
contiguos de PM1. En otra realizacion adicional, el método contempla que las sondas se seleccionen a partir de la
secuencia de acido nucleico de al menos quince nucledtidos contiguos de uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5
y al menos quince nucleétidos contiguos de PM1.

En una realizacién, el método contempla que las sondas para detectar P. ovale se seleccionen a partir de una
secuencia de acido nucleico de al menos cinco nucleétidos contiguos de PO1 y uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o
PF5, y donde una muestra es positiva para P. ovale si la sonda de al menos cinco nucleétidos contiguos de PO1 da
positivo y la sonda de al menos cinco nucledtidos contiguos de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5 da negativo. En ofra
realizacion, el método contempla que las sondas se seleccionen a partir de la secuencia de acido nucleico de al
menos diez nucledtidos contiguos de uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5 y al menos diez nucledtidos
contiguos de PO1. En ofra realizacion adicional, el método contempla que las sondas se seleccionen a partir de la
secuencia de acido nucleico de al menos quince nucleétidos contiguos de uno o mas de PF1, PF2, PF3, PF4 o PF5
y al menos quince nucleotidos contiguos de PO1.

En cualquiera de las realizaciones precedentes, la sonda o sondas usadas pueden ser la secuencia de nucleétidos
entera tal como se describe en la presente memoria o su cadena complementaria, asi como la secuencia
complementaria de los cinco, diez o quince nucleétidos contiguos de las sondas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion presenta sondas de acido nucleico para detectar parasitos de Plasmodium (p.ej., P. falciparum, P.
vivax, P. malariae y P. ovale) en, por ejemplo, ensayos de hibridacion. Las sondas de la invencién pueden usarse en
métodos para detectar la presencia de Plasmodium en una muestra biolégica. En estos métodos, se pone en
contacto una sonda de la invencion con una muestra bioldgica (p.ej., sangre entera, CSF o una muestra de tejido) en
un ensayo de hibridacién y la deteccién de la sonda ligada al acido nucleico de la muestra se usa como indicio de la
presencia de Plasmodium en la muestra. Las sondas incluidas en la invenciéon pueden identificarse por:

A (1) preparar un fragmento de acido nucleico o un polipéptido de acido nucleico, ADN (es decir, una sonda)
correspondiente, o complementaria a una secuencia de al menos diez nucleétidos de acido nucleico de P.
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falciparum y (2) comparar la capacidad de la sonda para detectar todas las especies de Plasmodium en un
ensayo de hibridacion. Las sondas que se hibridan a P. falciparum de forma mas favorable que a las otras tres
especies se incluyen en la invencion.

B (1) preparar un fragmento de acido nucleico o PNA (es decir, una sonda) correspondiente, o complementaria a
una secuencia de al menos diez nucledtidos de acido nucleico de P. vivax y (2) comparar la capacidad de la
sonda para detectar todas las especies de Plasmodium en un ensayo de hibridacion. Las sondas que se hibridan
a P. vivax de forma mas favorable que a las otras tres especies se incluyen en la invencion.

C (1) preparar un fragmento de acido nucleico o PNA (es decir, una sonda) correspondiente, o complementaria a
una secuencia de al menos diez nucleétidos de acido nucleico de P. malariae y (2) comparar la capacidad de la
sonda para detectar todas las especies de Plasmodium en un ensayo de hibridacion. Las sondas que se
hibridan a P. malariae de forma mas favorable que a las otras tres especies se incluyen en la invencion.

D (1) preparar un fragmento de acido nucleico o PNA (es decir, una sonda) correspondiente, o complementaria a
una secuencia de al menos diez nucleétidos de acido nucleico de P. ovale y (2) comparar la capacidad de la
sonda para detectar todas las especies de Plasmodium en un ensayo de hibridacion. Las sondas que se
hibridan a P. ovale de forma mas favorable que a las otras tres especies se incluyen en la invencion.

Los acidos nucleicos de P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale pueden obtenerse a partir de muestras
bioldgicas (tal como sangre entera, médula 6sea, CSF) procedentes de individuos infectados, usando métodos
estandares de aislamiento de acido nucleico en la técnica. A partir del cultivo también se puede obtener P.
falciparum (asi como P. vivax, P. malariae y P. ovale). Por ejemplo, se puede obtener ADN que codifica ARN
ribosomal de Plasmodium mediante amplificacion PCR de ADN preparado a partir de una muestra de sangre entera
de un paciente infectado usando los métodos y los cebadores descritos en la presente memoria y conocidos en la
técnica.

Se puede seleccionar cualquier secuencia de Plasmodium (p.ej., una secuencia que codifica ARN ribosomal 58,
5.8S, 18S o 28S) como secuencia candidata para la identificacion de sondas. Las secuencias preferidas son
aquellas que divergen de secuencias analogas en parasitos no humanos de Plasmodium u otros parasitos de
protozoos como, por ejemplo, Babesia o Thileria, determinado por comparacion filogénica. Las sondas de acido
nucleico de la invencion tienen una longitud de al menos 10 nucledtidos y pueden contener desoxirribonucleétidos
(sondas de ADN), ribonucledtidos (sondas de ARN), acido nucleico de péptido (sondas PNA) o combinaciones o
modificaciones de los mismos. Las sondas pueden ser de cadena sencilla o de cadena doble y pueden prepararse
mediante cualquiera de una serie de métodos estandarizados de la técnica. Por ejemplo, las sondas pueden
prepararse mediante sintesis quimica, digestion de restriccion de endonucleasa de un vector (p.gj., un plasmido que
contiene una secuencia correspondiente a la sonda), amplificacion de reaccion de cadena de polimerasa (PCR), o
transcripcion in vitro de un vector que contenga una secuencia correspondiente a la sonda (véase, p.ej., Ausubel, et
al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing, Nueva York, N.Y., 1994, incorporada a la presente
memoria a modo de referencia). Las sondas pueden ser marcadas durante o tras la sintesis. Por ejemplo, los
nucledtidos marcados que contengan, p.ej., radioisotopos (p.ej., *?P, **S o °H), biotina o digoxigenina, se pueden
incorporar a la sonda durante la sintesis. Las sondas que contengan biotina se detectan mediante el uso de un
reactivo secundario tal como avidina o estreptavidina, que contiene un marcador detectable tal como un fluorocromo
(p-€j., fluoresceina o rodamina) o una enzima (p.ej., fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano). De forma similar, las
sondas que contengan digoxigenina pueden detectarse usando un anticuerpo antidigoxigenina marcado. Las sondas
también pueden ser marcadas después de la sintesis, p.ej., mediante traduccion de apodo o uso de T4 ARN ligasa,
poli(A) polimerasa, en métodos estandarizados (véase, p.ej., Ausubel et al., ver anterior). Las sondas también
pueden contener nucleétidos modificados con el objetivo de aumentar la estabilidad de la sonda. Por ejemplo, se
pueden usar ribonucleétidos que contengan grupos 2'-0-alquilo en el grupo ribosa. Las sondas también pueden
contener modificaciones que faciliten la captura de la sonda sobre un soporte sélido. Por ejemplo, se pueden afadir
colas de poli-dA o poli-deaza-guanosina a los extremos 3' de las sondas, usando transferasa terminal, con el fin de
facilitar la unién de la sonda a un soporte solido, p.ej., particulas magnéticas marcadas con poli-dT o poli-dC. Las
sondas se pueden purificar antes de usarse, mediante métodos estandarizados tales como electroforesis de gel de
poliacrilamida desnaturalizante, cromatografia de liquidos de alta resolucion o cromatografia de filtracion de gel
(véase, p.gj., Ausubel, et al., ver anterior). Las sondas de la invencién se pueden usar en cualquier ensayo de
hibridacion estandar para detectar la presencia de Plasmodium en una muestra. Por ejemplo, se pueden usar
ensayos Southern blot, dot blot, de hibridacién in situ, deteccién de hibridacion en tiempo real mediante biosensores
o sonda dual, de hibridacion tipo sandwich (véase, p.ej., la Solicitud de Patente de EE.UU. n° 07/826.657 [ahora
Patente de EE.UU. n°® 5.519.127] y la Patente de EE.UU. n°® 5.629.156 [Numero de Publicaciéon Internacional WO
94/10335], todas las cuales se incorporan a la presente memoria a modo de referencia). Alternativamente, las
sondas pueden usarse como cebadores en un ensayo de reaccion en cadena de polimerasa (véase, p.ej., Ausubel,
et al., ver anterior). Las muestras biolégicas que pueden analizarse usando las sondas y métodos de la invencion
incluyen sangre entera, CSF, médula 6sea y muestras de tejido procedentes, p.ej., de bazo. El acido nucleico se
extrae de la muestra mediante métodos estandarizados (excepto en el caso de la hibridacion in situ, en la que las
células se mantienen intactas) y se analiza usando las sondas de los ensayos enumerados anteriormente. En el
ensayo se puede usar una Unica sonda o combinaciones de sondas. Las condiciones de hibridacion usadas con las
sondas (p.ej., en los métodos de la invencién) entran dentro del rango de, por ejemplo, 30-50 % de formamida a 25
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°C - 42 °C o mezclas de GuSCN y formamida entre 25 - 37 °C. Como es "sabido por el especialista en la técnica", la
seleccion de las condiciones de hibridacion depende de la longitud y el contenido de nucledtidos (es decir, de la
comparacion de GC y AT) de la sonda. Por consiguiente, las condiciones de hibridacion pueden ajustarse para
acomodar dichos factores. Adicionalmente, el uso de diferentes sales (p.gj., tiocianato de guanidina o hidrocloruro de
guanidina en comparacion con NaCl) y de agentes desnaturalizantes (p.ej., NP-40, dodecilsulfato sddico) puede
requerir un ajuste de la concentracion salina y de la temperatura, como puede determinar facilmente el especialista
en la técnica.

A continuacién se muestran ejemplos no limitantes de las condiciones de hibridacién que pueden usarse en la
presente invencion. En los analisis Southern blot, se pueden usar las siguientes condiciones de hibridacion: de 30 %
a 50 % de formamida en 2xSSC a 42°C. Tras la hibridacion, los filtros se lavan usando métodos estandares. Por
ejemplo, se pueden llevar a cabo tres lavados de 15 minutos post-hibridacién a 25 °C en 2 x SSC a 0,1 x SSC y 0,1
% de SDS con el objetivo de eliminar las sondas no ligadas. Para los blots de ARN, se llevaron a cabo hibridaciones
en formamida al 30 % a temperatura ambiente durante una noche. El exceso de sondas fue eliminado lavando tres
veces 15 minutos en 2 x SSC con un 0,1 % de SDS.

El término "hibridacion" se refiere al emparejamiento de acidos nucleicos complementarios. La hibridacién y la fuerza
de hibridacion (es decir, la fuerza de la asociacion entre los acidos nucleicos) se ve afectada por factores tales como
el grado de complementariedad entre los acidos nucleicos, la severidad de las condiciones aplicadas, la T, del
hibrido formado, y la relacion G - C en los acidos nucleicos. Se dice que una unica molécula que contenga
emparejamiento de acidos nucleicos complementarios en su estructura esta "auto-hibridada".

Es bien sabido que se pueden emplear numerosas condiciones equivalentes para alcanzar condiciones de
hibridacion adecuadas; se consideran factores tales como la longitud y la naturaleza (ADN, ARN, composicion de
bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicién de bases, presente en disoluciéon o
inmovilizada, etc.) y la concentracion de las sales y otros componentes (p.ej., la presencia o la ausencia de
formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol) y la disolucion de hibridacién puede variar para generar condiciones
de baja severidad de hibridacion diferentes de las condiciones enumeradas antes, pero equivalentes.
Adicionalmente, en la técnica se conocen condiciones de alta severidad (p.ej., aumento de la temperatura de la
hibridacion y/o etapas de lavado, el uso de formamida en la disolucion de hibridacion, etc.).

Para la hibridacion in situ, se pueden usar las siguientes condiciones, tal como se describen en la Patente de
EE.UU. n° 6.165.723 y en la Solicitud de Patente de EE.UU. n° 11/494.430 (que se incorporan a la presente
memoria a modo de referencia): GuSCN (de 1,5 a 3,5 M dependiendo de la secuencia de la sonda) entre
temperatura ambiente y 37 °C o mezclas de GuSCN y formamida entre temperatura ambiente y 37 °C durante entre
30 minutos y una hora, seguido de lavados en SSC (de 2 X a 0,1 X) y 0,1 % de SDS.

EJEMPLOS

Sin una elaboracién adicional, se cree que el especialista en la técnica, en base a la presente descripcién, puede
utilizar la presente invencién en su maxima extension. Por tanto, las siguientes realizaciones especificas deben
considerarse meramente ilustrativas, y en ninguin caso limitativas del resto de la descripcion.

Hibridacion de las sondas PGenus1, PGenus2, MalF1, MalF2, Mal1.8F, Mal1.8R con muestras de P.
falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae.

Los datos del andlisis dot-blot se muestran en la Tabla 1. En estos experimentos, se usdé por punto
aproximadamente 0,1 ug de un plasmido que contenia secuencias de nucledtidos que codifican las respectivas
subunidades de ARNr 18S. Los blots fueron hibridados con sondas marcadas con dig usando las condiciones de
hibridacion descritas antes.

Para el caso del ARN, se sintetiz6 ARN y se generaron manchas de 0,1 ug en 6 x SSC sobre membrana de
nitrocelulosa. La hibridacion con sondas marcadas con dig (sondas marcadas con digoxigenina) se llevé a cabo
durante una noche a temperatura ambiente en formamida. Se us6 este método para comparar las sefiales de
hibridacion entre los diferentes organismos y sondas.

Las sondas que se hibridan con todas las especies de ARNr 18 de todas las especies de Plasmodium son PGenus1,
PGenus2, MalF1, MalF2, Mal1.8F y Mal1.8R. Las sondas PGenus1, PGenus2 y Mal1.8R se hibridaron con ARNr
18S de las tres especies de Plasmodium.

Sondas especificas de ARNr 18S del Género Plasmodium

Las sondas especificas del género Plasmodium de la invencion incluyen las sondas PGenus1, PGenus2, MalF1,
MalF2, Mal1.8F y Mal1.8R, que presentan las secuencias:
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PGenus1 5'-TCTCGCTTGCGCGAATACTCG-3' (SEQ ID NO: 1)
PGenus2 5'-CCAAAGACTTTGATTTCTCAT-3' (SEQ ID NO: 2)
Malf1 5' -CAGATACCGTCGTAATCTTA -3' (SEQ ID NO: 3)
Malf2 5'-CGAAAGTTAAGGGAGTGAAGAC-3' (SEQ ID NO: 4)
Mal1.8F 5'-atgtagaaactgcgaacggc -3' (SEQ ID NO: 5)

Mal1.8R 5'-cagcacaatctgatgaatcatgc-3' (SEQ ID NO: 6)

Sondas especificas de ARNr 18S de la Especie Plasmodium

Las sondas especificas de la especie Plasmodium de la invencién incluyen sondas PV1 que tienen las secuencias
de una sonda seleccionada entre PV1, PV2, PV3, PF1, PF2, PF3, PF4, PF5, PF6, PF7, PF8, PM1, PO1 o su
secuencia complementaria de longitud completa.

Sondas especificas de P. vivax

PV1 |5-TCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCTTATTTT- 3' (SEQ ID No: 7)
PV2 |5-TACACACTCAAGAAATGAATCAAGAGTGC-3' (SEQ ID No:

Sondas especificas de P. falciparum
PF1 | 5-GCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACTT-3' (SEQ ID NO:
PF2 |5-CCTAACAAATACTTATCCAAAGATAAAAATCAAGGA-3' (SEQ ID No: 10)
PF3 |5-ATTTTTAACACTTTCATCCAACACCTAGTCG-3' (SEQ ID No: 11)
PF4 | 5-TTACAAAACCAAAAAT3'GGCCTTGCATTGTTATTT-3' (SEQ ID No: 12)
PF5 |5-TCCAATTGTTACTCTGGGAAGG-3' (SEQ ID No: 13)

Sonda especifica de P. malariae

PM1 5-GAAACACTCATATATAAGAATGTCTC-3' (SEQ ID No: 14)

Sonda especifica de P. ovale

PO1 5' - AATTTCCCCGAAAGGAATTTTC-3' (SEQ ID No: 15)

Tabla 1

Sondas P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale
PGenus1 Positivo Positivo Positivo Positivo
PGenus2 Positivo Positivo Positivo Positivo
Malf1 Positivo Positivo Positivo Positivo
Malf2 Positivo Positivo Positivo Positivo
Mal1.8F Positivo Positivo Positivo Positivo
Mal1.8R Positivo Positivo Positivo Positivo
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Sondas P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale
PV1 Negativo Positivo Negativo Negativo
PV2 Negativo Positivo Negativo Negativo
PF1 Positivo Negativo Negativo Negativo
PF2 Positivo Negativo Negativo Negativo
PF3 Positivo Negativo Negativo Negativo
PF4 Positivo Negativo Negativo Negativo
PF5 Positivo Negativo Negativo Negativo
PMA1 Positivo Negativo Positivo Negativo
PO1 Positivo Negativo Negativo Positivo

Nota: Todas las sondas excepto MalF1, MalF2 y Mal1.8F se hibridan también a ARNTr.

En un ejemplo de la presente invencion, las muestras son evaluadas para determinar la presencia de Plasmodium
sp. y las especies de Plasmodium detectadas son diferenciadas mediante el uso de las sondas de la presente
invencion. Se evalla una muestra con sondas de al menos cinco, diez o quince nucleétidos contiguos de las sondas
PV1 y/o PV2, las sondas PF1, PF2, PF3, PF24 y/o PF5, la sonda PM1 y la sonda PO1, o la sonda entera o sus
secuencias complementarias. Se determina que las muestras que dan positivo para las sondas PV1 y/o PV2 estan
infectadas con P. vivax. Se determina que las muestras que dan positivo para las sondas PF1, PF2, PF3, PF4 y/o
PF5 estan infectadas con P. falciparum. Se determina que las muestras que dan positivo para la sonda PM1 pero no
para PF1, PF2, PF3, PF4 y/o PF5 estan infectadas con P. malariae. Se determina que las muestras que dan positivo
para la sonda PO1 pero no para PF1, PF2, PF3, PF4 y/o PF5 estan infectadas con P. ovale.
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LISTADO DE SECUENCIAS

(1)

)

@)

(4)

®)

INFORMACION GENERAL:

(iif)

NUMERO DE SECUENCIAS: 15

INFORMACION PARA SEQ ID NO:1:

@)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 21 pares de base
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1:
TCTCGCTTGC GUGAATACTC C

INFORMACION PARA SEQ ID NO:2:

@)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla

)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(x i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2:
CCAAAGACTT TGATTTCTCA T

INFORMACION PARA SEQ ID NO:3:

@)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 20 pares de base
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(x i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3:
CAGATACCGT CGTAATCTTA

INFORMACION PARA SEQ ID NO:4:

@)

(i)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
) LONGITUD: 22 pares de base
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
) TOPOLOGIA: lineal

MOLECULA TIPO: ADN

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4:
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(6)

7)

(8)

©)

(10)
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cgaaagttaa gggagtgaag ac

INFORMACION PARA SEQ ID NO:5

@)

(i)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
) LONGITUD: 20 pares de base
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
) TOPOLOGIA: lineal

MOLECULA TIPO: ADN

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5

algtagaaac tgegaacgge

INFORMACION PARA SEQ ID NO:6

@)

(i)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

MOLECULA TIPO: ADN

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6

cagcacaatc tgatgaatca tgc

INFORMACION PARA SEQ ID NO:7

@)

(i)
(xi)

TCTAAGAATA AACTCCGAAG AGAAAATTCT TATTTT

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
) LONGITUD: 36 pares de base
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
) TOPOLOGIA: lineal

MOLECULA TIPO: ADN

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:7

INFORMACION PARA SEQ ID NO:8

@)

(i)
(xi)

TACACACTCA AGAAATGAAT CAAGAGTGC

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
) LONGITUD: 29 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
) TIPO DE CADENA: sencilla
) TOPOLOGIA: lineal
MOLECULA TIPO: ADN

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:8

INFORMACION PARA SEQ ID NO:9

10
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(11

(12)

(13)

(14)
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 31 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla

)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:9

GCAATCTAAA AGTCACCTCG AAAGATGACT T

INFORMACION PARA SEQ ID NO: 10
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A LONGITUD: 36 pares de base

)

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(x i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:10

CCTAACAAAT ACTTATCCAA AGATAAAAAT CAAGGA
INFORMACION PARA SEQ ID NO:11
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A LONGITUD: 31 pares de base

)

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(x i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:11

ATTTTTAACA CTTTCATCCA ACACCTAGTC G
INFORMACION PARA SEQ ID NO:12
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 35 pares de base

)
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(x i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:12

TTACAAAACC AAAAATTGGC CTTGCATTGT TATTT

INFORMACION PARA SEQ ID NO:13

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

11
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) LONGITUD: 22 pares de base
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(x i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:13
TCCAATTGTT ACTCTGGGAA GG

INFORMACION PARA SEQ ID NO: 14

@)

(i)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

MOLECULA TIPO: ADN

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:14

GAAACACTCA TATATAAGAA TGTCTC

INFORMACION PARA SEQ ID NO:15

@)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 22 pares de base
) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
)

(D TOPOLOGIA: lineal
() MOLECULA TIPO: ADN
(x i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:15
AATTTCCCCG AAAGGAATTT TC
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia de Plasmodium en una muestra, comprendiendo dicho método las etapas
de:

a) poner en contacto dicha muestra con una sonda de acido nucleico para detectar Plasmodium en un ensayo
de hibridacién, donde dicha sonda discrimina entre especies de Plasmodium, en las condiciones que
permitan que dicha sonda se hibride con acido nucleico de Plasmodium, donde dicha sonda se selecciona de
un grupo que consiste en las sondas de SEQ ID NO.: 1 para detectar PGenus1, SEQ ID NO.: 3 para detectar
MalF1, SEQ ID NO.: 4 para detectar MalF2, SEQ ID NO.: 5 para detectar Mal1.8F, SEQ ID NO.: 6 para
detectar Mal1.8R, SEQ ID NO.: 7 para detectar PV1, SEQ ID NO.: 8 para detectar PV2, SEQ ID NO.: 10 para
detectar PF2, SEQ ID NO.: 11 para detectar PF3, SEQ ID NO.: 12 para detectar PF4, SEQ ID NO.: 13 para
detectar PF5, y SEQ ID NO.: 14 para detectar PM1 o sus secuencias complementarias; y

b) detectar dicha sonda unida a dicho acido nucleico de Plasmodium en dicha muestra como una indicacion
de la presencia de Plasmodium en dicha muestra.

2. Un fragmento de acido nucleico que consiste en la secuencia completa seleccionada de una sonda seleccionada
de un grupo que consiste en SEQ ID NO.: 1, SEQ ID NO.: 3, SEQ ID NO.: 4, SEQ ID NO.: 5, SEQ ID NO.: 6, SEQ ID
NO.: 7, SEQ ID NO.: 8, SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11, SEQ ID NO.: 12, SEQ ID NO.: 13y SEQ ID NO.: 14 o sus
secuencias complementarias.

3. Un método para detectar y diferenciar entre P. falciparum, P. Vivax, P. malariae y P. ovale en una muestra,
comprendiendo dicho método:

a) proporcionar: i) una muestra procedente de un sujeto que se sospecha que padece malaria y ii) sondas
que comprenden acido nucleico adecuado para detectar y diferenciar entre P. falciparum, donde dicha sonda
para detectar P. falciparum se selecciona entre; a) una secuencia de acido nucleico que consiste en uno o
mas de SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11, SEQ ID NO.: 12 o SEQ ID NO.: 13 sus secuencias
complementarias, P. Vivax, donde dicha sonda para detectar P. Vivax se selecciona entre: a) una secuencia
de acido nucleico que consiste en uno o mas de SEQ ID NO.: 7 o SEQ ID NO.: 8 o sus secuencias
complementarias, P. malaria, donde dichas sondas para detectar P. malariae se seleccionan entre: a) una
secuencia de acido nucleico que consiste en SEQ ID NO.: 14, o sus secuencias complementarias, y una o
mas de SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11, SEQ ID NO.: 12 o SEQ ID NO.: 13, o sus secuencias
complementarias, y donde una muestra es positiva para P. malariae si la sonda que tiene la SEQ ID NO.: 14
da positivo y la sonda correspondiente a SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11, SEQ ID NO.: 12 o SEQ ID NO.:
13 da negativo y P. ovale, donde dichas sondas para detectar P. ovale se seleccionan entre: a) una
secuencia de acido nucleico que consiste en SEQ ID NO.: 15, o sus secuencias complementarias, y una o
mas de SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11, SEQ ID NO.: 12 o SEQ ID NO.: 13, o sus secuencias
complementarias, y donde una muestra es positiva para P. ovale si la sonda con la SEQ ID NO.: 15 da
positivo y la sonda con SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11, SEQ ID NO.: 12 o0 SEQ ID NO.: 13 da negativo;

b) poner en contacto dicha muestra con dichas sondas en las condiciones adecuadas para la hibridacion de
dichas sondas a las dianas; y

c) determinar la presencia de P. falciparum, P. Vivax, P. malariae y P. ovale, si existe, en la muestra.
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