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(57) Abstract: A kit in the form of a product and
a method able to detect simultaneously four genes
of Helicobacter pylori (rDNAI6S Hpy), i.e. one

identification gene and three virulence genes
l (cagA, vacAml, dupA), is disclosed. Moreover,
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the kit envisages the association of primers which
determine the quality of extraction of the DNA
(Eub gene).

(57) Resumen: Se divulga un kit como producto
y un procedimiento capaz de detectar
simultaneamente cuatro genes de Helicobacter
pylori (ADNrl6S Hpy), uno de identificacién y
tres genes de virulencia (cagA, vacAml, dupA).
Ademas, el Kit contempla la asociaciéon de
cebadores que determinan la calidad de la
extraccién del ADN (gen Eub).
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UN KIT MOLECULAR DE DIAGNOSTICO DE CEPAS VIRULENTAS DE

HELICOBACTER PYLORI.

Estado del Arte

La infeccidén por Helicobacter pylori constituye un
problema importante para la salud pGblica, ya que es
costoso encontrar medidas de control. Esto avala 1la
necesidad de contar con herramientas que permitan
detectar factores de riesgo frente a esta Patologia.
Sin embargo, en la actualidad no se dispone de examenes
microbioldégicos comerciales que permitan detectar cepas

virulentas.

En la actualidad, no se dispone de herramientas de
laboratorio que permitan 1la deteccién eficaz de H.
pylori, consecuentemente los tratamientos de
erradicacién de esta bacteria se basan sbélo en un
método cualitativo, no existen tratamientos, ni

terapias para determinar la virulencia de H. pylori.

Los métodos existentes sdlo indican la presencia o

ausencia del microorganismo, pero no revelan
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propiedades o caracteristicés de la cepa infectante.
Otro aspecto importante, es que en forma muy esporadica
se realizan estudios endoscdpicos en poblacidn, de modo
que existen escasos datos de infeccidn en este grupo

etario.

A nivel mundial se ha informado que las terapias
de erradicacidén fracasan entre un 20 y 80% de los casos
por diferentes razones, entre ellas, la emergencia de
cepas resistentes a los agentes antibacterianos y 1la
ausencia de estudios de susceptibilidad previos a 1la
eleccidébn del tratamiento. No obstante, 1la situacidn
descrita implica un alto costo en salud para el
paciente y para el sistema de salud. Debido a que no se
disponen de antecedentes claros respecto del potencial
patogénico de 1la cepa infectante, se entorpece 1la

recuperacidén del paciente.

Clasicamente, se ha identificado esta bacteria a
nivel genérico, a través de la reaccidén de la enzima
ureasa, que permite la colonizacién de la mucosa

gadstrica, puesto que en presencia de urea, iones
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hidrégeno y agua, cataliza 1la formacién de amonio y
bicarbonato, que neutraliza los iones hidrdégeno gque
rodean la bacteria y permite su sobrevivencia en el
épitelio gadstrico (Hazell y col., 1986; Mobley y col.,

1988; Megraud y col., 1989).

H. pylori posee diversos factores de virulencia,
que le permiten colonizar la mucosa gastrica del
estémago y liberarse de los mecanismos de defensa del
hospedador. Algunos de estos factores son
caracteristicos de la especie y otros, de presencia
variable. Entre los factores de virulencia clasicos
presentes en todas las cepas, se puede mencionar la
ureasa, la estructura espiralada, los flagelos y las
adhesinas, al igual que la endotoxina (LPS), ademas la
enzima arginasa participa en la evasidén de la respuesta
inmune. Las adhesinas expresadas por 1la bacteria
reconocen azlcares especificos de la célula epitelial.
Las mas estudiadas son la hemaglutinina N-
acetilneuraminillactosa y la proteina BabA (blood group

antigen binding adhesin), esta Ultima permite la unién
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de la bacteria al grupo de antigenos de Lewis Le® de 1la

mucosa gastrica.

La colonizacidén por esta bacteria se ve favorecida
por la presencia de proteinas especificas, como lipasas
(mucinasas) que degradan el moco alterando 1la
hidrofobicidad de 1la superficie epitelial. Esto
posibilita el desplazamiento en la mucosa gastrica, y
las proteasas de la bacteria hidrolizan las
inmunoglobulinas del hospedador (Smoot, 1997). Por otra
parte, la bacteria evita 1la reaccidén inmunitaria,
debido a la presencia de una proteasa especifica de la
IgA secretora, ademas el LPS, tiene Dbajo poder
inmunogénico, lo que inhibe wuna efectiva reaccién
inmunitaria por parte del hospedador (Muotiala y col.,

1992).

Diversos genes han sido estudiados en un intento
de lograr establecer qué cepas de H. pylori son mas
patogénicas, y si existe asociacidén entre éstas con las
manifestaciones clinicas de la infeccidén. Es conocido

en el arte, que la virulencia depende de gran niamero de
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genes, la mayoria reside en un islote de patogenicidad
(PAI). Los genes mas estudiados son vacA y cagA, iceA,
babA2 y dupA (Zambon y col., 2003; FaGndez y col.,

2002; Censini y col., 1996).

Algunos autores han sugerido el analisis de 1la
combinacién de estos marcadores; por ejemplo, el
andlisis de vacA y cagA, en conjunto. Al respecto, las
cepas de H. pylori con una secuencia sefial de vacA del
tipo sl, se asocia a una mayor inflamacién gastrica y
con enfermedad péptica wulcerosa, mientras que 1los
alelos vacA que presentan una regidén media del tipo ml,
se relacionan con un dafioc epitelial mas severo (Pan y
col., 1999). Otros investigadores proponen que los
genotipos cagA e iceA, serian una buena combinacidén de
marcadores para la identificacién de paciente con

Ulcera péptica (Falndez y col., 2002).

Un nuevo gen que ha sido involucrado en la
patogénesis de H pylori, es el gen que codifica para

las proteinas BabAl y BabA2, las que permiten activar y
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desactivar la sintesis en adhesinas (Gerhard y col.,
1996).
Se ha efectuado una bUGsqueda en 1las principales
bases de datos y oficinas de patentes del mundo. Los
documentos que presentan mayor relacidédn con la presente

invencidén, se discuten a continuacién.

Un producto basado en la técnica de microarreglos
de MWG Biotech, Inc. destinado a la bisqueda de H.
pylori se encuentra en el mercado. Este producto
consta de 1877 oligonucledétidos para reconocer H.
pylori de 1la cepa J99 y 26695. De estos, 1307
oligonuclebétidos coinciden con ambas cepas, siendo 295
oligonuclebétidos especificos de H. pylori cepa 26695 y
278 oligonuclebétidos especificos de H. pylori cepa
J99. No presenta solicitudes de patentes de invencién

vinculadas.

La empresa Invitek desarrolld un kit denominado
comercialmente INVIGENE®, para 1la deteccién del
genotipo cagA de H. pylori en deposiciones, siendo

capaz de determinar la presencia de infeccidn activa
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de esta bacteria. Este dispositivo no esta relacionado
a una solicitud de patente invencidn. Este dispositivo
s6lo permite establecer la presencia del

microorganismo, no asi la virulencia de éste.

El producto “MPCR KIT for H. pylori detection” y
el MP-70080, de la empresa Maxim Biotech, Inc, han
sido desarrollados bajo la técnica de PCR midltiple. El1
Kit estd disefiado para 1la deteccidn ripida de H.
pylori usando PCR multiple. Los partidores contenidos
amplifican los genes cagA (358 bp), flagelina (152bp),
urea C (315bp) y ARNr 16S (110bp). El1 producto incluye
todos los reactivos necesarios para la amplificacidn,
con la excepcidén de la enzima Taqg polimerasa y dNTPs.
El kit incluye el buffer de trabajo, el control
positivo respectivo, el marcador de peso molecular,
agua libre de ADNasas y partidores especificos. Tanto
partidores como genes que utiliza este Kit, no son

utilizados en nuestra invenciodn.

Respecto a las solicitudes de patentes invencidn

vinculadas con la presente invencién, podemos
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mencionar existen 64 solicitudes de patentes

que
asociadas a la unidad inventiva. A. continuacidén, se
entrega informacién pormenorizada de las solicitudes y
patentes de invencidén que se encuentran mas referidas
5 con el kit para la deteccidén de H. pylori:
Invenciones relacionadas con Kit asociados a 1la
deteccidn de Ureasa.
Tabla N° 1. Invenciones relacionadas con kits para

detectar H pylori
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No se
KR200000 .
* * * -
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* No hay informacidn

La invencidén se diferencia de otras iniciativas,

el

kit

Helicobacter sp.),

inventado
asociados a virulencia.
otras invenciones relacionadas,

la presencia de la enzima ureasa

detecta genes

en general,

prevalentes
Tanto los kits comerciales vy
detectan

(caracteristica de

a través de una prueba positiva
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visualizada por el viraje de un indicador de pH, 1lo
que no indica necesariamente que se trate de una cepa
de H. pylori, muCho menos que sea una cepa

potencialmente patdgena.

Ademas, la mayoria de 1los kit existentes no son
especificos, pues otras helicobacterias presentes en
la biopsia como por ejemplo, la especie H. helmannii,
también generan una reaccidén de ureasa positiva, pues
ésta es una caracteristica asociada al género
Helicobacﬁer. Otros kits utilizados se basan en la

deteccién de anticuerpos en suero contra la bacteria.

El resultado de nuestra bisqueda, indica que existen
7 solicitudes de patentes de invencidédn mas vinculadas,
a saber: JP2006284567, KR20030031243, WO02005108995,
W02004111265, WO0029618, W09949890 y WO09853082. Dentro
de estas solicitudes de patente de invencidén, se
destacan las patentes KR20030031243 y WO02005108995,
que se relacionan directamente <con la presente
invencidén, porque dichas incitativas determinan 1la

toxicidad de H. pylori a nivel genético. Sin embargo,
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en todas estas iniciativas no se asocian a mas de 2
genes de virulencia y a lo sumo una secuencia de
identificacién, o corresponden a técnicas dificiles de

implementar.

No se han encontrado iniciativas de similares
particularidades del invento propuesto Y. mas
importante aan, estas iniciativas con sus
peculiaridades se han desarrollado a partir de cepas,
cuyas secuencias en sus genes no se vinculan a las
secuencias que se desean reivindicar en 1la presente

invencién.

Breve descripcidén de la invencidn

Este kit molecular se diferencia de las
iniciativas existentes, tanto por 1los genes que
pesquisa, como en 1los reactivos que requiere. Las
iniciativas existentes tardan mads en encontrar las
condiciones O6ptimas para amplificar simultaneamente
genes asociados a virulencia, en las contadas

iniciativas existentes que los determinan.
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Otras invenciones tienen la desventaja que la
concentracién de ADN de algunas muestras bidpsicas no
permiten la deteccidén simultanea de varios genes, a
diferencia de la presente invencidén. No se dispone de
informacidén de algtn kit que detecte variados factores
de virulencia, por 1lo tanto 1la invencidén presenta
ventajas en el disefio y novedad respecto a 1los kits
existentes. La invencién puede generar un patrdn
genético en H. pylori asociado a patologias mas
sevefas, aspecto no abordado por ninguna iniciativa

anterior.

El kit molecular para la deteccidén simultanea de
genes asociados a virulencia y a la especie, permite la
pesquisa de cepas de H. pylori con mayor capacidad para
la colonizacidén e infeccién humana, y que se asocian
con patologias severas derivadas de 1la infeccidn
crénica con H. pylori. Este kit permite la deteccidn
rapida y eficiente de cepas de H. pylori con mayor

potencial patogénico.



WO 2009/145603 PCT/MX2009/000047

10

15

20

17

El producto inventado presentan una clara
diferenciacidén y superioridad respecto a los métodos
de diagndéstico existentes, puesto que actualmente, no
existen productos comerciales que detecten genes de H.
pylori de cepas especificas, y 1lo que es aun mas
importante, 1los escasos productos incluyen a lo mas
s6lo un gen asociado a virulencia y otro a

especificidad.

Descripcidén de la Invencidn

La invencidén se relaciona con un kit para el
diagnéstico de 1la infeccidébn por H. pylori, el que
requiere muestra humanas. Posteriormente, se aplica el

kit bajo un protocolo preestablecido.

El kit de esta invencidén estad concebido para la
deteccién genética de H. pylori., esta iniciativa
determina la existencia de variados genes de virulencia
de estos microorganismos, asocidndose a secuencias
especificas. Ademds, no existe ninguna iniciativa que

vincule variados genes de identificacidn y virulencia a
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la vez para 1la diagnosis, si bien existen otras
tecnologias similafes en los objetivos de la deteccidn
de este microorganismo, existen pocas tendientes a
determinar la existencia de variados genes de

virulencia de estos microorganismos.

No existe ninguna iniciativa que vincule genes de
identificacidén y virulencia a la vez para la diagnosis,
todos estos asociados a las secuencias especificas que

se divulgan en la presente invencidn.

Una importante ventaja de este kit, es dque
contiene todos los elementos para su mejor desempefio,
tales como Taqg polimerasa, dNTPs, buffer de trabajo,
control positivo respectivo, marcador de peso
molecular, partidores especificos y agua 1libre de
ADNasa. Ademds, presenta los protocolos necesarios para
la extraccién del ADN. Estos son aspectos novedosos de
insuperable distincidén en esta iniciativa, no

considerados en invenciones similares.
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En el arte, no existen productos que detecten
varios genes de H. pylori de virulencia y a la vez
reconozcan genes de la especie en H. pylori. Es mas,
en gran namero de invenciones se reivindican kits,
cuya Unica aplicacién estd orientada al reconocimiento
de cepas especificas, reconociendo a lo sumo dos genes
presentes en la especie. Lo sorprendente e inesperado
de esta invencidén radica en el conjunto de dJgenes
seleccionados, ademds este kit estd& concebido para ser
aplicado en cualquier parte del mundo y en diversos

tipos de muestras.

Este kit presenta la particularidad que puede ser
utilizado para la deteccidén de cepas cuya distribucién
es muy amplia, posibilitando extender las aplicaciones
de la invencidén, en donde se pueden determinar 1los
indices de virulencia y el rango de la misma. En la
invencién se ha trabajado con un grupo de genes de H.
pylori de gran incidencia, y se ha confeccionado un
kit en base a secuencias de cepas representativas de
grandes Areas geograficas, por lo gque 1la presente

iniciativa es de gran incidencia en diversos grupos
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étnicos, respondiendo a una antigua problemdtica en el
diagnéstico de H. pylori de alta patogenicidad, que
permanecia sin resolver hasta ahora. Con esta
tecnologia se superan estos inconvenientes generando

una solucidén de amplia aplicabilidad.

Otro aspecto ventajoso de esta tecnologia es su
altisima confiabilidad, la probabilidad de obtener 1los
resultados consistentes y certeros es ciertamente alta.
Si bien estos son atributos propios de cada test o kit
con base molecular, en este caso es justo seflalar que
la rigurosa seleccidn de 1las secuencias genéticas a
replicar son determinantes para obtener resultados
precisos, y el hecho que se trabajen con gran nGmero de
ellas, otorga superiores ventajas comparativas por

sobre los test existentes.

Ademés, esta iniciativa presenta la ventaja que
estos resultados son inesperadamente exactos, debido a
la deteccidén por parte de un nGmero de genes, que al
ser evaluados en su conjunto ofrecen reveladoras

pruebas de virulencia de H. pylori, lo que posesiona a
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esta tecnologia de diagnosis analitica muy por encima

de las invenciones existentes.

Una nueva particularidad otorgada por esta
invencién es su validez clinica, es decir, la certeza
con la cual este kit de ADN diagnostica, prediciendo el
riesgo de una enfermedad en la practica clinica. La
validez clinica de este kit ofrece una prueba
favorable, que incluye reactivos gque otorgan una
inusual sensibilidad. El1 valor predictivo positivo, que
en otras palabras es la probabilidad que las personas
con pruebas positivas para este test desarrollen una
patologia relacionada, y el valor predictivo negativo
asociado a esta herramienta, que es la probabilidad que
las personas con resultados negativos no manifiesten la
enfermedad, es un aspecto que considera este kit, el
cual no ha sido considerado en invenciones similares,
otorgando wuna favorable supremacia. E1l1 kit puede
detectar la presencia de una cepa de H. pylori vy
sorprendentemente cudles son los genes de virulencia
con que cuenta la bacteria. Con todas estas ventajas se

desarrolléd un kit molecular en base a la deteccidn
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simultdnea de genes asociados a virulencia en H.
pylori: cagA, vacAml, vy dupA, los dgque permiten la

pesquisa de cepas con mayor capacidad patogénica.

El procedimiento para 1la deteccidén de este
organismo es sobre muestras de pacientes, en donde se
encuentre este microorganismo o parte de su material
genético. Preferentemente, se pueden utilizar biopsias
del tracto intestinal, heces fecales, sangre, suero,
aliento, entre otros, donde se detecta en forma rapida
y efectiva las cepas de H. pylori con mayor potencial
patogénico. Con esta nueva herramienta, el facultativo
podrda tomar decisiones en el manejo terapéﬁtico del

paciente infectado por H. pylori.

El diagndéstico microbioldgico tradicional y molecular
de H. pylori, generalmente, presenta la desventaja que
se debe capacitar al personal en procedimientos
diagnésticos de endosonagrafia, endoscopia e
histopatologia, con este kit se superan estas
dificultades técnicas por el manejo y f&cil uso que

presenta. Con la introduccidn del kit diagndéstico en la
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rutina clinica se contribuye a un ahorro en salud, pues
permite detectar en forma precoz la infeccidn por cepas
patogénicas, especialmente en el grupo infantil, lo que
evitara 1la progresidén de ia infeccidén a lesiones

mayores.

Otro aspecto abordado por esta invencidén, y que 1la
mayoria de kits existentes no han solucionado, es
determinar la virulencia de cepas. La mayoria de
invenciones vinculadas estan concebidas para una accién
clinica y no una accidén preventiva. Con esta invencidn,
se soluciona un problema permanente en el arte, que
corresponde a la deteccién de <cepas virulentas.
Sobretodo, este kit permite detectar cepas virulentas,
ain cuando el individuo no cuenta con sintomatologia
clinica vinculada al padecimiento de la patologia, la
que esta directamente correlacionada con el

microorganismo virulento.

Esta invencidén es susceptible de ser implementada
en cualquier laboratorio de diagndéstico clinico y sélo

se requiere de un entrenamiento basico del personal y
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equipamiento sencillo. Este kit constituye una
alternativa real al cultivo tradicional en los
laboratorios de diagndéstico microbioldgico, con 1la
ventaja de ahorro de tiempo y material. Aporta mayor
informacién para el clinico, que las tecnologias gque
actualmente estadn disponibles en el mercado, pues
permite la pesquisa en forma rapida de cepas de H.

pylori con un potencial patogénico mayor.

El hecho de conocer si se estd frente a una cepa
mas patogénica permite tomar medidas oportunas para
prevenir la aparicién de enfermedades severas y
recuperar 1la salud, lo que contribuye a mejorar 1la
calidad de vida de 1la poblacién con patologia

gastroduodenal asociada a H. pylori.

Otra ventaja de este kit es la posibilidad de ser
adecuado para su uso en equipos de PCR en tiempo real,
lo que garantiza mayor sensibilidad pues detecta
cantidades tan pequefias como 3pg de DNA, incluso si es

diluido el DNA hasta niveles 1limites. Ademds, esta
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técnica acorta considerablemente el tiempo de obtencidn

del resultado.

Otras ventajas operativas de la invencidn es que se
realiza por PCR maltiple, en 1la fGnica invencidén
relacionada existente que emplea PCR maltiple se
requiere la adicidén de algunos reactivos frescos, en
cambio 1la invencién propuesta sblo adiciona agua
destilada libre de nucleasas, o puede presentar ambas
formas. Ademds, los genes de virulencia que detecta el
kit de 1la presente invencién son genes de alta

incidencia.

El examen molecular propuesto se realiza acortando
el tiempo de obtencidén del resultado, pues el cultivo
tradicional necesita al menos de una semana. Por 1lo
tanto, esta técnica se ve como la mejor alternativa
actual para realizar el diagnéstico de H. pylori
patdégena. La invencidén presenta ventajas a corto,
mediano y largo plazo, asi se puede incrementar la
calidad de vida de las personas favoreciendo su salud y

disminuyendo el avance de la infeccidén crdénica de H.
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pylori a patologias gastroduodenales mas severas, con
importante impacto asociado al diagnéstico Yy

tratamiento de las patologias causadas por H. pylori.

El desarrollo de un kit molecular en base a la
deteccidén simultanea de genes asociados a virulencia en
H. pylori (cagA, vacAml, y dupA), prevalentes en 1la
poblacidén que permiten la pesquisa de cepas con mayor
capacidad para 1la colonizacidén, infeccidén crdénica y
desarrollo de lesiones de la mucosa gastrica humana no

ha sido reivindicado anteriormente.

Con la presente invencién ahora se puede
determinar la prevalencia de las cepas de H. pylori
presentes en diversas muestras, preferentemente en
biopsias gastricas con diversas patologias
gastroduodenales, o sin sintomatologia vinculada a este
microorganismo. Ademds, en esta invencidén se determinan
concentraciones infimas de ADN (1lng/pl), que son
suficientes para la deteccidén de genes de H. pylori. La
iniciativa propuesta determina las condiciones O6ptimas

para amplificar simultaneamente dos o mas genes
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asociados a virulencia en cepas de H. pylori presentes

en muestras de heces, fluidos o biopsias gastricas.

Hasta ahora, el facultativo no dispone de apoyo
del laboratorio bacterioldgico para la toma de decisidn
sobre cuando iniciar un tratamiento de erradicacidén de
H. pylori y cual seria la terapia mas recomendable para
aumentar las probabilidades de obtener éxito en la
erradicacién. El1 clinico utiliza el test de la ureasa
para la deteccidn de la bacteria, por ejemplo, a partir
de 1la muestra gastrica, no obstante una reaccidén
positiva sbélo indica presencia de Helicobacter sp., no
es especie especifica y mucho menos sefiala su potencial

patogénico.

La ausencia de métodos eficaces y asequibles para
la identificacidén de poblaciones de alto riesgo y de
marcadores bioldgicos 1Gtiles para el diagndstico
precoz, son consideraciones validas en la solucidén de
este problema, contemplados en la solucidén divulgada en

este documento.
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El empleo de PCR maltiple permite la deteccidn
rapida y eficiente de cepas de H. pylori con mayor

potencial patogénico a partir de muestras.

Descripcidn detallada de la Invencidn

Especificamente, la invencién contempla un
procesoc y un producto que permite, en varios pasos de
andlisis, identificar un microorganismo presente en
una muestra, ademds de determinar la virulencia de 1la
cepa especifica.

El esquema de procesamiento es el siguiente:

Una vez obtenida la muestra se procede a extraer
el ADN, segin las recomendaciones especificadas en el
kit, que asegura un buen resultado en calidad vy
cantidad de ADN extraido. El1 ADN total a partir de
biopsias gastricas, cultivos puros, fluidos corporales
0 heces se Dbasa en términos generales, en el
tratamiento de la muestra con proteinasa K seguido por
precipitacién alcohélica (con etanol-cloroformo o

isopropanol) .
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La genotipificacidén de las cepas de H. pylori por
PCR miltiple consiste en la amplificacién de varios

genes a la vez, para ello se utilizan esferas de PCR

liofilizadas, que contienen todos los reactivos
necesarios para la amplificacién (dNTPs, Taq
polimerasa, partidores especificos, buffer de
reacciébn, MgCl,), que deben ser reconstituidos con 1la

cantidad adecuada de agua a un volumen final en un
rango comprendido entre 15 - 30puL. El1 rango de
temperatura de hibridacidén requerido es de 40 a 55 °C
y se utiliza entre 30 y 45 ciclos de PCR. Como
condicién inicial, se usan esferas PCR 1listas para
partir (Amersham Biosciences®) y en un rango de 0,1 a

10 ng/pL de ADN (previamente extraido).

Finalmente, se realiza la amplificacidén en un
termociclador con control térmico programable, de

acuerdo con el siguiente programa:
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e el procedimiento implica una denaturacidén inicial
en un rango de temperatura entre 80 a 98 °C, por
un periodo de tiempo entre 1 y 15 minutos(

¢ luego una denaturacién suave, en el mismo rango

5 de temperatura, por un periodo comprendido entre
0,1 a 3min,

e posteriormente, la hibridacién se realiza en un
rango de temperatura entre 45 a 60 °C por un
periodo de tiempo de 1 - 70seg,

10 e la etapa de extensidén inicial se realiza a una
temperatura comprendida entre 65 - 75 °C por un
periodo de tiempo de 1 a 60 segundos,

e la etapa de extensidén final se lleva a cabo al
mismo rango de temperaturas que la extensidn

15 inicial, pero el periodo de tiempo comprende de 3

a 10 min.

El kit contiene controles negativos que pueden
ser utilizados durantes todas las etapas,
20 particularmente durante la amplificacién (ADN genoma

Humano) . Ademds cuenta con controles positivos (ADN
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cepa H. pylori ATCC 43504), los que son una secuencia
de ADN como templado, estos controles son corridos en
paralelo. Los productos de esta amplificacidén se
analizan por electroforesis en gel de agarosa al 3%
(p/v) y tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/pL, o
syber green, figura N° 2). Los controles positivos que
se utilizan son el patrén de amplificacién por PCR
miltiple para los genes cagA Yy vacAml del ADN
gendmico, derivado de cepas control de H. pylori
ATCC43504. Los fragmentos amplificados se analizan por
electroforesis en geles de agarosa al 3%, seguido de
tincidén con bromuro de etidio y visualizacidén con

transiluminador UV.

En caso que el contenido de ADN sea escaso para
amplificar todos 1los genes deseados, 1la invencidn
subsana este problema utilizando 1las muestras del
duplicado del cultivo, aspecto que se ha pensado en
este particular protocolo, no obstante en la invencidn
se demuestra que pequeflas cantidades de ADN (1lng/pL)
sirven para amplificar varios genes simultaneamente o

en forma separada sin dificultad.
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La invencidén comprende un kit como producto listo
para usar, que es capaz de detectar simultdneamente 5
genes: uno de identificacidén de Helicobacter pylori,
tres genes de virulencia; vacAml, cagA y dupA y un par
de cebadores, gque determinan la calidad de la

extraccién de ADN (gen 16-23S universal Eubacteria).

La invencién también incluye un kit y un
procedimiento que contempla reactivos y etapas, de este

modo se incluyen los siguientes elementos:

I. Etapa de extraccién de ADN desde muestras. Es
opcional, seglin el tipo de muestra a trabajar.

II. Reactivos y etapa de amplificacién PCR miltiple.
Toda muestra ya procesada y cuyo resultado termine en

ADN puro, es sometida a esta etapa.

El kit cuenta con un reactivo de amplificacidn,
para efectuar 1la técnica de PCR mialtiple vy 1los

controles positivos y negativos.
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Reactivos de PCR

Buffer de reaccidén, que es Tris-HCl, pH rango
entre 8,5 y 9,5, KCl en un rango de concentraciones
entre 480 y 560 mM vy MgCl, en un rango de
concentraciones entre 10 y 20 mM, enzima termoestable
Taq polimerasa en un rango de 400 a 6000U, MgCL?**,
dNTPs (2~ -deoxynucleoside 57 -triphosohate, conteniendo
4 dinuclebétidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, en un rango de
concentraciones entre 15 Y 30mM) , y cebadores

especificos (ver tabla N °2).

Todos estos reactivos pueden encontrarse bajo dos
formas en el kit: deshidratados, estériles y
liofilizados o bien, liquido y estéril. Opcionalmente,
el kit puede portar H,O0 de calidad para ensayos de
biologia molecular. El1 kit también porta controles de
ADN positivos y negativos, obtenidos a partir de
cultivos puros de cepas de H. pylori de coleccidén

ATCC43504 y de genoma humano, respectivamente.
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Tabla N° 2. Listado de secuencias de los cebadores

utilizados para la deteccidn de genes de virulencia y

reconocimiento de Helicobacter pylori.

Gen Secuencia Tamafio
5 detectado amplicdén
Identificacién H. pylori:
Sentido 5° CTG GAG AGA CTA AGC 109 pb
16 ADNr H. CCT CCa 3°
pylori Antisentido 5° CAT TAC TGA CGC
TGA TTG 3~
10 Genes de virulencia:
cagA Sentido 5° TCA GA AAT TTG GGG 375 pb
ATC AGC 3° aprox
Antisentido 5° GGG GAA CTG GTT
CTT GAT TG 3~
15 Opcionalmente: 360-380pb
Sentido: 5° ACG ATA GGG ATA
ACA GGC AAG C 37
Antisentido: 5°GAT CCG TTC
GGAT TTG ATT CCC 3°
380pb

Opcionalmente:

Sentido: 57
20 TCAGAAATTTGGGGATCAGC 3°
Antisentido: 5°

ACATGGGGAACTGGTTCTTG 3~
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vacAm alelol Sentido 5° ATT TGG TCC GAG GTG 250 pb
GGA AAG T 3~
Antisentido 5° GCT AGG CGC TCT
TTG AAT TGC T 3~

Opcionalmente: 205 pb

Sentido: 5° GCA ATG CAG CAG
CTA TGA TG 3~
Antisentido: 5° GCG CTC TIT

GAA TTG CTC TT 3°

Opcionalmente: 209
10 Sentido: 5° GCA ATG CAG CAG
CTA TGA TG 3~
Antisentido: 5° TAG GCG CTC
TTT GAA TTG CT 3~
dupA Sentido 5° ACA AGG ACG ATT GAG 515 pb

CGA TGG GAA 3~
Antisentido 5’ TGG CTA GTT TGA

15 GGT CTT AGG CGT 3'~

Determinacién calidad de ADN:
16S ADNr Eub Sentido 5° GCA CAA GCG GTG GAG 415 pb
CAT GTG G 3'°
Antisentido 5’ GCC CGG GAA CGT
ATT CAC CG 3'~

20
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III. Etapa de visualizacidén de los genes detectados e
interpretacidn de datos
Esta etapa incluye la realizacién de un gel de
agarosa al 3%, el que puede encontrarse opcionalmente
contenido en el kit, ademds del marcador de peso

molecular especifico.

La visualizacidén de la muestra se efectlia mediante
un reactivo que produce la tincidén diferencial del ADN,
por ejemplo, bromuro de Etidio y posterior exposicidén a
luz ultravioleta. El kit incluye y sefiala el método de
tincidén de ADN, puede incluir otros métodos de tincién
de ADN con Bromuro de Etidio, o alternativos como read
green, cyber green o similares, ya que el método de
tincidén no es limitante para esta invencién. Ademds, el

kit cuenta con un sencillo manual de uso.

Ejemplos de Aplicacidn
Procedimiento

El kit es capaz de detectar simultdneamente al
menos cuatro genes, uno de identificacién de

Helicobacter pylori y tres de virulencia vacAml, cagA y
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dupA. Ademas, el kit contempla 1la asociacién de
cebadores que determinan la calidad de la extraccién de
ADN. El1 kit cuenta con protocolos necesarios para la
correcta extraccién de ADN desde muestras y/o cultivos

puros de H. pylori.

El kit esta provisto de los reactivos necesarios
para la realizacidén de PCR mGltiple, con la utilizacién
de esferas liofilizadas estériles o liquidos estériles,
ademds del marcador de peso molecular y, opcionalmente,
se puede incluir en el kit agarosa para realizar el gel
y los reveladores para visualizacidén de los genes, por

ejemplo, bromuro de Etidio, syber green.

El procedimiento general se observa en la figura N
°l, que muestra un esquema general de uso del kit de la

invencién, en donde las variables son:

* Linea A: es el procedimiento a seguir cuando se
cuenta con muestra que debe ser extraido el DNA, a
- modo de ejemplo, BG es Biopsia Gastrica,

= E: etapa de extraccidén del ADN,
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* Linea B: es la aplicacién del mismo procedimiento
a seguir cuando se cuenta con aislamiento de la
cepa de H.. pylori pura,

» ADN: es el ADN extraido desde muestras que

5 contienen de H. pylori,

" PCR mGltiple: consiste en 1la etapa en dque se
someten las muestras a PCR multiple. Esta etapa es
comin para aquellas muestras que han sido
originadas a través de aislamiento de ADN desde

10 muestras de biopsia géastrica, deposicién o bien
aquellas muestras en que se obtiene el ADN de la
bacteria directamente asilada. Esta etapa tiene
como objetivo la identificacidén y la deteccidn de
genes de virulencia de H. pylori,

15 * Visualizacién: Gltima etapa del proceso donde se
ponen en evidencia los resultados mediante
electroforesis en gel de agarosa, posterior
tincién e interpretacidén de los resultados.

Ejemplo N°1: Aplicacidén del Kit en muestras de biopsias

20 gastricas

Este no es un ejemplo limitante de la tecnologia,

sino una aplicacidén puntual de kit desarrollado.
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Muestras:

Se analizaron 56 biopsias provenientes del antro y
cuerpo del estdédmago de 26 pacientes que consultaron por
molestias-gastroduodenales Como controles positivos se
utilizé una muestra proveniente de cepas H. pylori ATCC
43504, ATCC 25695 y 96.978 y wuna muestra control

negativo correspondiente al ADN de genoma humano.

1.- Primera etapa de Extraccién de ADN y subetapas:

Se realizd la extraccién de ADN utilizando 1los
reactivos detallados a continuacién y disponibles en el
kit propuesto: buffer de lisis (TrisHC1l 10mM, EDTA 1mM,
SDS 10%); Proteinasa K (20mg/mL); solucidén CTAB/NaCl;
Cloroformo: alcohol isocamilico (24:1) ;
fenol:cloroformo:alcohol iscamilico (25:24:1); Etanol y
buffer TE. Se sometieron a ensayo 50 de las biopsias
analizadas, otras muestras se agruparon como controles,
a éstas se les realizd extraccidén de ADN por el método
de Mazurier y col, (1992) a partir de 1los aislados
puros del cultivo para H. pylori. Como control negativo

se utilizdé ADN genoma humano.
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2.-Segunda etapa de amplificacién de H. pylori por PCR
MGltiple:

En el caso de 1la genotipificacién de 1la
invencién, la amplificacién del ADN de las cepas de H.
pylori se realizé por PCR miltiple, para ello se
utilizaron esferas PCR liofilizadas (Lyophilised Pure
Tag ready-to-go PCR Beads, Amersham, Pharmacia
Biotech), que contienen buffer PCR 10X (Tris-HCl 100
mM, pH 8,3, KCl 500 mM y MgCl, 15 mM), Taq polimerasa a
una concentracidn de 2,5U0/uL, dNTPS (27-
deoxynucleoside 5% -triphosohate, conteniendo 4
dinucledétidos 4dATP, d4dCTP, dGTP, 4ATTP, 10mM), MgCl, (100
mM) y cebadores especificos (10pmol/L), para
amplificar los genes de identificacién 16S ADNr H.
pylori, de <calidad de ADNrl6éS EUB y de genes de
virulencia vacAml, dupA y cagA. Todos estos reactivos
fueron reconstituidos con agua libre de nucleasas en
un volumen final de 15uL, a la mezcla se le
adicionaron 5upuL de ADN previamente extraido. Las
temperaturas de hibridacidén oscilaron entre 50 y 74 °C

Yy se utilizaron 39 ciclos de amplificacién.



WO 2009/145603 PCT/MX2009/000047

10

15

20

41

3.- Tercera etapa de visualizaciédn de los productos de
amplificacidén e interpretacidén de los datos:

Los resultados fueron analizados en gel de agarosa
3%, 70 voltios/seg por un tiempo de 45 min y comparados
con un marcador de peso molecular, que consiste en ADN
del fago 1lambda digerido con enzimas de digestidn
HindIII, que proporciona un perfil de 12 bandas de 100
pb cada una. Se tifié con bromuro de etidio (0,5 pg/mL)
y se visualizé mediante exposicién con luz UV,
finalmente se fotografié. Los resultados obtenidos se

observan en la figura N °2.

Como se pude observar en la figura N°2, se obtuvo
amplificacién positiva simultdnea para los genes a
detectar por el kit, en todos los casos ensayados. En
los casos en que el diagndstico histopatoldégico del
paciente es mads grave, se detectan al menos dos de los
genes 1involucrados detectados por el kit de 1la
invencidén. Se concluyd, tras aplicar este kit, que los
pacientes que presentan alguna patologia

gastroduodenal, son aquellos que presentan los genes de
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virulencia en sus muestras gastroduodenales, en otras
muestras del mismo ensayo que evidencian la ausencia de
estos genes no muestran esta patologia.
Ejemplo N° 2: Comparacién de la invencidén con un kit
comercial

Se efectud una comparacidén de nuestra tecnologia
con el kit comercial alternativo MPCR Kit H. pylori;
Cat N°. MP-700081. Este uUltimo presenta diferencias
significativas a partir de los resultados, como las que

se manifiestan a continuacién:

1) No contiene reactivos © procedimientos
necesarios para realizar la extraccién de ADN desde

biopsias gastricas y/o cultivo de H. pylori.

2) No proporciona los reactivos Taq polimerasa y
dNTPS, por lo que el interesado en usar dicho kit debe
disponerlos de antemano. Ademds, los reactivos que
incluye vienen en formato liquido y estéril, sensibles
a la perdida de actividad por cambios en la temperatura
(deben almacenarse y transportarse a -20 °C). Nuestra

invencidén incluye dos tipos de formato a eleccidn,
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esferas liofilizadas estériles (completamente estables,
manutencién y traslado a temperatura ambiente) o

ligquido estéril.

3) El1 kit MPCR Kit H. pylori; Cat N°. MP-700081
detecta el gen ureA, dque seglin lo reportado en la
literatura internacional no es exclusivo de H. pylori,
por lo que sdlo detecta un gen de virulencia (cagA),
mientras que la invenciédn propuesta por nosotros

incluye al menos tres genes de virulencia.

4) A diferencia de la invencién no proporciona un

control negativo.

5) Nuestra tecnologia proporciona la posibilidad
de contar con los reactivos y procedimiento a seguir
para la visualizacidén e interpretacién de 1los

resultados.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento y kit para detectar 1la

virulencia de wuna cepa de H. pylori CARACTERIZADO

5 porque consta de la siguientes etapas:

(a) etapa de extraccidn de ADN,

(b) etapa de amplificacién de secuencias por

PCR mGltiple, a través de la utilizacidén de
10 los partidores esquematizados en tabla N° 1,

(c) etapa de visualizacidén e interpretacidén de

los datos.

2. Un procedimiento y kit para detectar 1la
15 wvirulencia de una cepa de H. pylori segun
reivindicacién N° 1, CARACTERIZADO porque la etapa de

extraccién de ADN se compone de las siguientes fases:

i. fase de lisis celular,
20 ii. fase de preparacién de los componentes

celulares y ADN,
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iii. fase de elusidén celular y recuperacidn

del ADN.
3. Un procedimiento y un kit para detectar 1la
virulencia de una cepa de H. pylori segln

reivindicaciones N° 1 y N° 2, CARACTERIZADO porque en
la etapa de extraccién de ADN, especificamente en la
fase de 1lisis <celular, es wutilizado wun tampdn,

proteinasa K y solucidn CTAB/NacCl.

4. Un procedimiento y un kit para detectar la
virulencia de una cepa de H. pylori segin
reivindicaciones N° 1 y N° 2, CARACTERIZADO porgque en
la etapa de extraccién de ADN, especificamente, en 1la
fase de preparacién del ADN se realiza con una mezcla
de cloroformo, alcohol izoamilico, o bien una mezcla de

fenol, cloroformo y alcohol izoamilico.

5. Un procedimiento y un kit para detectar la
virulencia de una cepa de H. pylori segln
reivindicaciones N° 1 y N° 2, CARACTERIZADO porgue en

la etapa de extraccién de ADN, especificamente, en 1la
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fase de recuperacién del ADN , se realiza la
amplificacién de las secuencias de interés a través de

los siguientes partidores:

5 a. Gen de Identificacién H. pylori, 16 ADNr H.
pylori:
Sentido 5° CTG GAG AGA CTA AGC CCT CCA 3°

Antisentido 5° CAT TAC TGA CGC TGA TTG 37,

10 b. Genes de Virulencia:
cagA: Sentido 5° TCA GA AAT TTG GGG ATC AGC 37;
Antisentido: 5° GGG GAA CTG GTT CTT GAT TG 3~
vacAm alelol: Sentido 5°ATT TGG TCC GAG GTG GGA
AAG T 37,

15 - Antisentido 5°GCT AGG CGC TCT TTG AAT TGC T 3~
Gen dupA: Sentido5” ACA AGG ACG ATT GAG CGA TGG
GAA 37
Antisentido 5’ TGG CTA GTT TGA GGT CTT AGG CGT
3,

20
c. Gen Determinacién calidad de ADN 16S ADNr

Eub:
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Sentido 5° GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G 3/,

Antisentido 5’ GCC CGG GAA CGT ATT CAC CG 3'.

6. Un'procedimiento y un kit para detectar la
virulencia de una cepa de H. pylori segun
reivindicacién N° 1, CARACTERIZADO porque este

procedimiento utiliza controles de extraccidén de ADN

positivo y negativo.

7. Un procedimiento y un kit para detectar 1la
virulencia de una cepa de H. pylori segin
reivindicaciédn N° 1, CARACTERIZADO porque el control de
extraccién de ADN positivo es H. pylori ATCC43504 y el

control negativo de extraccidén es genoma humano.

8. Un procedimiento y un kit para detectar 1la
virulencia de una <cepa de H. pylori segin
reivindicacién N° 1, CARACTERIZADO porque para la etapa
de visualizacidn se debe utilizar un gel de agarosa en

un rango de concentraciones entre 1,2 y 4%.
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9. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segln reivindicacién N° 1, CARACTERIZADO
porque contiene los reactivos de amplificacién y 1los
5 partidores adecuados, ademas de los controles,

opcionalmente:

a. reactivo de deteccidén e interpretacién de los
datos,
10 b. reactivo de lisis celular,

c. reactivo de precipitaciédn.

10. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos

15 de muestras segin reivindicacién N °9, CARACTERIZADO
porque el reactivo de amplificacidén contiene 1los

siguientes elementos:

a. reactivos de PCR miltiple con los partidores
20 especificos para H. pylori,
b. controles de amplificacién de las secuencias

de interés.
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11. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segln reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO

5 porque el reactivo de amplificacidn, especificamente,

los reactivos utilizados para PCR miltiple son:

a. buffer de reaccién;
b. enzima termoestable, Taq polimerasa;
10 c. nucleotidos;
d. cebadores especificos Gen de Identificacidn
H. pylori, 16 ADNr H. pylori: Sentido 5~ CTG
GAG AGA CTA AGC CCT CCA 37; Antisentido 5°
CAT TAC TGA CGC TGA TTG 37;
15 e. genes de virulencia:
i. cagA: Sentido 5° TCA GA AAT TTG GGG
ATC AGC 37;
Antisentido 5°GGG GAA CTG GTT CTT
GAT TG 37;
20 ii. vacAm alelol: Sentido 5°ATT TGG TCC
GAG GTG GGA AAG T 37; Antisentido

5°G°CT AGG CGC TCT TTG AAT TGC T 3;
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iii. Gen dupA: Sentido5° ACA AGG ACG ATT
GAG CGA TGG GAA 3°; Antisentido 5’ TGG
CTA GTT TGA GGT CTT AGG CGT 3’ 7;

Opcionalmente:

cagA: Sentido: 5° ACG ATA GGG ATA ACA GGC AAG
C 37; Antisentido: 5°GAT CCG TTC GGAT TTG ATT
ccec 37;

cagA: Sentido: 5° TCAGAAATTTGGGGATCAGC 37;

Antisentido: 5° ACATGGGGAACTGGTTCTTG 3°.

Opcionalmente:

vacAml: Sentido: 5° GCA ATG CAG CAG CTA TGA

TG 37; Antisentido: 5° GCG CTC TTT GAA TTG

CTC TT 37;

iv. vacAml: Sentido: 5° GCA ATG CAG CAG
CTA TGA TG 37; Antisentido: 5° TAG GCG

CTC TTT GAA TTG CT 37;

. gen determinacidén calidad de ADN 16S ADNr

Eub; Sentido 5° GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G
3’; Antisentido 5’ GCC CGG GAA CGT ATT CAC CG

3' 7.
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12. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segln reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque el Dbuffer de reaccidén del reactivo de
amplificacién estd constituido por Tris-HC1l 100 mM, pH
rango entre 8,5 Y 9,5, KC1l en un rango de
concentraciones entre 480 y 560 mM y MgCl,, en un rango

de concentraciones entre 10 y 20 mM.

13. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacién N° 9, CARACTERIZADO
porque la Taq polimerasa utilizada para la
amplificacién de secuencia, tiene un rango de

concentracién entre 400 a 6000U.

14. Un kit para detectar la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras seglin reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque el rango de concentraciones de los dinucledtidos

es entre 15 y 30mM.
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15. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segun reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO

5 porque los cebadores utilizados responden a las

siguientes particularidades:

a. Gen de Identificacién H. pylori, 16 ADNr H.
pylori: Sentido 5° CTG GAG AGA CTA AGC CCT
10 CCA 37; Antisentido 5° CAT TAC TGA CGC TGA
TTG 37 ;
b. Genes de Virulencia:
i. cagA Sentido 5° TCA GA AAT TTG GGG ATC
AGC 37; Antisentido 5°GGG GAA CTG GTT
15 CTT GAT TG 37;
ii. vacAm alelol Sentido 5°ATT TGG TCC GAG
GTG GGA AAG T 37;
Antisentido 5°GCT AGG CGC TCT TTG AAT TGC
T 37;
20 iii. Gen dupA, Sentido5”~ ACA AGG ACG ATT GAG

CGA TGG GAA 37;
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Antisentido 5’ TGG CTA GTT TGA GGT CTT
AGG CGT 3'~;
c. Gen determinacidén calidad de ADN 16S ADNr
Eub; Sentido 5° GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G
3'; Antisentido 5’ GCC CGG GAA CGT ATT CAC CG

377,

16. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segun reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque los cebadores utilizados presentan una

concentracién entre 1 y 20 pmol/l.

17. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque todos los reactivos del kit pueden encontrarse

bajo dos formas fisicas:

a. deshidratados, estériles y liofilizados, o

b. liquidos y estériles.
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18. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras seglin reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque los controles de amplificacidédn de las secuencias

5 de interés son:

a. control positivo: ADN de cepa de H pylori
ATCC43504,

b. control negativo: ADN humano.

10
19. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque los partidores se estandarizan previamente:
15

a. gen de identificacidén H. pylori, 16 ADNr H.
pylori: Sentido 5° CTG GAG AGA CTA AGC CCT
CCA 37; Antisentido 5° CAT TAC TGA CGC TGA
TTG 37;

20 b. genes de virulencia:
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i. cagA Sentido 5° TCA GA AAT TTG GGG ATC
AGC 37; Antisentido 5°GGG GAA CTG GTT
CTT GAT TG 37;
ii. vacAm alelol Sentido 5°ATT TGG TCC GAG
GTG GGA AAG T 37;
Antisentido 5°GCT AGG CGC TCT TTG AAT TGC
T 37;
iii. Gen dupA, Sentido5” ACA AGG ACG ATT GAG
CGA TGG GAA 37;
Antisentido 5’ TGG CTA GTT TGA GGT CTT
AGG CGT 3’7 ;
c. gen determinacién calidad de ADN 16S ADNr
Eub; Sentido 5° GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G
3’, Antisentido 5’ GCC CGG GAA CGT ATT CAC CG

377,

20. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque los genes de virulencia, de identificacidén de la
especie y de calidad de extraccién del ADN son

amplificados al unisono.
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21. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque la amplificacién se realiza con un volumen de 25
rl, un rango de temperaturas entre 58 y 65 °C; un rango
de ciclos entre 35 y 45, utilizando soporte esferas de

amplificacidn.

22. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque el kit puede ser utilizado a partir de una

concentracién de 1lng de ADN.

23. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segln reivindicacién N° 9, CARACTERIZADO
porque este kit consta de partidores gque permiten

determinar la calidad del ADN extraido.
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24. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacién N° 9, CARACTERIZADO
porque el kit determina la presencia y virulencia de
diferentes cepas de H. pylori, en diversas muestras, en
grupo que comprende muestras de fluidos corporales,

tejidos o heces.

25. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacién N° 9, CARACTERIZADO
porque el kit permite identificar 1los genes de

virulencia cagA, vacAm alelol, y Gen dupA.

26. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segln reivindicacidén N° 9, CARACTERIZADO
porque el kit permite identificar a H. pylori a través

del gen 16SADNr.

27. Un kit para detectar 1la presencia y 1la

virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
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de muestras seglin reivindicacién N° 9, CARACTERIZADO
porque el kit permite la determinacién de la calidad de

ADN, a través de la visualizacidén del gen 16S ADNr Eub.

28. Un kit para detectar 1la presencia y la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segln reivindicacién N° 9, CARACTERIZADO
porque el kit puede incluir agua ultrapura carente de

nucleasas.

29. Un kit para detectar 1la presencia y 1la
virulencia de una cepa de H. pylori en distintos tipos
de muestras segin reivindicacién N°9, CARACTERIZADO

porque el kit contiene un manual de uso.
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“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de bisqueda internacional

07.Septiembre.2009 (07.09.2009) 08 de Septiembre de 2009 (08/09/2009)

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada de la Funcionario autorizado

biisqueda internacional O.EP.M. M? D. Garcia Gravalos

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

N° de fax 34 91 3495304 N° de teléfono +34 91 349 34 04

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2008)
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C (continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa* Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
A LU H et al. Duodenal Ulcer Promoting Gene of 1-28
Helicobacter pylori. Gastroenterology. 2005, Vol.
128, paginas 833-848, todo el documento.
A WO 0029618 A1 (UNIVERSITY OF VIRGINIA PATENT 1-28

FOUNDATION). 25.05.2000, pdgina 1, linea 10 -
pagina 3, linea 29.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Julio 2008)
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Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de busqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtn el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. Las reivindicaciones N%: 29
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:
La reivindicacion 29 se refiere a un kit para detectar la presencia y la virulencia de una cepa de Helicobacter
pylori, donde la caracteristica técnica que describe al kit se refiere a un manual de uso. Dicho manual de uso
no es considerado como una caracteristica técnica, ya que define al producto en funcién a un elemento
informativo sobre la descripcion de el empleo del kit.

2. |:| Las reivindicaciones N

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una btisqueda provechosa, concretamente:

3. |:| Las reivindicaciones N°

son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro II  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacion del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

L. |:| Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda.

2. [ pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda podrfan serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. D Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°%

4. [ Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N

Indicacion en cuanto a la protesta D Se acompaiid a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

[ se acompafi$ a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecidopara ello.

Ll pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2008)
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Solicitud internacional N°
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Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de bisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
US 2006003350 A 05.01.2006 US 2005244836 A 03.11.2005
US 7381547 B 03.06.2008
WO 0029618 A 25.05.2000 AU 1716500 A 05.06.2000

Formulario PCT/ISA/210 (anexo_familia de patentes) (Julio 2008)
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CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

C120 1/68 (2006.01)
CI2P 19/34 (2006.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Julio 2008)
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