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DESCRIPCION
Métodos para simplificar acidos nucleicos microbianos mediante modificacion quimica de citosinas
Campo técnico

La invencidon se refiere a andlisis de deteccion de acidos nucleicos para la deteccion de microorganismos. La
invencién también se refiere a métodos para el tratamiento quimico de los acidos nucleicos para reducir la
complejidad de los genomas microbianos combinados con el uso de ligandos especificos para la deteccion
microbiana.

Técnica anterior

En la actualidad se encuentran disponibles diversos procedimientos para la deteccion de moléculas de acido
nucleico especificas. Estos procedimientos dependen tipicamente de la hibridacién dependiente de la secuencia
entre el acido nucleico diana y sondas de acido nucleico que pueden tener una longitud que varia de
oligonucledtidos cortos (20 bases 0 menos) a secuencias de muchas kilobases (kb).

El método mas ampliamente utilizado para la amplificacién de secuencias especificas dentro de una poblacién de
secuencias de acido nucleico es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Dieffenbach, C y Dveksler, G. eds.
PCR Primer: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Press, Plainview NY). En este método de amplificacién, se
utilizan oligonucleétidos, generalmente de 20 a 30 nucledtidos de longitud en cadenas de ADN complementarias y
en cada extremo de la regién que se va a amplificar, para cebar la sintesis de ADN sobre ADN de hebra sencilla
desnaturalizado. Ciclos sucesivos de desnaturalizacion, hibridacion de cebadores, y sintesis de hebras de ADN
usando ADN polimerasas termoestables permiten la amplificacion exponencial de las secuencias entre los
cebadores. Las secuencias de ARN se pueden amplificar por medio de una primera copia utilizando la transcriptasa
inversa para producir una copia de ADN complementario (ADNc). Se pueden detectar fragmentos de ADN
amplificados mediante una variedad de métodos, incluyendo la electroforesis en gel, la hibridacién con sondas
marcadas, el uso de cebadores etiquetados que permiten la identificacion posterior (por ejemplo, mediante un
analisis con enzima ligada), y el uso de cebadores marcados con fluorescencia que dan lugar a una sefal tras la
hibridacion con el ADN diana (por ejemplo, sistemas de Beacon y TagMan).

Junto con la PCR, se ha desarrollado una variedad de técnicas distintas para la deteccion y amplificacion de
secuencias de nucledtidos especificas. Un ejemplo es la reaccidén en cadena de la ligasa (1991, Barany, F. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88, 189-193).

Otro ejemplo es la amplificacion isotérmica que se describid por primera vez en 1992 (Walker GT, Little MC, Nadeau
JG y Shank D. Isotermal in vitro amplification of DNA by a restriction enzyme/DNA polymerase system. PNAS 89:
392-396 (1992) y se denomind amplificacion con desplazamiento de la hebra (SDA). Desde entonces, se han
descrito otras diversas tecnologias de amplificacion isotérmica incluyendo Amplificacion Mediada por Transcripcion
(TMA) y Amplificacién Basada en Secuencias de Acido Nucleico (NASBA) que utilizan una ARN polimerasa para
copiar secuencias de ARN pero no el ADN gendmico correspondiente (Guatelli JC, Whitfield KM, Kwoh DY,
Barringer KJ, Richmann DD y Gingeras TR. Isothermal, in vitro amplification of nucleic acids by a multienzyme
reaction modeled after retroviral replication. PNAS 87: 1874-1878 (1990): Kievits T, van Gemen B, van Strijp D,
Schukkink R, Dircks M, Adriaanse H, Malek L, Sooknanan R, Lens P. NASBA isothermal enzymatic in vitro nucleic
acid amplification optimized for the diagnosis of HIV-1 infection. J Virol Methods. 1991 Dec; 35(3):273-86).

Otras técnicas isotérmicas basadas en el ADN incluyen la amplificacién mediante circulo rodador (RCA) en la que
una ADN polimerasa prolonga un cebador dirigido a un molde circular (Fire A y Xu SQ. Rolling replication of short
circles. PNAS 92: 4641-4645 (1995), Ramificacion-Amplificacion (RAM) que utiliza una sonda circular para la
deteccion de la diana (Zhang W, Cohenford M, Lentrichia B, Isenberg HD, Simson E, Li H, Yi J, Zhang DY. Detection
of Chlamydia trachomatis by isothermal ramification amplification method: a feasibility study. J Clin Microbiol. 2002
Jan; 40(1):128-32.) y mas recientemente, amplificacion de ADN isotérmica dependiente de helicasa (HDA), que
utiliza una enzima helicasa para desenrollar las hebras de ADN en lugar de calor (Vincent M, Xu Y, Kong H.
Helicase-dependent isothermal DNA amplification. EMBO Rep. 2004 Aug; 5(8):795-800.)

Recientemente, se han descrito métodos de amplificacion isotérmica de ADN (Walker GT, Little MC, Nadeau JG y
Shank D. Isothermal in vitro amplification of DNA by a restriction enzyme/DNA polymerase system. PNAS 89: 392-
396 (1992). Las técnicas tradicionales de amplificacién se basan en ciclos continuos de desnaturalizacion y
renaturalizacion de las moléculas diana en cada ciclo de la reacciéon de amplificacién. El tratamiento térmico del ADN
da como resultado un cierto grado de cizallamiento de las moléculas de ADN, con lo que cuando el ADN es limitante
como en el aislamiento de ADN a partir de un pequefio nimero de células de un blastocisto en desarrollo, o en
particular en los casos en los que el ADN esta ya en una forma fragmentada, por ejemplo en secciones de tejido,
bloques de parafina y muestras de ADN antiguas, este ciclo de calentamiento-enfriamiento adicional podria dafiar el
ADN y dar como resultado la pérdida de sefiales de amplificacién. Los métodos isotérmicos no se basan en la
desnaturalizacion continua del ADN molde para producir moléculas de hebra sencilla que sirvan como moldes a
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partir de una amplificacion adicional, sino en la formacion de mellas enzimaticas de moléculas de ADN mediante
endonucleasas de restriccion especificas a una temperatura constante.

La técnica denominada amplificacion de desplazamiento de hebra (SDA) se basa en la capacidad de ciertas
enzimas de restriccion para formar una mella en la hebra de ADN hemi-modificada y la capacidad de una polimerasa
carente de exonucleasa 5'-3' para ampliar y desplazar la hebra aguas abajo. La amplificacion exponencial se
consigue a continuacion mediante el acoplamiento de reacciones efectoras y antisentido en las que el
desplazamiento de la hebra de la reaccion efectora sirve como molde para la reaccion antisentido (Walker GT, Little
MC, Nadeau JG y Shank D. Isothermal in vitro amplification of DNA by a restriction enzyme/DNA polymerase system.
PNAS 89: 392-396 (1992). Dichas técnicas se han utilizado para la amplificacion satisfactoria de Mycobacterium
tuberculosis (Walker GT, Little MC, Nadeau JG y Shank D. Isothermal in vitro amplification of DNA by a restriction
enzyme/DNA polymerase system. PNAS 89: 392-396 (1992), HIV-1, Hepatitis C and HPV-16 Nuovo G. J,
2000), Chlamydia trachomatis (Spears PA, Linn P, Woodard DL y Walker GT. Simultaneous Strand Displacement
Amplification and Fluorescence Polarization Detection of Chlamydia trachomatis. Anal. Biochem. 247: 130-137
(1997).

El uso de SDA hasta la fecha ha dependido de nucleétidos modificados con fosforotioato con el fin de producir un
duplex de ADN-hemi-fosforotioato que en la hebra modificada seria resistente a la escisién por la enzima, dando
como resultado la formacién enzimatica de mellas en lugar de la digestidon para conducir la reaccion de
desplazamiento. Recientemente, sin embargo, se han disefiado varias enzimas "nickasa". Estas enzimas no cortan
el ADN de la manera tradicional sino que producen una mella en una de las hebras de ADN. Las enzimas "nickasa"
incluyen N.Alw1 (Xu Y, Lunnen KD y Kong H. Engineering a nicking endonuclease N.Alw1 by domain swapping.
PNAS 98: 12990-12995 (2001), N.BstNB1 (Morgan RD, Calvet C, Demeter M, Agra R, Kong H. Characterization of
the specific DNA nicking activity of restriction endonuclease N.BstNBI. Biol Chem. 2000 Nov; 381(11):1123-5.) y Miy1
(Besnier CE, Kong H. Converting Mlyl endonuclease into a nicking enzyme by changing its oligomerization state.
EMBO Rep. 2001 Sep;2(9):782-6. Epub 2001 Aug 23). El uso de tales enzimas simplificaria de ese modo el
procedimiento SDA.

Ademas, la SDA se ha mejorado mediante el uso de una combinacion de una enzima de restriccion estable al calor
(Ava1) y una Exo-polimerasa estable al Calor (polimerasa Bst). Se ha demostrado que esta combinaciéon aumenta la
eficiencia de amplificacion de la reaccidon de una amplificacién de 10® veces a una amplificacién de 10" veces de
manera que es posible, usando esta técnica, la amplificacion de moléculas Unicas de copia Unica. El factor de
amplificacion resultante usando la combinacién polimerasa/enzima estable al calor es del orden de 10° (Milia M. A,,
Spears P. A., Pearson R. E. y Walker G. T. Use of the Restriction Enzyme Ava1 and Exo-Bst Polymerase in Strand
Displacement Amplification Biotechniques 1997 24:392-396).

Hasta la fecha, todas las técnicas de amplificacion de ADN isotérmica requieren que la molécula ADN molde de
doble hebra inicial se desnaturalize antes de la iniciacién de la amplificacion. Ademas, la amplificacion sélo se inicia
una vez de cada evento de cebado.

Para la deteccion directa, el acido nucleico diana se separa muy comunmente basandose en su tamafio mediante
electroforesis en gel y se transfiere a un soporte sélido antes de la hibridacién con una sonda complementaria a la
secuencia diana (transferencia Southern y Northern). La sonda puede ser un acido nucleico natural o analogo, tal
como acido peptidonucleico (PNA) o acido nucleico cerrado (LNA) o acido nucleico intercalante (INA). La sonda
puede marcarse directamente (por ejemplo con 32P) o se puede utilizar un procedimiento indirecto de deteccién. Los
procedimientos indirectos por lo general dependen de la incorporacion a la sonda de una "etiqueta" tal como biotina
o digoxigenina y la sonda se detecta a continuacion por medios tales como la conversidon de sustrato unido a la
enzima o la quimioluminiscencia.

Otro método para la deteccion directa de acido nucleico que se ha utilizado ampliamente es hibridacion "sandwich".
En este método, una sonda de captura se acopla a un soporte sélido y el acido nucleico diana, en disolucion, se
hibrida con la sonda unida. El 4cido nucleico diana no unido se elimina mediante lavado y el acido nucleico unido se
detecta usando una segunda sonda que hibrida con las secuencias diana. La deteccidon puede utilizar métodos
directos o indirectos como se ha esbozado anteriormente. Los ejemplos de tales métodos incluyen el sistema de
deteccién de sefial "ADN ramificado", un ejemplo que utiliza el principio de hibridacién sandwich (1991, Urdea, M. S.,
et al., Nucleic Acids Symp. Ser. 24, 197-200). Un area de rapido desarrollo que utiliza hibridaciéon de acido nucleico
para la deteccion directa de secuencias de acido nucleico es la de las micromatrices de ADN, (2002, Nature
Genetics, 32, [Suplemento]; 2004, Cope, L.M., et al., Bioinformatics, 20, 323-331; 2004, Kendall, S.L., et al., Trends
in Microbiology, 12, 537-544). En este procedimiento, las especies individuales de acido nucleico, que pueden variar
de oligonucleodtidos cortos (tipicamente, de 25 unidades en el sistema Affymetrix), a oligonucleétidos mas largos,
(tipicamente de 60 unidades en Applied Biosystems y plataformas Agilent), a secuencias aun mas largas, tales como
clones de ADNCc, se fijan a un soporte sélido en un patron de cuadricula o se sintetizan fotolitograficamente en un
soporte solido. A continuacion se hibrida una poblacién de acido nucleico etiquetada o marcada con la matriz y se
cuantifica el nivel de hibridacién en cada punto en la matriz. Mas comunmente, se utilizan acidos nucleicos marcados
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radiactivamente o fluorescentemente (por ejemplo ARNc o ADNc) para la hibridacion, aunque se pueden emplear
otros sistemas de deteccion, tales como la quimioluminiscencia.

Un area de rapido crecimiento que utiliza hibridaciéon de acido nucleico para la deteccion directa de secuencias de
acido nucleico es la de las micromatrices de ADN (Young RA Biomedical discovery with DNA arrays. Cell 102: 9-15
(2000); Watson A New tools. A new breed of high tech detectives. Science 289:850-854 (2000)). En este
procedimiento, las especies individuales de acido nucleico, que puede variar de oligonucleétidos a secuencias mas
largas, tales como clones de ADN complementario (ADNc), se fijan a un soporte sélido en un patréon de cuadricula.
Una poblacién de acido nucleico etiquetado o marcado se hibrida a continuacion con la matriz y se cuantifica el nivel
de hibridacién con cada punto de la matriz. Muy cominmente, se utilizaron para la hibridaciéon acidos nucleicos
marcados radiactivamente o fluorescentemente (por ejemplo, ADNc), aunque se emplearon otros sistemas de
deteccion.

Los métodos tradicionales para la deteccién de microorganismos tales como bacterias, levaduras y hongos, incluyen
el cultivo de microorganismos en medios de nutrientes selectivos clasificando a continuacién los microorganismos
basandose en el tamafio, la forma, la producciéon de esporas, caracteres tales como las reacciones bioquimicas o
enzimatica y las propiedades especificas de tincidn (tales como la tincion de Gram) como se observa al microscopio
Optico convencional. Las especies virales tienen que ser cultivadas en tejidos o células especializados, después
clasificadas en funcion de su estructura y tamafio determinados mediante microscopia electronica. Un inconveniente
principal de tales técnicas es que no todos los microorganismos creceran bajo condiciones convencionales de cultivo
o de células que limitan la utilidad de tales enfoques. Con bacterias, por ejemplo, tales como Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae (que causan todas meningitis y entre las cuales N.
meningitidis causa tanto meningitis como meningococcemia fulminante) las tres especies son dificiles de cultivar. Se
examinan frascos de hemocultivo rutinariamente todos los dias durante un maximo de siete dias, y se requiere el
subcultivo. H. influenzae requiere un medio especial que contiene dinucleétido de nicotinamida y adenina y hemina y
el crecimiento en placas de agar chocolate. Los cultivos de sangre requieren caldo de tripticasa de soja o de infusién
de cerebro-corazon y la adicion de varios aditivos tales como polianetolsulfonato sédico. Para los microorganismos,
tales como Clostridium botulinum, que provoca intoxicacion alimentaria grave y sindrome de bebé hipotonico, la
identificacion de la toxina implica la inyeccion de extractos de alimentos o sobrenadantes de cultivo en ratones y la
visualizaciéon de los resultados después de 2 dias. Ademas, el cultivo del microorganismo potencial en medios
especiales lleva una semana. La enterotoxina de Staphylococcus aureus (una causa de intoxicacion alimentaria, asi
como infecciones de la piel, infecciones de la sangre, neumonia, osteomielitis, artritis y abscesos cerebrales) se
detecta en cantidades diminutas por la absorcion selectiva de la toxina a través de resinas de intercambio iénico o
de aglutinacion de latex pasiva inversa usando anticuerpos monoclonales. Su pariente, S. epidermis, conduce a
infecciones de la sangre y contamina los equipos y superficies en hospitales y maquinas y aparatos sanitarios.

Los microorganismos no virales también pueden clasificarse en base a sus propiedades metabdlicas tales como la
produccién de aminoacidos o metabolitos especificos durante las reacciones de fermentacién en sustratos tales
como glucosa, maltosa o sacarosa. Alternativamente, los microorganismos se pueden tipificar basandose en su
sensibilidad a los antibidticos. También se utilizan anticuerpos especificos para antigenos de la superficie celular o
proteinas excretadas tales como toxinas para identificar o tipificar microorganismos. Sin embargo, todos los métodos
anteriores se basan en el cultivo del microorganismo antes de su posterior ensayo. El cultivo de microorganismos es
caro y consume mucho tiempo y también puede verse afectado por contaminaciéon o proliferacion de
microorganismos menos exigentes. Las técnicas son también relativamente rudimentarias ya que se deben realizar
muchas pruebas en la misma muestra con el fin de llegar a un diagndstico definitivo. La mayoria de los
microorganismos no pueden ser cultivados facilmente en medios conocidos, y por lo tanto, caen por debajo de los
niveles de deteccion cuando una poblacién mixta tipica de las diferentes especies de microorganismo esta presente
en la naturaleza o asociada con organismos superiores.

Otros métodos para la deteccion e identificacién de microorganismos patdgenos se basa en el enfoque serolégico en
el que se producen anticuerpos en respuesta a la infeccion por el microorganismo. Los meningococos, por ejemplo,
pueden clasificarse sobre la base de las diferencias estructurales en sus polisacaridos capsulares. Estos tienen
antigenicidades diferentes, que permiten la determinacién de cinco serogrupos principales, (A, B, C, Y y W-135). Los
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) o el radioinmunoanalisis (RIA) pueden evaluar la produccion
de tales anticuerpos. Ambos métodos detectan la presencia de anticuerpos especificos producidos por el animal
anfitrion durante el curso de la infeccidon. Estos métodos tienen el inconveniente de que se necesita algo de tiempo
para que el animal anfitrién produzca un anticuerpo, de este modo a menudo se pasan por alto infecciones muy
tempranas. Ademas, el uso de dichos analisis no es capaz de diferenciar de manera fiable entre una infeccion
pasada y una activa.

Mas recientemente, ha habido mucho interés en el uso de métodos moleculares para el diagnéstico de
enfermedades infecciosas. Estos métodos ofrecen la deteccion sensible y especifica de microorganismos
patégenos. Los ejemplos de tales métodos incluyen el sistema de deteccion de sefiales de "ADN ramificado". Este
método es un ejemplo que utiliza el principio de hibridacion sandwich (Urdea MS et al. Branched DNA ampilification
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multimers for the sensitive, direct detection of human HIV and hepatitis viruses. Nucleic Acids Symp Ser. 1991;
(24):197-200).

Otro método para la deteccion y clasificacion de las bacterias es la amplificacion de secuencias de ARN ribosémico
16S. Se ha informado que el ARNr 16S es una diana adecuada para su uso en analisis de amplificacion mediante
PCR para la deteccion de especies bacterianas en una variedad de muestras clinicas o ambientales, y con
frecuencia se ha utilizado para identificar varios microorganismos especificos debido a que los genes del ARNr 16S
muestran polimorfismos especificos de la especie (Cloud, J. L., H. Neal, R. Rosenberry, C. Y. Turenne, M. Jama, D.
R. Hillyard, y K. C. Carroll. 2002. J. Clin. Microbiol. 40:400-406). Sin embargo, se requieren cultivos puros de
bacterias y después de la amplificacion mediante PCR la muestra todavia tiene que ser secuenciada o hibridada a
un dispositivo de tipo micro-matriz para determinar la especie (Fukushima M, Kakinuma K, Hayashi H, Nagai H, Ito
K; Kawaguchi R. J Clin Microbiol. 2003 Jun; 41(6):2605-15). Tales métodos son costosos, requieren tiempo y trabajo
intensivo.

Los autores de la presente invenciéon han desarrollado nuevos métodos para la deteccion de microorganismos que
pueden ser adaptados a la deteccion general o andlisis iniciales de escrutinio para cualquier especie microbiana.

Descripcion de lainvencién

En un aspecto general, la presente invencién se refiere a la reduccion de la complejidad de la determinacién basica
de un genoma microbiano o de un acido nucleico mediante el tratamiento del acido nucleico microbiano con un
agente que modifica la citosina y la amplificacion del acido nucleico tratado para producir una forma simplificada del
genoma o acido nucleico.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para la simplificacién de un genoma
microbiano o de un acido nucleico microbiano que comprende:

tratar el genoma o el acido nucleico microbianos con un agente que modifica la citosina para formar un acido
nucleico microbiano derivado, y

amplificar el acido nucleico microbiano derivado para producir una forma simplificada del genoma o del acido
nucleico microbianos.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir una molécula de acido nucleico
especifica microbiana que comprende:

tratar una muestra que contiene ADN derivado microbiano con un agente que modifica la citosina para formar acido
nucleico microbiano derivado, y

amplificar al menos una parte del acido nucleico microbiano derivado para formar una molécula de acido nucleico
simplificada que tiene un numero total reducido de citosinas en comparacion con el correspondiente acido nucleico
microbiano sin tratamiento, en donde la molécula de acido nucleico simplificada incluye una secuencia de acido
nucleico especifica para un microorganismo o un tipo de microorganismo.

En un tercer aspecto, la presente descripcion proporciona un método para producir una molécula acido nucleico
especifica microbiana que comprende:

obtener una secuencia de ADN de un microorganismo;

formar una forma simplificada de la secuencia de ADN microbiano mediante la realizaciéon de una conversién de la
secuencia de ADN microbiano, cambiando cada citosina a timina de manera que la forma simplificada del ADN
microbiano comprenda sustancialmente las bases adenina, guanina y timina; y

seleccionar una molécula de &cido nucleico especifica microbiana a partir de la forma simplificada del ADN
microbiano.

En un cuarto aspecto, la descripcidon proporciona una molécula de acido nucleico especifica microbiana obtenida
mediante el método de acuerdo con el tercer aspecto de la presente invencion.

En un quinto aspecto, la descripcion proporciona el uso del método de acuerdo con el tercer aspecto de la presente
invencién para obtener sondas o cebadores para unir o amplificar la molécula de acido nucleico especifica
microbiana en un ensayo o analisis.

En un sexto aspecto, la descripcién proporciona sondas o cebadores obtenidos mediante el quinto aspecto de la
presente invencion.
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La presente invencion proporciona un método para detectar la presencia de un microorganismo en una muestra, que
comprende:

obtener ADN microbiano a partir de una muestra que se sospecha que contiene el microorganismo;

tratar el acido nucleico microbiano con un agente que modifica la citosina para formar un acido nucleico microbiano
derivado;

proporcionar cebadores capaces de permitir la amplificacion de una molécula de acido nucleico microbiana
especifica deseada para el acido nucleico microbiano derivado;

llevar a cabo una reaccion de amplificacion del acido nucleico microbiano derivado para formar un acido nucleico
simplificado, y

analizar la presencia de un producto de acido nucleico amplificado que contiene la molécula de acido nucleico
microbiana especifica deseada, en donde la deteccion de la molécula de acido nucleico microbiana especifica
deseada es indicativa de la presencia del microorganismo en la muestra.

Si el genoma o el acido nucleico microbiano es ADN, éste se puede tratar para formar un ADN derivado que se
amplifica a continuacién para formar una forma simplificada de ADN.

Si el genoma o el acido nucleico microbiano es ARN, éste se puede convertir en ADN antes del tratamiento del
genoma o del acido nucleico microbiano. Alternativamente, el ARN microbiano se puede tratar para producir una
molécula de ARN derivada que después se convierte en una molécula de ADN derivada antes de la amplificacion.
Los métodos de conversién de ARN en ADN son bien conocidos e incluyen el uso de la transcriptasa inversa para
formar un ADNc.

El genoma o acido nucleico microbianos se puede obtener a partir del fago, virus, viroides, bacterias, hongos, algas,
protozoos, espiroquetas, o organismo unicelular.

El genoma o acido nucleico microbianos se pueden seleccionar entre acido nucleico que codifica una proteina, acido
nucleico que no codifica una, las regiones de genes ribosomales de procariotas o de microorganismos eucariéticos
unicelulares. Preferiblemente, las regiones de genes ribosomales son 16S o 23S en procariotas y 18S y 28S en el
caso de los microorganismos eucariéticos unicelulares. El agente se puede seleccionar entre bisulfito, acetato o
citrato. Preferiblemente, el agente es bisulfito de sodio.

Preferiblemente, el agente modifica una citosina a un uracilo en cada hebra del ADN genémico microbiano de doble
hebra complementario formando dos moléculas de acido nucleico microbiano derivadas, pero no complementarias.
En una forma preferida, la citosina no esta metilada como se encuentra tipicamente en el acido nucleico microbiano.

Preferiblemente, el acido nucleico microbiano derivado tiene un ndmero total reducido de citosinas en comparacion
con el genoma o &cido nucleico microbianos no tratados correspondientes.

Preferiblemente, la forma simplificada del genoma o acido nucleico microbianos tiene un nimero total reducido de
citosinas en comparacion con el genoma o acido nucleico microbianos no tratados correspondientes.

En una forma preferida, el acido nucleico microbiano derivado contiene sustancialmente bases adenina (A), guanina
(G), timina (T) y uracilo (U) y tiene sustancialmente el mismo numero total de bases que el genoma o acido nucleico
microbianos no tratados correspondientes.

En otra forma preferida, la forma simplificada del genoma o acido nucleico microbianos se compone sustancialmente
de las bases adenina (A), guanina (G) y timina (T).

Preferiblemente, la amplificacion se lleva a cabo mediante cualquier medio adecuado tal como reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), amplificacién isotérmica, o amplificacion de la sefial.

El método de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencidon puede comprender adicionalmente:
detectar la molécula de acido nucleico especifica microbiana.
En una forma preferida, la molécula de acido nucleico especifica microbiana se detecta:

proporcionando un ligando detector capaz de unirse a una regién diana de la molécula de acido nucleico especifica
microbiana y dejando tiempo suficiente para que el ligando detector se una a la region diana e; y

midiendo la unién del ligando detector a la region diana para detectar la presencia de la molécula de acido nucleico
especifica microbiana.
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En otra forma preferida, la molécula de acido nucleico especifica microbiana se detecta mediante la separacion de
un producto de amplificacion y la visualizacion del producto separado. Preferiblemente, el producto de amplificacion
se separa mediante electroforesis y se detecta mediante la visualizaciéon de una o mas bandas en un gel.

Preferiblemente, la molécula de acido nucleico especifica microbiana no se produce naturalmente en el
microorganismo.

En una forma preferida, la molécula de acido nucleico especifica microbiana tiene una secuencia de acido nucleico
indicativa del nivel taxonémico del microorganismo. El nivel taxonémico del microorganismo incluye, pero no esta
limitando a, familia, género, especie, cepa, tipo o diferentes poblaciones de las mismas o diferentes poblaciones
geograficas o benténicas.

En una forma preferida del método de acuerdo con tercer aspecto de la presente descripcion, se obtienen las formas
simplificadas de dos 0 mas secuencias de ADN microbiano y se comparan las dos 0 mas secuencias para obtener al
menos una molécula de acido nucleico especifica microbiana.

En una forma preferida de la presente invencioén, las moléculas de acido nucleico se detectan:

proporcionando un ligando detector capaz de unirse a una region de la molécula de acido nucleico y permitiendo un
tiempo suficiente para que el ligando detector se una a la region; y

midiendo la unién del ligando detector a la molécula de acido nucleico para detectar la presencia de la molécula de
acido nucleico.

En otra forma preferida, las moléculas de acidos nucleicos se detectan mediante la separacion de un producto de
amplificacion y la visualizacién del producto separado.

En situaciones en las que el microorganismo no tiene un genoma de ADN o el genoma o acido nucleico microbianos
son ARN, por ejemplo, un virus ARN, el ARN del genoma viral puede ser convertido primero en ADNc con el fin de
tratar el ADN con el agente. EI ARN también se puede tratar y el ARN derivado se convierte en ADN antes de la
amplificacion.

Preferiblemente, el &cido nucleico derivado contiene sustancialmente las bases adenina (A), guanina (G), timina (T)
y uracilo (U) y tiene sustancialmente el mismo nimero total de bases que el acido nucleico microbiano no modificado
correspondiente. Es importante destacar que la molécula de acido nucleico derivado no contiene sustancialmente
citosina (C), con la condicion de que el ADN microbiano no esté metilado en ninguna de las citosinas.

Preferiblemente, el acido nucleico derivado amplificado contiene sustancialmente las bases A, T y G y tiene
sustancialmente el mismo numero total de bases que el correspondiente acido nucleico derivado (y acido nucleico
microbiano no modificado). El acido nucleico derivado amplificado se denomina acido nucleico simplificado.

En una forma preferida, la molécula de acido nucleico especifica microbiana tiene una secuencia de acido nucleico
indicativa del nivel taxondmico del microorganismo. El nivel taxonémico del microorganismo puede incluir familia,
género, especie, cepa, tipo o diferentes poblaciones de las mismas o diferentes poblaciones geograficas o
benténicas. En el caso de las bacterias los autores de la presente invencion se pueden adherir al esquema
generalmente reconocido, por ejemplo Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae;
Neisseria. Las diferentes poblaciones pueden ser polimoérficas para cambios de un Unico nucleétido o una variacion
que existe en moléculas de ADN que existen en una forma intracelular dentro de un microorganismo (plasmidos o
fagémidos), o regiones cromosémicas polimérficas de los genomas de microorganismos tales como islas de
patogenicidad.

La presente invencion también se puede utilizar para reconocer la fluidez de los genomas microbianos y virales, y se
puede utilizar para reconocer la naturaleza quimérica de los genomas virales, que pueden estar en piezas
independientes, y por lo tanto surgen cepas recién derivadas de la redistribucion de regiones gendmicas de
diferentes animales, por ejemplo, nuevas cepas de la gripe humana como quimeras de segmentos que son
recogidas a partir de otros genomas virales de mamifero o de ave.

Se apreciara que el método puede llevarse a cabo in silico a partir de secuencias conocidas de acidos nucleicos de
los microorganismos en los que una o mas citosinas en las secuencias originales se convierte en timina para obtener
el acido nucleico simplificado. La identidad de secuencia se puede determinar a partir de las secuencias convertidas.
Tal método in silico imita las etapas de tratamiento y amplificacion.

Cuando una molécula de acido nucleico especifica microbiana ha sido obtenida para cualquier microorganismo dado
mediante este método, las sondas o cebadores pueden ser disefiados para asegurar la amplificacion de la regiéon de
interés en una reaccion de amplificacion. Por lo tanto, cuando se hayan disefiado las sondas o cebadores, sera
posible llevar a cabo analisis clinicos o cientificos sobre las muestras para detectar un microorganismo dado a un
nivel taxonémico dado.
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La molécula de acido nucleico especifica microbiana puede ser Unica o tener un alto grado de similitud dentro de un
nivel taxondmico. Una ventaja de la presente invencion es la capacidad para simplificar en gran medida las
diferencias de bases potenciales entre, o dentro de, los niveles taxonédmicos, por ejemplo, de un microorganismo, a
una molécula Unica o a moléculas que tienen una intima similitud de secuencia. Se pueden utilizar cebadores
especificos o un numero reducido de cebadores degenerados para amplificar la molécula de acido nucleico
especifica microbiana en una muestra dada.

Para el ADN de doble hebra que contiene citosinas, la etapa de tratamiento da como resultado dos acidos nucleicos
derivados (uno para cada hebra complementaria), que contienen cada uno las bases adenina, timina guanina y
uracilo. Los dos acidos nucleicos derivados se producen a partir de las dos hebras sencillas del ADN de doble hebra.
Los dos acidos nucleicos derivados preferiblemente no tienen citosinas pero todavia tienen el mismo namero total de
bases y la longitud de secuencia que la molécula de ADN original no tratada. Es importante destacar que los dos
acidos nucleicos derivados no son complementarios entre si y forman un molde de la hebra superior en inferior para
la amplificaciéon. Se pueden utilizar una o mas de las hebras como diana para la amplificacién para producir la
molécula de acido nucleico simplificada. Durante la amplificaciéon de los acidos nucleicos derivados, los uracilos en la
parte superior (0 hebra inferior) se sustituyen por timinas en la correspondiente forma simplificada amplificada de los
acidos nucleicos. A medida que continta la amplificacion, la parte superior (y/o hebra inferior si se amplifica) se
diluird a medida que cada nueva hebra complementaria tenga solamente las bases adenina, guanina, timina.

Se apreciara que este aspecto de la invencion también incluye moléculas de acido nucleico que tienen secuencias
complementarias a la molécula de acido nucleico especifica microbiana, y moléculas de acidos nucleicos que
pueden hibridarse, preferiblemente bajo condiciones restrictivas, con la molécula de acido nucleico especifica
microbiana.

En la presente invencidon se pueden usar sondas o cebadores que son indicativos de tipos representativos de
microorganismo que se pueden utilizar para determinar si cualquier microorganismo esta presente en una muestra
dada. Se pueden usar otras sondas especificas del tipo microbiano para detectar o identificar realmente un tipo,
subtipo, variante y genotipo dados de ejemplos de microorganismo.

Cuando una molécula de &acido nucleico especifica microbiana se ha obtenido o identificado para cualquier
microorganismo dado, se pueden disefiar sondas o cebadores para asegurar la amplificacion de la regién de interés
en una reaccion de amplificacién. Es importante sefialar que ambas hebras de un genoma tratado y convertido de
este modo, (en lo sucesivo denominado "acido nucleico derivado") pueden ser analizadas para el disefio de
cebadores, ya que el tratamiento o la conversion conducen a asimetrias de la secuencia, y por lo tanto se requiere
diferentes secuencias de cebadores para la deteccidn de las hebras "superior" e "inferior" del mismo locus, (también
conocidas como hebras de "Watson" y "Crick"). Por lo tanto, hay dos poblaciones de moléculas, el genoma
convertido, tal como existe inmediatamente después de la conversion, y la poblacion de moléculas que resulta
después de que el acido nucleico derivado sea replicado por medios enzimoldgicos convencionales (PCR) o por
métodos tales como amplificacion isotérmica. Los cebadores se disefian tipicamente para la hebra superior
convertida por conveniencia pero también se pueden generar los cebadores para la hebra inferior. De este modo,
sera posible llevar a cabo analisis clinicos o cientificos sobre las muestras para detectar un microorganismo dado.

Los cebadores o sondas se pueden disefiar para permitir la amplificacién de regiones especificas del acido nucleico
derivado. En una forma preferida, los cebadores producen la amplificacion de la molécula de &cido nucleico
especifica microbiana.

Se describen un kit para detectar una molécula de acido nucleico especifica microbiana que comprende los
cebadores o sondas de acuerdo con quinto aspecto de la presente descripcion junto con uno o mas reactivos o
componentes para una reaccion de amplificacion.

Preferiblemente, el microorganismo se selecciona del fago, virus, viroides, bacterias, hongos, algas, protozoos,
espiroquetas, organismo unicelular, o cualquier otro microorganismo, por variada que sea su clasificacion, tal como
el Reino Protista de Margulis, L., et al 1990, Handbook of Protoctista, Jones and Bartlett, Publishers, Boston USA, o
microorganismos que estan asociados con los seres humanos, tal como se define en Harrisons Principles of Internal
Medicine, 122 Edicion, editado por J D Wilson et al., McGraw Hill Inc, asi como ediciones posteriores. También
incluye todos los microorganismos descritos en relacion con las condiciones humanas definidas en OMIM, Online
Mendelian Inheritance in Man, www.ncbi.gov.

El microorganismo puede ser un patdgeno, una muestra ambiental de origen natural, microorganismo acuatico o
aéreo, (0 un organismo existente o que sea transportado en un medio liquido o gaseoso), ya sea maduro o en forma
de esporas, 0 bien extracelularmente o intracelularmente, o asociado con un forma de vida quimérica, o que existe
como ectocomensal entre dos 0 mas formas de vida, tales como un microbio asociado con un liquen, o un microbio
asociado con una pelicula bacteriana.

Es posible analizar la presencia de virus o viroides ARN convirtiendo en primer lugar su genoma de ARN en una
forma de ADNc a través de la transcripcién inversa y modificando después el ADNc por medio del reactivo. Esto
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supera el problema de cualquier metilacion existente en las citosinas en los virus ARN, ya que la transcriptasa
inversa copiara éstas como si fueran citosinas regulares.

Preferiblemente, el agente modifica la citosina no metilada a uracilo que a continuaciéon se reemplaza como una
timina durante la amplificacién del acido nucleico derivado. Preferiblemente, el agente utilizado para modificar la
citosina es bisulfito de sodio. También se pueden utilizar otros agentes que modifican de manera similar la citosina
no metilada, pero no la citosina metilada en el método de la invencién. Los ejemplos incluyen, pero no estan
limitados a bisulfito, acetato o citrato. Preferiblemente, el agente es bisulfito de sodio, un reactivo, que en presencia
de agua, modifica la citosina a uracilo.

El bisulfito de sodio (NaHSO3) reacciona facilmente con el enlace doble 5,6 de la citosina para formar un intermedio
de reaccion de citosina sulfonado que es susceptible de desaminacion, y en presencia de agua da lugar a un sulfito
de uracilo. Si fuera necesario, el grupo sulfito se puede eliminar en condiciones alcalinas suaves, dando como
resultado la formaciéon de uracilo. Por lo tanto, potencialmente todas las citosinas se convertiran en uracilos.
Cualquier citosina metilada, sin embargo, no puede ser convertida por el reactivo modificador debido a la proteccion
por metilacion.

La presente invencién se puede adaptar para ayudar a eludir algunos de los problemas emergentes que se ponen
de manifiesto por la enorme variaciéon gendmica inesperada entre los productos aislados de la misma especie
bacteriana, (2005, Tettelin, H., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102, 13950-13955; Genome analysis of multiple
pathogenic isolates of Streptococcus agalacticiae: implications for the microbial "pan-genome"). Todos los productos
aislados de esta especie bacteriana tienen un genoma "esencial" de genes que codifica proteinas que representa
aproximadamente 80% de la reserva de genes, ademas de un genoma prescindible que consiste en genes que
codifican proteinas especificos de la cepa y parcialmente compartidos. Al tratar el gen o los genes 23S presentes
dentro de una poblacion bacteriana mediante los métodos de acuerdo con la presente invencion, los autores de la
invencién pueden abordar un componente codificante no proteico esencial que esta presente en todos los productos
aislados bacterianos.

La presente invencion es adecuada para analisis clinicos, medioambientales, forenses, de guerra bacteriolégica o
cientificos para los microorganismos, en los que es util la identidad inicial anterior o a nivel de especie, con el fin de
determinar primero el grupo general al cual pertenece el organismo. Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados
a, el diagnostico de la enfermedad en cualquier organismo, (ya sea vertebrados, invertebrados, procariotas o
eucariotas, por ejemplo, enfermedades de plantas y animales, enfermedades de las fuentes de alimento humano,
tales como las piscifactorias y los criaderos de ostras), el escrutinio o el muestreo de fuentes ambientales ya sean
naturales o contaminadas, la determinacion de la contaminacién de cultivos celulares o de huevos fertilizados in vitro
para la produccion de blastocistos humanos en clinicas de fertilizacion in vitro o para la cria de animales. Tiene
especial trascendencia la deteccion de microorganismos en entornos forenses o en contextos de guerra bioldgica.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera otra cosa, se entendera que la palabra
"comprender”, o variaciones tales como "comprende" o "que comprende”, implica la inclusién de un elemento
declarado, numero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas, pero no la exclusién de
cualquier otro elemento, numero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas.

Cualquier discusion de documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares que ha sido incluida en la
presente memoria tiene unicamente el propdsito de proporcionar un contexto para la presente invenciéon. No se debe
tomar como una admision de que cualquiera o todos estos asuntos forman parte de la base de la técnica anterior o
eran el conocimiento general comun en el campo relevante para la presente invencion que existia en Australia antes
del desarrollo de la presente invencion.

A fin de que la presente invencién pueda entenderse mas claramente, se describiran las formas de realizacion
preferidas con referencia a los dibujos y ejemplos siguientes.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el alineamiento de parte del gen iga de Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoeae antes y
después de la simplificacion genémica. Como puede verse, antes de la simplificacion genédmica, se requeririan un
total de 512 combinaciones de sondas para la deteccion universal de especies de Neisseria (74% de similitud de
secuencia), en comparacion con solo 2 combinaciones después de la simplificacién para formar &cido nucleico
derivado (97% de similitud de secuencia). (El SEQ ID NO aparece en la lista después de cada secuencia).

La Figura 2 muestra el uso de sondas de INA para aumentar aun mas la similitud de secuencia de las secuencias
simplificadas, ya que las sondas de INA pueden tener de longitud mas corta que las sondas de oligonucleétidos
convencionales. La combinacién del procedimiento de simplificacion gendmico con sondas de INA permite la
seleccion y el uso de sondas con 100% de similitud de secuencia con la secuencia diana. (El SEQ ID NO aparece en
la lista después de cada secuencia).
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La Figura 3 muestra la simplificacion genémica para diferenciar entre especies estrechamente relacionadas usando
alineamientos del gen iga de Neisseria y Haemophilus. Como puede verse, el método de la presente invencion
permite la simplificacién del material gendmico con el fin de producir sondas especificas de especie. Ademas, a
pesar de la simplificacién del ADN gendémico, todavia se permite la diferenciacién entre Neisseria y las especies de
Haemophilus estrechamente relacionadas. (EI SEQ ID NO aparece en la lista después de cada secuencia).

La Figura 4 muestra el alineamiento del gen tuf estreptocécico antes y después de la simplificacién genémica en 10
especies diferentes de estreptococos. Antes del tratamiento, se requeririan un total de 12.288 combinaciones de
sondas que para el cebador universal del gen tuf. Después de simplificacion gendmica, solamente se requeririan 64
combinaciones de sondas para la deteccion universal. Ademas, la similitud de secuencia antes de la simplificacion
es solo de 67,5%, que aumenta a 85% después de la simplificacion. (EI SEQ ID NO aparece en la lista después de
cada secuencia).

La Figura 5 muestra el alineamiento de los genes de la enterotoxina estafilocécica antes y después de la
simplificacién gendmica. Antes de tratamiento con bisulfito, se requeririan un total de 1.536 combinaciones de
sondas para el cebador universal del gen de la enterotoxina estafilococica. Después de la simplificacion genémica
solo se requeririan 64 combinaciones de sondas para la deteccion universal. (El SEQ ID NO aparece en la lista
después de cada secuencia).

La Figura 6 muestra el alineamiento del gen de neuraminidasa de Influenza del grupo A y B de diferentes cepas de
influenza antes y después de la simplificaciéon genémica. Antes del tratamiento, se requeririan un total de 2.048
combinaciones de sondas para el cebador universal del gen de la neuraminidasa del grupo A y B. Después de
simplificacion gendémica sélo se requeririan 48 combinaciones de sonda para la detecciéon universal. Ademas, la
similitud de secuencia antes de la simplificacion es sélo de 50%, que aumenta a 75% después de la simplificacién.
(EI SEQ ID NO aparece en la lista después de cada secuencia).

La Figura 7 muestra el alineamiento del gen VP4 de rotavirus antes y después de la simplificacion gendmica. Antes
del tratamiento, se requeririan un total de 512 combinaciones de sondas para el cebador universal del gen VP4 de
rotavirus. Después de simplificacion gendémica sélo se requeririan 32 combinaciones de sonda para la deteccion
universal. (El SEQ ID NO aparece en la lista después de cada secuencia).

La Figura 8 muestra los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S gendmicamente simplificadas de bacterias Gram positivas y Gram negativas, detectandose
amplicones adecuados como bandas de longitud especifica mediante electroforesis en gel de agarosa. La flecha
indica el tamafio esperado de los amplicones con relacién a los marcadores de tamafio convencionales ejecutados
en la calle del marcador, (M). El uso de cebadores especificos para bacterias Gram negativas revela bandas sélo en
las seis calles Gram negativas (panel superior). El uso de cebadores especificos para las bacterias Gram positivas
revela solo bandas en las seis calles Gram positivas (panel inferior).

La Figura 9 muestra los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S genomicamente simplificadas de E. coli (Calle 1) y K. pneumoniae, (Calle 3). La especificidad de la
amplificacion se ilustra por la ausencia de productos de amplificacién a partir de las 10 especies de bacterias
restantes.

La Figura 10 muestra el producto de amplificacién obtenido mediante PCR a partir de las regiones del gen ribosomal
23S gendmicamente simplificadas usando cebadores especificos para Neisseria.

La Figura 11 muestra el producto de amplificacion obtenido mediante PCR a partir de un gen codificante de la
proteina de la regién gendmicamente simplificada del gen recA de E. coli. La especificidad del amplicén se ilustra
por la presencia del amplicon recA de E. coli y su ausencia de las otras 11 especies de bacterias.

La Figura 12 muestra los productos de amplificacién obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S gendmicamente simplificadas usando cebadores especificos para estafilococos.

La Figura 13 muestra los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S genémicamente simplificadas usando cebadores especificos para estreptococos.

La Figura 14 muestra los productos de amplificacién obtenidos mediante PCR de un gen codificante de la proteina
de la regién gendmicamente simplificada del gen recA de Staphylococcus epidermidis. Las dos bandas (flechas)
representan el traslado de amplicones de la primera ronda, (banda superior) y la segunda ronda (banda inferior),
amplificaciones de PCR.

La Figura 15 muestra la deteccion de amplicones utilizando cebadores especificos dirigidos a los genes ribosomales
23S gendmicamente simplificados de Chlamydia trachomatis.
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La Figura 16 muestra las secuencias de secuencias de ADNr 23S gendmicas normales y gendmicamente
simplificadas de Staphylococcus epidermidis. (El SEQ ID NO aparece en la lista después de cada secuencia).

La Figura 17 muestra las secuencias de secuencias genémicas y gendmicamente simplificadas del gen recA de E.
coli. (EI SEQ ID NO aparece en la lista después de cada secuencia).

Modo de llevar a cabo lainvencién
Definiciones

El término "simplificacién gendémica" segun se utiliza en la presente memoria significa que el acido nucleico
genomico (o de otro tipo) se modifica pasando de comprender cuatro bases adenina (A), guanina (G), timina (T) y
citosina (C) a contener sustancialmente las bases adenina (A), guanina (G), timina (T), pero teniendo todavia
sustancialmente el mismo numero total de bases.

El término "derivado de acido nucleico" segun se utiliza en la presente memoria significa un acido nucleico que
contiene sustancialmente las bases A, G, T y U (o alguna otra base o entidad de tipo base distintade A, Go T) y
tiene sustancialmente el mismo total nUumero de bases que el correspondiente acido nucleico microbiano no
modificado. Sustancialmente todas las citosinas en el ADN microbiano se habran convertido en uracilo durante el
tratamiento con el agente. Se apreciarda que las citosinas alteradas, por ejemplo mediante metilacion, no
necesariamente pueden ser convertidas en uracilo (o alguna otra base o entidad de tipo base distinta de A, G o T).
Como el acido nucleico microbiano no contiene tipicamente citosina metilada (u otras alteraciones de citosina) la
etapa tratada convierte preferiblemente todas las citosinas. Preferiblemente, la citosina es modificada a uracilo.

El término "acido nucleico simplificado" segun se utiliza en la presente memoria, significa el producto resultante de
acido nucleico obtenido después de la amplificacién del acido nucleico derivado. El uracilo en el acido nucleico
derivado se remplaza a continuacion como una timina (T) durante la amplificacion del acido nucleico derivado para
formar la molécula de acido nucleico simplificada. El producto resultante tiene sustancialmente el mismo nuimero de
bases totales que el correspondiente acido nucleico microbiano no modificado pero esta sustancialmente formado
por una combinacién de tres bases (A, Gy T).

El término "secuencia simplificada" segun se utiliza en la presente memoria significa la secuencia de acido nucleico
resultante obtenida después de la amplificacion del acido nucleico derivado para formar un acido nucleico
simplificado. La secuencia simplificada resultante tiene sustancialmente el mismo nimero de bases totales que la
correspondiente secuencia de acido nucleico microbiana no modificada pero esta formada sustancialmente por una
combinacion de tres bases (A, Gy T).

El término " secuencia no convertida" segun se utiliza en la presente memoria significa la secuencia de acido
nucleico del acido nucleico microbiano antes del tratamiento y la amplificacion. Una secuencia no convertida es
tipicamente la secuencia del acido nucleico microbiano de origen natural.

El término "modifica" segin se utiliza en la presente memoria significa la conversion de una citosina en otro
nucleétido. Preferiblemente, el agente modifica la citosina no metilada a uracilo para formar un acido nucleico
derivado.

El término "agente que modifica la citosina" segun se utiliza en la presente memoria significa un agente que es
capaz de convertir la citosina en otra entidad quimica. Preferiblemente, el agente modifica la citosina a uracilo que
luego se reemplaza como una timina durante la amplificacion del acido nucleico derivado. Preferiblemente, el agente
utilizado para modificar la citosina es bisulfito de sodio. También se pueden utilizar otros agentes que modifican de
manera similar la citosina, pero no la citosina metilada en el método de la invencion. Los ejemplos incluyen, pero no
estan limitados a bisulfito, acetato o citrato. Preferiblemente, el agente es bisulfito de sodio, un reactivo, que en
presencia de condiciones acidas acuosas, modifica la citosina a uracilo. El bisulfito de sodio (NaHSO3) reacciona
facilmente con el enlace doble 5,6 de la citosina para formar un intermedio de reaccién de citosina sulfonada que es
susceptible de desaminacion, y en presencia de agua da lugar a un sulfito de uracilo. Si fuera necesario, el grupo
sulfito puede ser eliminado en condiciones alcalinas suaves, dando como resultado la formacién de uracilo. Por lo
tanto, potencialmente todas las citosinas se convertiran en uracilos. Cualquier citosina metilada, sin embargo, puede
no ser convertida por el reactivo modificador debido a la proteccién mediante metilacién. Se apreciara que la citosina
(o cualquier otra base) podria ser modificada mediante medios enzimaticos para lograr un acido nucleico derivado tal
como se ilustra en la presente invencion.

Existen dos métodos genéricos amplios por medio de los cuales se pueden modificar las bases de los acidos
nucleicos: quimicos y enzimaticos. Por lo tanto, la modificacién de la presente invencion también puede llevarse a
cabo por enzimas de origen natural, o por enzimas construidas o seleccionadas artificialmente aun por referir. El
tratamiento quimico, tal como las metodologias con bisulfito, pueden convertir citosina en uracilo mediante etapas
quimicas adecuadas. De manera similar, las citosina desaminasas, por ejemplo, pueden llevar a cabo una
conversion para formar un acido nucleico derivado. El primer informe sobre citosina desaminasas en el conocimiento
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de los autores de la presente invencion es 1932, Schmidt, G., Z. Physiol. Chem., 208, 185; (véanse también 1950,
Wang, T.P., Sable, H.Z., Lampen, J.O., J. Biol. Chem, 184, 17-28, Enzymatic deamination of cytosines nucleosides).
En este primer trabajo, no se obtuvo citosina desaminasa libre de otras nucleodesaminasas, sin embargo, Wang et
al. fueron capaces de purificar dicha actividad de la levadura y E. coli. Asi, cualquier conversion enzimatica de la
citosina para formar un acido nucleico derivado que finalmente da como resultado la inserciéon de una base durante
la siguiente replicacion en esa posicion, que es diferente de una citosina, producira un genoma simplificado. La
conversion quimica y enzimatica para proporcionar un derivado seguido por un genoma simplificado es aplicable a
cualquier nucleobase, ya se trate de purinas o pirimidinas en acidos nucleicos origen natural de microorganismos.

El término "forma simplificada del genoma o acido nucleico", segun se utiliza en la presente memoria significa que un
genoma o acido nucleico, ya sea de origen natural o sintético, que por lo general contiene las cuatro bases comunes
G, A, Ty C, ahora se compone principalmente de soélo tres bases, G, Ay T ya que la mayoria o la totalidad de las C
en el genoma se han convertido en T mediante la modificacion quimica adecuada y procedimientos posteriores de
amplificacion. La forma simplificada del genoma significa que la complejidad gendmica relativa se reduce de un
fundamento de cuatro bases a una composicion de tres bases.

El término «entidad de tipo base» segun se utiliza en la presente memoria, significa una entidad que se forma por la
modificacion de la citosina. Una entidad de tipo base puede ser reconocida por una ADN polimerasa durante la
amplificacion de un acido nucleico derivado y la polimerasa hace que A, G o T se coloquen sobre la hebra ADN
complementaria recién formada en la posicion opuesta a la entidad de tipo base en el acido nucleico derivado.
Tipicamente, la entidad de tipo base es el uracilo que ha sido modificado a partir de la citosina al correspondiente
acido nucleico microbiano no tratado. Los ejemplos de una entidad de tipo base incluye cualquier nucleobase, ya
sea purina o pirimidina.

El término "reduccién de la complejidad relativa”, segun se utiliza en la presente memoria , hace referencia a la
longitud de la sonda, a saber, el aumento de la longitud media de la sonda que se requiere para lograr la misma
especificidad y nivel de hibridacion de una sonda a un locus especifico, en un conjunto dado de condiciones
moleculares en dos genomas del mismo tamafio, donde el primer genoma es "tal cual" y consiste en las cuatro
bases, G, A, T y C, mientras que el segundo genoma es exactamente de la misma longitud, pero algunas citosinas,
(idealmente todas las citosinas), se han convertido en timinas. El locus sometido a ensayo esta en la misma
ubicacién en el genoma original no convertido, asi como el genoma convertido. Por término medio, una sonda de 11
unidades tendra una ubicacion Unica a la que se hibridara perfectamente en un genoma regular de 4.194.304 bases
consistentes en las cuatro bases G, A, Ty C, (4'' es igual a 4.194.304). Sin embargo, una vez que dicho genoma
regular de 4.194.304 bases ha sido convertido por el bisulfito u otros medios adecuados, este genoma convertido se
compone ahora solamente de tres bases y es claramente menos complejo. Sin embargo, la consecuencia de esta
disminucion de la complejidad gendmica es que la sonda de los autores de la presente invencion previamente de 11
unidades unica ya no tiene un sitio Unico al que se puede hibridar dentro del genoma simplificado. Ahora hay
muchas otras posibles localizaciones equivalentes de secuencias de 11 bases que se han presentado de novo como
consecuencia de la conversion con bisulfito. Ahora se requerira una sonda de 14 unidades para encontrar e
hibridarse con el locus original. Aunque en un principio puede parecer contrario al sentido comun, se requiere de
este modo un aumento de la longitud de la sonda para detectar la ubicacién original en lo que es ahora un genoma
de tres bases simplificado, puesto que mas genoma parece el mismo, (tiene secuencias mas similares). Asi, la
reducida complejidad gendmica relativa, (o simplicidad del genoma de tres bases), significa que se tienen que
disefiar sondas mas largas para encontrar el Unico sitio original.

El término "reduccién de la complejidad gendmica relativa" segun se utiliza en la presente memoria se puede medir
por medio del aumento de las longitudes de las sonda susceptibles de ser especificas de microbio en comparacion
con el ADN no modificado. Este término también incorpora el tipo de secuencias de sondas que se utilizan en la
determinacion de la presencia de un microorganismo. Estas sondas pueden tener cadenas principales no
convencionales, tales como las de PNA o LNA o adiciones modificadas a una cadena principal tales como las
descritas en el INA. Por lo tanto, se considera que un genoma tiene una complejidad relativa reducida, con
independencia de si la sonda tiene componentes adicionales tales como pseudonucledtidos intercalantes, tal como
en el INA. Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, ADN, ARN, &acido nucleico cerrado (LNA), acido
peptidonucleico (PNA), MNA, acido nucleico altritol (ANA), acido nucleico hexitol (HNA), acido nucleico intercalante
(INA), acido nucleico ciclohexanilo (CNA) y mezclas de los mismos y sus hibridos, asi como las modificaciones de
atomo de fosforo de los mismos, tales como, pero no limitadas a fosforotioatos, fosfolatos de metilo, fosforamiditas,
fosforoditiatos, fosforoselenoatos, fosfotriésteres y fosfoboranoatos. Los nucledtidos de origen no natural incluyen,
pero no estan limitados a los nucledtidos comprendidos dentro de ADN, ARN, PNA, INA, HNA, MNA, ANA, LNA,
CNA, CeNA, TNA, (2'-NH)-TNA, (3'- NH)-TNA, o-L-Ribo-LNA, a-L-Xilo-LNA, B-D-Xilo-LNA, a-D-Ribo-LNA, [3,2,1]-
LNA, Biciclo-ADN, 6-Amino-Biciclo-ADN, 5-epi-Biciclo-ADN, a-Biciclo-ADN, ADN-Triciclo, Biciclo[4,3,0]-ADN,
Biciclo[3,2,1]-ADN, Biciclo[4,3,0]Jamida-ADN, B-D-Ribopiranosil-NA, a-L-Lixopiranosil-NA, 2'-R-ARN, a-L-ARN o a-D-
ARN, B-D-ARN. Ademas se pueden usar compuestos que no contienen fosforo para la unién a los nucleétidos tales
como, pero no limitados a metiliminometilo, formacetato, tioformacetato y grupos de uniéon que comprenden amidas.
En particular, los acidos nucleicos y analogos de acido nucleico pueden comprender uno o mas pseudonucledtidos
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intercalantes (IPN). La presencia de IPN no es parte de la descripcion de la complejidad de las moléculas de acido
nucleico, ni es la parte central de esa complejidad, tal como en PNA.

Por "INA" se quiere significar un acido nucleico intercalante de acuerdo con la ensefianza de los documentos WO
03/051901, WO 03/052132, WO 03/052133 y WO 03/052134 (Unest A/S). Un INA es un oligonucleétido o un
analogo de oligonucledtido que comprende una o mas moléculas de pseudonucledtidos intercalantes (IPN).

Por "HNA" se quieren significar acidos nucleicos como describen por ejemplo Van Aetschot et al., 1995.
Por "MNA" se quieren significar acidos nucleicos como describen Hossain et al, 1998.
"ANA" hace referencia a los acidos nucleicos descritos por Allert et al, 1999.

"LNA" puede ser cualquier molécula de LNA como se describe en el documento WO 99/14226 (Exiqon),
Preferiblemente, el LNA se selecciona entre las moléculas descritas en el resumen del documento WO 99/14226.
Mas preferiblemente, el LNA es un acido nucleico como describen Singh et al, 1998, Koshkin et al, 1998 u Obika et
al., 1997.

"PNA" hace referencia a acidos peptidonucleicos, como describen Nielsen et al, 1991.

"Reduccion de la complejidad relativa" segun se utiliza en la presente memoria, no hace referencia al orden en el
que aparecen las bases, tal como cualquier diferencia de complejidad matematica entre una secuencia que es
ATATATATATATAT (SEQ ID NO: 1) frente a una de la misma longitud que es AAAAAAATTTTTTT (SEQ ID NO: 2),
ni tampoco hace referencia a los datos de re-asociacion original de los tamafos relativos del genoma, (y por
inferencia, las complejidades gendmicas), introducidos en las publicaciones cientificas por Waring, M. & Britten
RJ1966, Science, 154, 791-794; y Britten, RJ y Kohne D E., 1968, Science, 161, 529-540 y referencias anteriores de
las mismas que se derivan de los informes de la Carnegie Institution of Washington Yearbook.

"Complejidad gendmica relativa" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a una posicion inalterada
de bases en dos genomas a la que se accede por medio de sondas moleculares (tanto los genomas originales como
los no convertidos tienen bases en las posiciones invariantes 1 a n. En el caso del genoma humano haploide de 3
mil millones de pares de bases de una hembra humana concreta, se define que las posiciones invariables estan
entre 1y n, donde n es 3000000000. Si en la secuencia de 1 a n, la base i" es una C en el genoma original, la base i’
es una T en el genoma convertido.

El término "acido nucleico gendmico" segun se utiliza en la presente memoria incluye ARN (de procariota y eucariota
unicelular), ADN, acido nucleico que codifica proteinas, acido nucleico que no codifica proteinas, y regiones de
genes ribosomales de microorganismos procariéticos y eucariéticos unicelulares microbianos.

El término "genoma microbiano" segun se utiliza en la presente memoria abarca 4cidos nucleicos cromosémicos asi
como extracromosomicos, asi como residentes temporales de ese genoma, tales como plasmidos, bacteriéfagos y
elementos moviles en el sentido mas amplio. El "genoma" tiene un componente esencial como se ilustra mediante S.
galactiae, asi como también tiene posiblemente elementos codificantes y no codificantes que varian entre los
distintos productos aislados.

El término "ADN microbiano derivado”, segun se utiliza en la presente memoria incluye ADN obtenido directamente a
partir de un microorganismo u obtenido indirectamente mediante la conversion de ARN microbiano en ADN mediante
cualquier método conocido o adecuado, tal como la transcriptasa inversa.

El término "microorganismo”, segun se utiliza en la presente memoria incluye fagos, virus, viroides, bacterias,
hongos, algas, protozoos, espiroquetas, organismos unicelulares, o cualquier otro microorganismo, por variada que
sea su clasificacién, tal como el Reino Protista de Margulis, L., et al 1990, Handbook of Protoctista, Jones and
Bartlett, Publishers, Boston USA, o microorganismos que estan asociados con los seres humanos, tal como se
define en Harrisons Principles of Internal Medicine, 122 Edicion, editado por J D Wilson et al., McGraw Hill Inc, asi
como ediciones posteriores. También incluye todos los microorganismos descritos en relaciéon con las condiciones
humanas definidas en OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man, www.ncbi.gov.

El término "molécula de acido nucleico especifica microbiana" segun se utiliza en la presente memoria significa una
molécula que ha sido determinada u obtenida utilizando el método de acuerdo con la presente invencion que tiene
una o mas secuencias especificas para un microorganismo.

El término "nivel taxonémico del microorganismo", segun se utiliza en la presente memoria incluye familia, género,

especie, cepa, tipo o diferentes poblaciones de las mismas o diferentes poblaciones geogréaficas o bentdnicas. Si

bien en el caso de las bacterias se utiliza el esquema generalmente reconocido, por ejemplo Bacteria;

Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae; Neisseria. Las diferentes poblaciones pueden ser

polimérficas para cambios de un unico nucleétido o una variaciéon que existe en moléculas de ADN que existen en

una forma intracelular dentro de un microorganismo (plasmidos o fagémidos), o regiones cromosdémicas polimorficas
13
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de los genomas de microorganismos tales como islas de patogenicidad. La fluidez de los genomas microbianos y
virales, es reconocida, e incluye la naturaleza quimérica de los genomas virales, que pueden estar en piezas
independientes de acido nucleico. Por lo tanto surgen cepas recién derivadas de la redistribucién de regiones
genomicas de diferentes animales, por ejemplo, nuevas cepas de la gripe humana como quimeras de segmentos
que son recogidas a partir de otros genomas virales de mamifero o de ave.

El término "intima similitud de secuencia " segun se utiliza en la presente memoria incluye la definicién anterior de
complejidad relativa de secuencia y longitudes de sonda como una medida.

Materiales y métodos
Extraccion de ADN

En general, el ADN microbiano (o ARN viral) se puede obtener de cualquier fuente adecuada. Los ejemplos incluyen,
pero no estan limitados a, cultivos de células, caldos de cultivo, muestras ambientales, muestras clinicas, fluidos
corporales, muestras liquidas, muestras sdlidas tales como tejido. EI ADN microbiano de las muestras se puede
obtener mediante procedimientos convencionales. Un ejemplo de una extraccién adecuada es el siguiente. La
muestra de interés se coloca en 400 pl de hidrocloruro de guanidinio 7 M, EDTA 5 mM, Tris/HCI 100 mM pH 6,4,
Triton-X-100 al 1%, proteinasa K (Sigma) 50 mM, ARNt de levadura de 100 pg/ml. La muestra se homogeneiza a
fondo con una mano de mortero desechable de 1,5 ml y se deja durante 48 horas a 60°C. Después de la incubacion
la muestra se somete a cinco ciclos de congelacién/descongelacion en hielo seco durante 5 minutos/95°C durante 5
minutos. La muestra se somete después a vortice y se centrifuga en una microcentrifuga durante 2 minutos para
sedimentar los residuos celulares. Se elimina el sobrenadante en un tubo limpio, se diluye para reducir la
concentracion de sal, después se extrae con fenol:cloroformo, se precipita con etanol y se resuspende en 50 ul de
Tris 10 mM/EDTA 0,1 mM.

Especificamente, las extracciones de ADN a partir de bacterias Gram positivas y Gram negativas cultivadas en
placas de agar convencionales (con los requerimientos nutricionales especificos para cada especie) se realizaron
como sigue.

Para la extraccion de ADN a partir de bacterias gram negativas, el protocolo fue el siguiente:

a) Utilizando un palillo de dientes estéril se desprendieron las colonias bacterianas de la placa de cultivo en
un tubo de centrifuga estéril de 1,5 ml.

b) Se afiadieron 180 pl de tampdn de extraccion de tiocianato de guanidinio (tiocianato de guanidinio 7 M,
EDTA 5 mM (pH 8,0), Tris/HCI 40 mM pH 7,6, Triton-X-100 al 1%) y la muestra se mezcl6 para resuspender
las colonias bacterianas.

c¢) Se afadieron 20 pl (20 mg/ml) de proteinasa K y las muestras se mezclaron bien.
d) Las muestras se incubaron a 55°C durante 3 horas para lisar las células.
e) Se anadieron 200 ul de agua a cada muestra y las muestras se mezclaron pipeteando suavemente.

f) Se afiadieron 400 ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y las muestras se sometieron a
vortice durante 2 x 15 segundos.

g) Las muestras se centrifugaron a continuaciéon en una microcentrifuga a 14.000 rpm durante 4 minutos.
h) La fase acuosa se separo6 en un tubo de centrifuga limpio de 1,5 ml.

i) Se afiadieron 400 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y las muestras se sometieron a
vértice durante 2 x 15 segundos.

j) Las muestras se centrifugaron a continuaciéon en una microcentrifuga a 14.000 rpm durante 4 minutos.
k) La fase acuosa se separd en un tubo de centrifuga limpio de 1,5 ml.

I) Se afadieron 800 pl de etanol del 100% a cada muestra, la muestra se someti6 a vortice brevemente,
después se dejé a —20°C durante 1 hora.

m) Las muestras se centrifugaron en una microcentrifuga a 14.000 rpm durante 4 minutos a 4°C.
n) Los sedimentos de ADN se lavaron con 500 ul de etanol del 70%.

0) Las muestras se centrifugaron en una microcentrifuga a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C, el etanol
se descarté y los sedimentos se secaron al aire durante 5 minutos.
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p)Por ultimo, el ADN se resuspendié en 100 ul de Tris/HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0.

g)La concentracioén y la pureza del ADN se calcularon midiendo la absorbancia de la disoluciéon a 230, 260,
280 nm.

Para la extraccion de ADN de las bacterias Gram positivas el protocolo fue el siguiente:

a) Utilizando un palillo de dientes estéril se desprendieron colonias bacterianas de la placa de cultivo en un
tubo de centrifuga estéril de 1,5 ml.

b) Se anadieron 180 ul de lisozima de 20 mg/ml (Sigma) y 200 ug de lisostafina (Sigma) a cada muestra y las
muestras se mezclaron suavemente para resuspender las colonias bacterianas.

c)Las muestras se incubaron a 37°C durante 30 minutos para degradar la pared celular.

d) Las muestras se procesaron a continuacion y se extrajo el ADN de acuerdo con el protocolo QlAamp DNA
Mini Kit para bacterias Gram positivas.

Extraccion de ADN de muestras de citologia de pacientes.

a) La muestra se agité enérgicamente a mano para volver a suspender las células sedimentadas y para
garantizar la homogeneidad de la disolucion.

b)Se transfirieron 4 ml de las células resuspendidas a un tubo de centrifuga Costar de 15 ml.

¢) Los tubos se centrifugaron en un rotor de cubeta oscilante a 3000 xg durante 15 minutos.

d) El sobrenadante se decant6 cuidadosamente y se desechd sin alterar el material celular sedimentado.

e) Las células sedimentadas se resuspendieron en 200 ul de tampoén de lisis (Tris/HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 2 mM
pH 8,0, SDS al 0,5%, Triton-X-100 al 0,5%) y se mezclaron bien hasta que la disolucion fue homogénea.

f) Se transfirieron 80 ul de la muestra a una placa de preparacion de la muestra de 96 pocillos.

g)Se afadieron 20 pl de proteinasa K y la disolucion se incubd a 55°C durante 1 hora (este procedimiento da como
resultado la lisis celular)

Extraccion de ADN de muestras de orina

Se extrajo el ADN a partir de un volumen de partida de 1 ml de orina de acuerdo con QlAamp UltraSens™ Virus
Handbook.

Tratamiento con bisulfito de las muestras de ADN

El tratamiento con bisulfito se realizdé segun el kit de modificacion con bisulfito MethylEasy™ High Throughput DNA
(Human Genetic Signatures, Australia) véase también mas adelante.

Sorprendentemente, los autores de la presente invencién han encontrado que no hay necesidad de separar el ADN
microbiano de otras fuentes de acidos nucleicos, por ejemplo cuando hay ADN microbiano en una muestra de
células humanas. La etapa de tratamiento se puede utilizar para una gran mezcla de tipos diferentes de ADN vy, sin
embargo se puede identificar todavia mediante la presente invencion un acido nucleico especifico microbiano. Se
estima que los limites de deteccién en una mezcla compleja de ADN son los limites de la deteccidon mediante PCR
convencional que pueden deberse a una Unica copia de una molécula de acido nucleico diana.

Muestras

Se puede utilizar cualquier muestra adecuada para la presente invencion. Los ejemplos incluyen, pero no estan
limitados a, cultivos microbianos, muestras clinicas, muestras veterinarias, fluidos bioldgicos, muestras de cultivo de
tejidos, muestras ambientales, muestras de agua, efluentes. Como la presente invencién es adaptable para la
deteccién de cualquier microorganismo, esta lista no debe considerarse exhaustiva.

Kits

La presente descripcion se puede implementar en forma de diferentes kits, o0 combinaciones de kits e instanciar en
términos de plataformas manuales, semiautomaticas o completamente robéticas. En una forma preferida, los kits
MethylEasy™ o High Throughput MethylEasy™ (Human Genetic Signatures Pty Ltd., Australia) permiten la
conversion de acidos nucleicos en placas 96 o 384 utilizando una plataforma robética tal como epMotion.
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Tratamiento con bisulfito

Un protocolo ilustrativo para el tratamiento eficaz de acido nucleico con bisulfito se expone a continuacién. El
protocolo da como resultado la conservacion sustancialmente de todo el ADN tratado. Este método también se
denomina en la presente memoria método Human Genetic Signatures (HGS). Se apreciara que se pueden variar los
volumenes o cantidades de las muestras o de los reactivos.

El método preferido para el tratamiento con bisulfito se pueden encontrar en la Patente de los Estados Unidos US
2004219539 o el documento WO 2004096825.

A 2 ug de ADN, que pueden ser pre-digeridos con enzimas de restriccion adecuadas si se desea, se les afiadieron 2
pl (1/10 volumen) de NaOH 3 M (6 g en 50 ml de agua, recién elaborado), en un volumen final de 20 pl. Esta etapa
desnaturaliza las moléculas de ADN de doble hebra a una forma de cadena sencilla, ya que el reactivo de bisulfito
preferiblemente reacciona con las moléculas de hebra sencilla. La mezcla se incub6 a 37°C durante 15 minutos. Se
puede utilizar la incubacién a temperaturas por encima de la temperatura ambiente para mejorar la eficacia de la
desnaturalizacion.

Después de la incubacion, se afiadieron sucesivamente 208 ul de metabisulfito de sodio 2 M (7,6 g en 20 ml de agua
con 416 ml de NaOH 10 N; BDH AnalaR Num. 10356.4D; recién elaborado) y 12 pl de Quinol 10 mM (0,055 g en 50
ml de agua, BDH AnalR Num. 103122E; recién elaborado). El quinol es un agente reductor y ayuda a reducir la
oxidacion de los reactivos. También se pueden utilizar otros agentes reductores, por ejemplo, ditiotreitol (DTT),
mercaptoetanol, quinona (hidroquinona), u otros agentes reductores adecuados. La muestra se cubridé con 200 ul de
aceite mineral. La superposicion de aceite mineral evita la evaporacién y la oxidacion de los reactivos pero no es
esencial. La muestra se incubd durante la noche a 55°C. Alternativamente, las muestras se pueden someter a ciclos
en un termociclador de la siguiente manera: incubar durante aproximadamente 4 horas o durante la noche como
sigue: Etapa 1, ciclacién a 55°C/2 hr en la maquina de PCR; Etapa 2, 95°C/2 min. La etapa 1 se puede realizar a
cualquier temperatura de aproximadamente 37°C a aproximadamente 90°C y su duracion puede variar de 5 minutos
a 8 horas. La etapa 2 se puede realizar a cualquier temperatura de aproximadamente 70°C a aproximadamente
99°C y su duracion puede variar de aproximadamente 1 segundo a 60 minutos, o0 mas.

Después del tratamiento con metabisulfito de sodio, el aceite se retird, y se afiadieron 1 yl de ARNt (20 mg/ml) o 2 pl
de glucogeno si la concentracion de ADN era baja. Estos aditivos son opcionales y se pueden utilizar para mejorar el
rendimiento de ADN obtenido mediante coprecipitacion con el ADN diana, especialmente cuando el ADN esta
presente a bajas concentraciones. Se desea generalmente el uso de aditivos como vehiculo para una precipitacion
mas eficaz de los acidos nucleicos cuando la cantidad de acido nucleico es < 0,5 pg.

Se realiz6é un tratamiento de limpieza con isopropanol como sigue: se afiadieron 800 ul de agua a la muestra, se
mezcld y después se afiadié 1 ml de isopropanol. El agua o tampdn reduce la concentracion de la sal de bisulfito en
el recipiente de reaccion a un nivel en el que la sal no precipitara junto con el acido nucleico diana de interés. La
dilucion es generalmente de aproximadamente 1/4 a 1/1000, siempre y cuando la concentracion de sal se diluya por
debajo de un intervalo deseado, como se describe en la presente memoria.

La muestra se mezclé de nuevo y se dejo a 4°C durante un minimo de 5 minutos. La muestra se centrifugd en una
microcentrifuga durante 10-15 minutos y el sedimento se lavé 2x con EtOH del 70%, sometiendo a vortice cada vez.
Este tratamiento de lavado elimina las sales residuales que precipitaron con los acidos nucleicos.

El sedimento se dej6 secar y después se resuspendio en un volumen adecuado de T/E (Tris 10 mM/ EDTA 0,1 mM)
pH 7,0-12,5 tal como 50 pl. Se ha encontrado que el tampén a pH 10,5 es particularmente eficaz. La muestra se
incubo a 37°C a 95°C durante 1 min a 96 horas, segun sea necesario para suspender los acidos nucleicos.

Otro ejemplo de tratamiento con bisulfito se puede encontrar en el documento WO 2005021778 que proporciona
métodos y materiales para la conversion de citosina en uracilo. En algunas realizaciones, un acido nucleico, tal como
ADNg, se hace reaccionar con bisulfito y un catalizador de poliamina, tal como una triamina o tetra-amina.
Opcionalmente, el bisulfito comprende bisulfito de magnesio. En otras realizaciones, un acido nucleico se hace
reaccionar con bisulfito de magnesio, opcionalmente en presencia de un catalizador de poliamina y/o un catalizador
de amina cuaternaria. También se proporcionan kits que se pueden utilizar para llevar a cabo los métodos de la
invencion. Se apreciard que estos métodos también serian adecuados para la presente invencion en la etapa de
tratamiento.

Amplificacion

Las amplificaciones mediante PCR se realizaron en mezclas de reaccion de 25 pl que contenian 2 yl de ADN
gendmico tratado con bisulfito, utilizando la mezcla maestra Promega PCR, 6 ng/ul de cada uno de los cebadores.
Se utilizan cebadores anidados especificos de la hebra para la amplificacion. Se llevaron a cabo amplificaciones de
PCR de 12 ronda usando los cebadores de PCR 1 y 4 (véase mas abajo). Después de la 12 ronda de amplificacion,
se transfirid 1 pl del material amplificado a premezclas para la 22 ronda de PCR que contenian los cebadores de
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PCR 2 y 3 y se amplificaron como se ha descrito previamente. Las muestras de los productos de PCR se
amplificaron en un termociclador ThermoHybaid PX2 en las condiciones: 1 ciclo de 95°C durante 4 minutos, seguido
de 30 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 50°C durante 2 minutos y 72°C durante 2 minutos; 1 ciclo de 72°C durante 10
minutos.

Amplificacion multiplex
Si se requiere la amplificacion multiplex para la deteccién, se puede llevar a cabo la siguiente metodologia.

Se afiade 1 pl de ADN tratados con bisulfito a los siguientes componentes en un volumen de reaccién de 25 ul, x1
mezcla maestra Qiagen multiplex, 5-100 ng de cada INA o cebador de oligonucledtido de 12 ronda, MgSO,4 1,5 a 4,0
mM, 400 uM de cada dNTP y 0,5-2 unidades de la mezcla de polimerasa. Los componentes se someten a ciclos en
un termociclador con tapa caliente como sigue. Tipicamente puede haber hasta 200 secuencias de los cebadores
individuales en cada reaccion de amplificaciéon

Etapa 1 |94°C |15 minutos |1 ciclo

Etapa 2 |94°C |1 minuto

50°C | 3 minutos |35 ciclos

68°C | 3 minutos

Etapa 3 |68°C |10 minutos |1 ciclo

A continuacion se realiza una segunda ronda de amplificacién sobre una alicuota de 1 ul de la primera ronda de
amplificacion que se transfiere a un tubo de reaccién para la segunda ronda que contiene la mezcla de reaccién de
la enzima y cebadores de la segunda ronda apropiados. La ciclacion se realiza a continuacion como se ha descrito
anteriormente.

Cebadores

Se pueden utilizar cualquier cebador de PCR adecuado para la presente invencién. Un cebador tiene tipicamente
una secuencia complementaria a una secuencia que sera amplificada. Los cebadores son tipicamente
oligonucleétidos, pero pueden ser analogos de oligonucleétidos.

Sondas

La sonda puede ser cualquier molécula de acido nucleico o analogo de acido nucleico adecuada. Los ejemplos
incluyen, pero no estan limitados a, ADN, ARN, acido nucleico cerrado (LNA), acido peptidonucleico (PNA), MNA,
acido altritol nucleico (ANA), acido hexitol nucleico (HNA), acido nucleico intercalante (INA), acido nucleico
ciclohexanilo (CNA) y mezclas de los mismos y sus hibridos, asi como las modificaciones del atomo fésforo de los
mismos, tales como, pero no limitados a fosforotioatos, metilfosfolatos, fosforamiditas, fosforoditiatos,
fosforoselenoatos, fosfotriésteres y fosfoboranoatos. Los nucleétidos de origen no natural incluyen, pero no estan
limitados a los nucledtidos comprendidos en ADN, ARN, PNA, INA, HNA, MNA, ANA, LNA, CNA, CeNA, TNA, (2'-
NH)-TNA, (3'-NH)-TNA, a-L-Ribo-LNA, o-L-Xilo-LNA, B-D-Xilo-LNA, a-D-Ribo-LNA, [3,2,1]-LNA, Biciclo-ADN, 6-
Amino-Biciclo-ADN, 5-epi-Biciclo-ADN, a-Biciclo-ADN, Triciclo-ADN, Biciclo[4,3,0]-ADN, Biciclo[3,2,1]-ADN,
Biciclo[4,3,0]lamida-ADN, B-D-Ribopiranosil-NA, a-L-Lixopiranosil-NA, 2'-R-ARN, a-L-ARN o a-D-ARN, B-D-ARN.
Ademas se pueden utilizar compuestos que no contienen fosforo para conectar nucleétidos tales como, pero no
limitados a metiliminometilo, formacetato, tioformacetato y grupos conectores que comprenden amidas. En particular,
los acidos nucleicos y analogos de acido nucleico puede comprender uno o mas pseudonucleétidos intercalantes.

Preferiblemente, las sondas son ADN u oligonucleétidos de ADN que contienen uno o mas IPN internos que forman
INA.
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Electroforesis

La electroforesis de las muestras se realizd de acuerdo con la guia para el usuario del sistema E-gel
(www.invitrogen.doc).

Métodos de deteccion

Existen numerosos sistemas de deteccién posibles para determinar el estado de la muestra deseada. Se apreciara
que para la presente invencién se podria utilizar cualquier sistema o método conocidos para la deteccion de
moléculas de &cido nucleico. Los sistemas de deteccién incluyen, pero no estan limitados a:

I. La hibridacion de ADN marcado adecuadamente a un dispositivo de tipo micro-matriz que podria

seleccionar 10 — 200.000 componentes individuales. Las matrices se podrian componer de INA, PNA o nucleétidos
0 matrices de de nucleétidos modificados en cualquier superficie sdlida adecuada tal como vidrio, plastico, mica,
nailon, cuentas, cuentas magnéticas, cuentas fluorescentes o membranas;

Il. Sistemas de deteccion de tipo transferencia Southern;

Ill.Sistemas de deteccién mediante PCR convencional tales como gel de agarosa, lecturas fluorescentes tales
como el analisis GeneScan. Analisis de hibridacién sandwich, reactivos de tincion de ADN, tales como bromuro de
etidio, Sybr Green, deteccién con anticuerpos, dispositivos del tipo lector de placa ELISA, dispositivos fluorimétricos;

IV. Cuantificacion mediante PCR en tiempo real de fragmentos genédmicos amplificados especificos o multiples
o cualquiera de sus variaciones.

V. Cualquiera de los sistemas de deteccidon esbozados en el documento WO 2004/065625 tales como cuentas
fluorescentes, productos conjugados enzimaticos, cuentas radiactivas y similares;

VI. Cualquier otro sistema de deteccidn que utilice una etapa de amplificacion tal como la reaccion en cadena
de la ligasa o tecnologias de amplificacion isotérmica de ADN tales como la Amplificacion de Desplazamiento de
Hebra (SDA).

VII.Mdltiples sistemas de deteccidon multi-foton.

VIll.Electroforesis y visualizacion en geles.

IX.Cualquier plataforma de deteccion utilizada o que se pudiera utilizar para detectar acido nucleico.
Acidos nucleicos intercalantes

Los acidos nucleicos intercalantes (INA) son polinucleétidos de origen no natural que pueden hibridarse a acidos
nucleicos (ADN y ARN) con especificidad de secuencia. Los INA son candidatos como alternativas/sustitutos de
sondas de acidos nucleicos en los analisis de hibridacion basados en sondas debido a que exhiben varias
propiedades deseables. Los INA son polimeros que se hibridan con acidos nucleicos para formar hibridos que son
termodinamicamente mas estables que los correspondiente complejos &cido nucleico/acido nucleico de origen
natural. No son substratos para enzimas que se sabe que degradan péptidos o acidos nucleicos. Por lo tanto, los
INA debe ser mas estables en muestras bioldgicas, asi como, tener una mayor vida util que los fragmentos de acido
nucleico de origen natural. A diferencia de la hibridacién de acidos nucleicos que es muy dependiente de la fuerza
iénica, la hibridacion de un INA con un acido nucleico que es bastante independiente de la fuerza idnica y se ve
favorecida por la baja fuerza iénica en condiciones que desfavorecen fuertemente la hibridacién de acido nucleico
natural a acido nucleico. La fuerza de union de INA depende del numero de grupos intercalantes disefiados en la
molécula, asi como de las interacciones habituales de los enlaces de hidrégeno entre las bases apiladas de una
manera especifica en una estructura de doble hebra. La discriminacidon secuencia es mas eficaz para el INA que
reconoce ADN que para el ADN que reconoce ADN.

Preferiblemente, el INA es la fosforamidita de (S)-1-O-(4,4'-dimetoxitrifenilmetil)-3-O-(1-pirenilmetil)-glicerol.

Los INA se sintetizan mediante la adaptacion de procedimientos de sintesis de oligonucleétidos convencionales en
un formato que esta disponible comercialmente. La definicion completa de INA y sus sintesis se pueden encontrar
en los documentos WO 03/051901, WO 03/052132, WO 03/052133 y WO 03/052134 (Unest A/S).

Existen en efecto muchas diferencias entre las sondas de INA y las sondas de acido nucleico convencionales. Estas
diferencias se pueden ser dividir convenientemente en diferencias bioldgicas, estructurales y fisicoquimicas. Como
se discute anteriormente y a continuacion, estas diferencias biolégicas, estructurales y fisicoquimicas pueden dar
lugar a resultados impredecibles cuando se intentan utilizar sondas de INA en aplicaciones en las que se han
empleado tradicionalmente acidos nucleicos. Esta no equivalencia de composiciones diferentes se observa con
frecuencia en las técnicas quimicas.
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Con respecto a las diferencias bioldgicas, los acidos nucleicos son materiales bioldgicos que desempefian un papel
central en la vida de las especies vivas como agentes de transmision y expresion genética. Sus propiedades in vivo
se conocen bastante bien. El INA, sin embargo, es una molécula desarrollada recientemente totalmente artificial,
concebida en la mente de los quimicos y elaborada utilizando la quimica organica sintética. No tiene ninguna funcién
bioldgica conocida.

Estructuralmente, el INA también difiere radicalmente de los &cidos nucleicos. Aunque ambos pueden emplear
nucleobases comunes (A, C, G, T y U), la composicion de estas moléculas es estructuralmente diversa. Las cadenas
principales de ARN, ADN e INA se componen de unidades de ribosa y 2-desoxirribosa con enlace fosfodiéster. Los
INA difieren de los ADN o ARN en que tienen una o mas moléculas grandes planas unidas a través de una o varias
molécula conectoras al polimero. Las moléculas planas se intercalan entre las bases en la hebra de ADN
complementaria frente al INA en una estructura de doble hebra.

Las diferencias fisico/quimicas entre INA y ADN o ARN también son sustanciales. EI INA se une al ADN
complementario mas rapidamente de lo que las sondas de acido nucleico se unen a la misma secuencia diana. A
diferencia de los fragmentos de ADN o ARN, el INA se une mal al ARN a menos que los grupos intercalantes estén
situados en posiciones terminales. Debido a las fuertes interacciones entre los grupos intercalantes y las bases en la
hebra de ADN complementario, la estabilidad del complejo INA/ADN es mayor que la de un complejo de ADN/ADN o
de ARN/ADN analogo.

A diferencia de otros acidos nucleicos tales como los fragmentos de ARN o ADN o el PNA, los INA no muestran
propiedades de autoagregacion o unién.

Puesto que los INA hibridan con los acidos nucleicos con una especificidad de secuencia, los INA son candidatos
utiles para desarrollar analisis basados en sondas y estan particularmente adaptados para kits y analisis de
escrutinio. Sin embargo las sondas de INA, no son el equivalente de las sondas de acidos nucleicos. Por
consiguiente, cualquiera de los métodos, kits 0 composiciones que pudieran mejorar la especificidad, sensibilidad y
fiabilidad de los analisis basados en sondas serian utiles en la deteccion, el andlisis y la cuantificacion de muestras
que contienen ADN. Los INA tienen las propiedades necesarias para este fin.

Resultados

La deteccion de microorganismos (tales como cepas bacterianas, virales o fingicas) se ve a menudo dificultada por
el gran numero de cepas individuales de microorganismos dentro de esa especie.

Los principios in silico generales de la invencion se ilustran usando las bacterias Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Streptococcus sp y Estaphylococcus (Figuras 1 a 5). Los principios generales
de la invencién se han ilustrado utilizando el virus Influenza y rotavirus (Figuras 6 y 7).

Los datos bioquimicos generales para ilustrar y apoyar a la invencion se describen en las Figuras 8 a 18 utilizando
bacterias Gram positivas asi como Gram negativas clinicamente relevantes.

Bacterias

La Figura 1 muestra una regién de 34 nucledtidos del gen de la proteasa iga en N. meningitidis y el locus
correspondiente en N. gonorrhoeae (ya que estas regiones existen en sus genomas bacterianos naturales)
(clasificacion completa; Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae, Neisseria
meningitidis, Z2491 del Serogrupo A y las caracteristicas completas de locus; iga, proteasa IgA1; GenelD 906889.
Locus Tag NMA0905; Num de acceso RefSeq. NC_003116.1; PMID 10761919; Parkhill J et al., 2000, Nature, 404,
502-506). Exite una similitud de secuencia de 74% entre estas dos secuencias de 34 nucledtidos de Neisseria. Los
cebadores basados en PCR elaborados para amplificar estas regiones en ambas especies bacterianas requeririan
cebadores degenerados con 512 combinaciones posibles. La secuencia comun utilizada para la parte de la
amplificacion mediante PCR seria la secuencia de 34 nucleétidos GYAATYW AGGYCGYCTY GAAGAYTAYA
AYATGGC (SEQ ID NO: 3), donde el cédigo convencional para designar las diferentes posiciones se proporciona
mas abajo: N=A, G, ToC;D=A,GoT;H=A,ToC;B=G,ToC;V=G,A0C;K=GoT;S=CoG;Y=ToC;
R=AoG, M=AoCyW=AoT.

Sin embargo, cuando el ADN bacteriano de estas dos especies se trata con el reactivo de bisulfito, (que da resultado
la conversion de citosinas en timinas), las secuencias de origen natural se convierten en secuencias derivadas que
no tienen potencial de codificacion y que no existen en la naturaleza. Las secuencias derivadas tienen ahora 97% de
similitud de secuencia. Los cebadores basados en PCR disefiados para permitir la amplificaciéon mediante PCR de
estos dos loci bacterianos en un Unico ensayo solo requieren ahora combinaciones de solamente 2 cebadores. La
combinacion se basaria en la secuencia GTAATTW AGGTTGTTTT GAAGATTATA ATATGGT (SEQ ID NO: 4),
donde solo la base de la posiciéon 7 es una adenina o una timina (indicada como W). Asi, la conversién con bisulfito
reduce la complejidad gendémica relativa de 512 a 2 tipos de cebadores. Esta reduccidon masiva simplifica la
amplificacion del mismo locus de especies bacterianas relacionadas.
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Se obtienen ventajas adicionales la utilizacion opcional de sondas de INA para amplificar regiones de estas dos
especies bacterianas, utilizando de nuevo el mismo locus. La Figura 2 ilustra la misma region de 34 nucledtidos de
los genes iga de N. meningitidis y N. gonorrhoeae como se representa en la Figura 1, con la demostracién adicional
del grado en que se pueden reducir aun mas la longitud y la complejidad de la sonda utilizando sondas de INA. Una
secuencia de 16 unidades de INA corta AGGYCGYCTY GAAGAY (SEQ ID NO: 5) requeriria 16 posibles
combinaciones de cebadores para detectar esta region, pero después de la conversion con bisulfito, seria suficiente
una uUnica secuencia cebadora, AGGTTGTTTT GAAGAT (SEQ ID NO: 6). La ventaja de la molécula de INA es que,
debido a los pseudonucledtidos intercalantes que se incorporan en su cadena principal, la hibridaciéon con el locus
correcto se distingue mucho mas facilmente de la unién no especifica, debido al incremento de la Tm del INA con
respecto al oligonucledtido convencional. Se apreciara, sin embargo, que los oligonucleétidos convencionales
todavia funcionaran adecuadamente.

Cuando las especies bacterianas estrechamente relacionadas causan sintomas clinicos similares, ADN convertido
con bisulfito se puede utilizar de nuevo para disefiar sondas mas simples para analizar la presencia de tipos
bacterianos especificos. La Figura 3 muestra los alineamientos de ADN del gen iga en tres especies bacterianas,
una de los cuales, Haemophilus influenzae es de un grupo taxonémico diferente. El tratamiento con bisulfito del ADN
bacteriano dio como resultado un numero mucho mas pequefio de combinaciones de sondas. Esta comparacion
ilustra la importancia de poder analizar especies no relacionadas en un ensayo. Tanto N. meningitidis como H.
influenzae causan meningitis, por lo que es ventajoso poder analizar en un ensayo todos los microbios que causan
los mismos sintomas clinicos.

El analisis de un gran nimero de diferentes especies bacterianas del mismo grupo taxonémico se facilita de nuevo
por medio de la presente invencion. La Figura 4 muestra un segmento de 40 nucleétidos del gen tuf en 10 especies
de bacterias del grupo Streptococcus a saber S. oralis, S. mitis, S. dysgalactiae, S. cristatus, S. gordonii, S.
parauberis, S. pneumoniae, S. bovis, S. vestivularis y S. uberis. Esta region tiene aproximadamente 68% de similitud
de secuencia entre las 10 especies y requiere 12.288 combinaciones de cebadores para analizar simultdneamente
las 10 especies en el ensayo. La secuencia convertida con entre estas especies tiene 85% de similitud de secuencia
y ahora sélo requiere 64 posibles combinaciones de cebadores.

El analisis de diferentes cepas que pertenecen a la misma especie bacteriana se simplifica también mediante la
invencion. La Figura 5 ilustra un segmento de 23 nucledtidos del gen de enterotoxina se de Staphylococcus aureus.
La secuencia natural de esta region del gen tiene sélo 56% de similitud de secuencia entre las 7 cepas y requiere
1536 combinaciones de cebadores, mientras que la secuencia convertida con bisulfito tiene 74% de similitud de
secuencia y so6lo requiere de 64 combinaciones de cebadores.

Analisis de acidos nucleicos virales y reduccion de la complejidad gendmica relativa

El principio de reduccion de la complejidad gendmica relativa también se puede aplicar a los grupos virales, tales
como el virus Influenza que tiene un genoma de ADN, asi como a grupos virales que tienen genomas de ARN, (ya
que el ARN se puede convertir en ADN por medio de la transcriptasa inversa y después el consiguiente tratamiento
con bisulfito). Para ilustrar la aplicacion para la deteccion viral, se han utilizado el gen de la neuraminidasa de las
cepas de virus Influenza, (familia Orthomyxoviridae), y la proteina de superficie que codifica el gen de VP4 de las
cepas de rotavirus, (familia Reoviridae), teniendo ambos virus un genoma de ARN segmentado. La taxonomia de los
virus de la influenza es compleja, estando basados por ejemplo los tipos A, B y C, en caracteristicas antigénicas, y
estando basados los subtipos adicionales en el lugar de origen, el afio de aislamiento, el numero de producto aislado
y el subtipo. Esto refuerza la necesidad en primera instancia de poder identificar los virus de influenza como grupo, y
so6lo entonces profundizar para analizar los sub-subniveles de clasificacion.

La taxonomia de los rotavirus también es compleja. El numero de serotipos de rotavirus es grande, siendo
reconocidos dos serotipos principales, los serotipos P y G. Hay minimamente 14 diferentes serotipos G y su
deteccién inequivoca tiene importancia en la medicina pediatrica. Se estima que a la edad de tres afos, casi todos
los nifios en todo el mundo ya se ha infectado por lo menos una vez por Rotavirus, a pesar de que estas infecciones
pueden ser subclinicas y sdlo tienen leves efectos sobre el tracto gastrointestinal.

Las consecuencias de la infeccion por influenza en el nivel clinico son bien conocidas, con una significativa
morbilidad y mortalidad casi cada invierno. Sin embargo puede haber complicaciones secundarias masivas después
de la infeccion, especialmente por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Staphylococcus aureus. Es
muy claramente ventajoso ser capaz de analizar simultdneamente para ambas infecciones virales e infecciones
bacterianas ya que pueden surgir complicaciones pneuménicas de caracteristicas mixtas de infecciones bacterianas
y virales, y el inmediato tratamiento con antibiéticos puede ser una terapia eficaz.

La reduccioén de la complejidad genédmica relativa en 9 cepas de influenza diferentes se muestra en la Figura 6. Una
region de 20 nucleodtidos del gen de la neuraminidasa del virus de la influenza se muestra en su forma de ADN. Hay
50% de similitud de secuencia entre estos 9 productos aislados.
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Después de la conversion con bisulfito, la similitud de secuencia se ha incrementado a 75%. En su forma original,
que requeririan 2.048 posibles combinaciones de cebadores para analizar estas 9 cepas, mientras que después de
la conversion con bisulfito solamente se necesitan 48 combinaciones de cebadores.

La reduccién complejidad gendmica relativa del gen de VP4 de 3 diferentes cepas de rotavirus se muestra en la
Figura 7. Una region de 20 nucleétidos del gen de VP4 tiene 52% de similitud de secuencia antes de la conversion y
el 74% después de la conversion. El nimero de combinaciones de cebadores se reduce de 512 a 32.

Los datos moleculares que apoyan el enfoque in silico de la simplificacion de los genomas microbianos, como medio
de deteccion de microorganismos se ilustra en las Figuras 8 a 15 utilizando especies microbianas clinicamente
relevantes que se encuentran comunmente en hospitales y unidades de patologia de prueba.

Es una clara ventaja, y un imperativo clinico para la deteccién rapida de microorganismos contaminantes, que se
pudiera tomar una decision inicial entre la presencia de bacterias Gram positivas o Gram negativas en una muestra.
El método descrito en la presente memoria proporciona dicho ensayo utilizando los genes ribosomales 23S de
diferentes especies de bacterias para generar un conjunto de cebadores que permiten detectar las bacterias Gram
positivas o Gram negativas mediante la utilizacion de tales cebadores sobre genomas simplificados a través de una
reaccion de amplificacién. Las secuencias de 23S son ideales para tales distinciones de alto nivel, puesto que se
encuentran en todas las especies bacterianas, a diferencia de algunas secuencias codificantes de proteinas que son
adiciones opcionales a algunos genomas bacterianos, tal como se observa en el ejemplo de S. galactiae anterior.
Muchas secuencias microbianas codificantes de proteinas son similares a "restos y desechos" gendmicos, y su
utilidad radica en la diferenciacion entre las categorias taxondmicas de nivel inferior, tales como diferentes cepas
microbianas, tipos o productos aislados, o en el caso de los virus, entre diferentes tipos o mutaciones recién
surgidas. Las secuencias gendmicas normales y simplificadas de estos dos componentes, los genes de ARN
ribosomal que no codifican proteinas, y el gen recA que codifica proteina de bacterias se proporcionan en las
Figuras 15 y 16, respectivamente. Las secuencias de los cebadores utilizados para realizar las reacciones de
amplificacion para los amplicones bacterianos 23S se proporcionan en la Tabla 1. Las secuencias de los cebadores
utilizadas para realizar las reacciones de amplificacion para los amplicones recA se proporcionan en la Tabla 2.
Todos los cebadores se elaboran para el ADN tratado con bisulfito y se muestran en la orientacion 5' a 3'.

La Tabla 1 presenta las secuencias adecuadas de cebadores bacterianos usadas para amplificar el ADN
simplificado con bisulfito del gen o los genes de ARN ribosomal 23S utilizando alineamientos para generar
cebadores para la deteccion Gram positivos (Pos), Gram negativos (Neg). Ademas se disefiaron los cebadores para
la deteccion especifica de Mycoplasma spp (Myc), Staphylococcus spp (Staph), Streptococcus spp (Strep), Neisseria
spp (NG), Chlamydia (CT), y Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (EC).

Los siguientes simbolos designan las adiciones de bases siguientes: N=A, G, ToC;D=A,GoT;H=A,ToC;B=
G, ToC;V=G,AoC;K=GoT;S=CoG;Y=ToC,R=AoG M=AoCyW=AoT.

Todos los cebadores utilizados se basaron en secuencias de ADN simplificadas con bisulfito.

Tabla 1 Cebadores bacterianos

Cebadores 23S |Secuencia 5'-3' SEQ ID NO
Pos-R1F1 GGTTTTTTTTGAAATAGTTTTAGGGTTA 7
Neg-R1F1 GGTTTTTTTTGAAARTTATTTAGGTAGT 8
Pos-R1F2 TGGKAGTTAGAWTGTGRRWGATAAG 9

Neg-R1 F2 TGGGAGATAKATRGTGGGTGTTAAT 10
Pos-R1F3 GGATGTGGDRTTKTKWAGATAA 11

Neg-R1 F3 TGAWGTGGGAAGGTWTAGATAG 12
Pos-R1R1 HCAATMHHACTTCAMMMCMMYT 13
Neg-R1R1 WCAAHHCACCTTCAHMAACYTAC 14
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Cebadores 23S | Secuencia 5'-3 ' SEQ ID NO
Pos-R1R2 ACCAACATTCTCACTYMTAAWMAMTCCAC 15
Neg-R1R2 ATCAACATTCACACTTCTAATACCTCCAA 16
W-Pos-R1F1 GGTTTTTTTYGAAATAGTTTTAGGGTTA 17
W-Neg-R1F1  |GGTTTTTTTYGAAARTTATTTAGGTAGT 18
W-Pos-R1F2 | YGGKAGTTAGAWYGYGRRWGATAAG 19
W-Neg-R1F2 | YGGGAGATAKAYRGYGGGTGTTAAT 20
W-Pos-R1F3  |GGATGTGGDRTTKYKWAGATAA 21
W-Neg-R1F3 | YGAWGTGGGAAGGTWTAGATAG 22
W-Pos-R1R1  |HCRATMHHRCTTCRMMMCMMYT 23
W-Neg-R1R1 |WCRAHHCACCTTCAHMRACYTAC 24
W-Pos-R1R2 |ACCRACATTCTCACTYMTAAWMAMTCCAC 25
W-Neg-R1R2 |ATCAACATTCRCACTTCTAATACCTCCAA 26
Pos-R2F1 KTTRAGAAAAGTWTTTAGDDAGRK 27
Neg-R2F1 TTTARGAAAAGTTWTTAAGTWTTA 28
Pos-R2F2 AGDTRAGRWGAGDATTTTWAGGTKR 29
Neg-R2F2 GGKTRGGWWGAGAATWTTAAGGTGT 30
Pos-R2R1 AATYTMYMATTAAAACAATACMCAA 31
Neg-R2R1 AATCTCAAAWAAAAACAAYMYMACC 32
Pos-R2R2 ACMHACATCTTCACWMAYAYTAYAAYTTCACC |33
Neg-R2R2 MAYTACATCTTCACAACMAHWTCAAYTTCACT |34
Pos-R2R3 CMATAYYAAAYTACAATAAAACTC 35
Neg-R2R3 CAATAYMAAACTAYAATAAAAATT 36
Pos-R3F1 GGTGAARTTRTARTRTKWGTGAAGATGTDKG |37
Neg-R3F1 AGTGAARTTGAWDTKGTTGTGAAGATGTART |38
Pos-R3F2 GATWGGATGGAAAGATTTTRTRGAG 39
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Cebadores 23S |Secuencia 5'-3' SEQ ID NO
Neg-R3F2 KGTWAGATGGAAAGATTTTGTGAAT 40
Pos-R3R1 HYMAYMMWAYHAAAATAATATCC 41
Neg-R3R1 TCAAMMMYWMMAAAATAATATTT 42
Pos-R3R2 AWCCATTCTAAAAAAACCTTTAAACA 43
Neg-R3R2 AACCAWWMYWAAMHMACCTTCAWACT 44
CE-F1 GTTGGTAAGGTGATATGAATTGTTATAA 45
CE-F2 TTATTATTAATTGAATTTATAGGTTA 46
CE-F3 GAGGAGTTTAGAGTTTGAATTAGTRTG 47
EC_R1 TATATACAAAACTATCACCCTATATC 48
CE-R2 TCATCAAACTCACAACAYATAC 49
NG-F1 TTGAGTAAGATATTGATGGGGGTAA 50
NG-F2 TATGGTTAGGGGGTTATTGTA 51
NG-R1 AATCTATCATTTAAAACCTTAACC 52
NG-R2 CCTAACTATCTATACCTTCCCACT 53
NG-R3 CACTCCCCTACCATACCAATAAACC 54
CT-R1F1 GTATGATGAGTTAGGGAGTTAAGTTAAA 55
CT-R1F2 GGTGAGGTTAAGGGATATATA 56
CT-R1F3 AAAAGAGTGAAGAGTTGTTTGGTTTAGATA 57
CT-R1R1 TCCAAACCTTTTTCAACATTAACT 58
CT-R1R2 CCCTAAAATTATTTCAAAAAAAACAAAA 59
CT-R2F1 TTAGTGGGGGTTTATTGGTTTATTAATGGA 60
CT-R2F2 TAAGGAAGTGATGATTTGAAGATAGTTGGA 61
CT-R2R1 ACACCTTCTCTACTAAATACT 62
CT-R2R2 TATACCATAAATCTTCACTAATATC 63
CT-R3F1 TTGTGTAGATGATGGAGTAGTAGGTTA 64
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Cebadores 23S |Secuencia 5'-3' SEQ ID NO
CT-R3F2 GAATGATGGAGTAAGTTAAGTATGTGGA 65
CT-R3R1 TAAAAATTATTTCTTAAAAACCTCACT 66
CT-R3R2 AAATTATCTCACACACCTTAAAATAT 67
CT-R4F1 AATGTTAAAAGGTTAAAGGGATAT 68
CT-R4F2 TATTGAATTTAAGTTTTGGTGAATGGTT 69
CT-R4R1 CCAATATTTCAACATTAACTCCCACTCTC 70
CT-R4R2 ATATCCATCTTCCAAATTCATAAAATAAT 71
CT-R4R3 TAAACAACAACAATTCCACTTTCC 72
Myc-R1F1 ATAGGAAAAGAAAWTGAAWGWGATTTTG 73
Myc-R1 F2 GTGTAGTGGTGAGTGAAAGTGGAATAGG 74
Myc-R1R1 TAAACAAMTTCMMTCAAAATAACATTTYYCAA |75
Myc-R1R2 CTAATTAATATTTAAACTTACCC 76
Myc-R2F1 TTTTGAAATTATATGTTTATAATGT 77
Myc-R2F2 AAGTATGAGTTGGTGAGTTATGATAGT 78
Myc-R2R1 CCTCCAMTTAWTYATAATCTYAC 79
Myc-R2R2 CACCWAAAYAACACCATCATACATT 80
Myc-R3F1 TGTAGTTAGATAGTGGGGTATAAGTTTTA 81
Myc-R3F2 AGGGGAAGAGTTTAGATTATTAAA 82
Myc-R3R1 ATAACTTCAWCYCMWATACAACACTCAT 83
Myc-R3R2 ATCAATTTAAAAAATTCTCACTCYCAAA 84
Myc-R4F1 TTTTTATWATTGGATTTGGGGWTAAA 85
Myc-R4F2 TKKTWWTTAGTATTGAGAATGA 86
Myc-R4F3 TGTAAATTWATTTTGTAAGTTWGT 87
Myc-R4F4 GAATGAGGGGGGATTGTTTAATT 88
Myc-R4R1 TCTATAACCAAAACAATCAAAAAATA 89
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Cebadores 23S | Secuencia 5'-3 ' SEQ ID NO
Myc-R4R2 CATTACACCTAACAAATATCTTCACC 90
Myc-R5F1 ATWWATAGGTTGAATAGGTRAGAAAT 91
Myc-R5F2 ATAGTGATTTGGTGGTTTAGTATGGAAT 92
Myc-R5R1 CAAACCTACTTCAACTCAAAAATAAAATAAAT |93
Myc-R5R2 ACAACAATTTAAACCCAACTCACATATCT 94
Myc-R5R3 AAAAYAAMWCTYTTCAATCTTCCTAYAAA 95
Strep-R1F1 ATWWTTGTTAAGGDWRTGARRAGGAAG 96
Strep-R1F2 TAGRAGGGTAAATTGARGWGTTTA 97
Strep-R1F3 TKATTTGGGAARRTWRGTTAAAGAGA 98
Strep-R1 R1 TCTCTTCAACTTAACCTCACATCAT 99
Strep-R1R2 ATAATTTCAAATCTACAWCMWAAT 100
Strep-R2F1 RATKTATTGGAGGATTGAATTAGGG 101
Strep-R2F2 ATGTTGAAAAGTGTTTGGATGAT 102
Strep-R2R1 TCTAAAATYAATAAWCCAAAATAAMCCCCTC |103
Strep-R2R2 ACTACCAAYHATAWHTCATTAAC 104
Strep-R3F1 AGGTTGAKATTTTTGTATTAGAGTA 105
Strep-R3F2 RWAGTGATGGAGGGATGTAGTAGGTTAAT 106
Strep-R3R1 CTTTTCTYAACAATATAACATCACT 107
Strep-R3R2 CTCTCAMTCACCTAAAACTACTCA 108
Staph-R1F1 AGAAGTTGATGAAGGATGTTATTAATGA 109
Staph-R1 F2 GTTATTGATATGTGAATWTATAGTATRTT 110
Staph-R1R1 CAAAAYTHTTACCTTCTYTAATYC 111
Staph-R1 R2  |CAACAAAATTYCACATACTCCAT 112
Staph-R2F1 GATTTGATGTAAGGTTAAGTAGT 113
Staph-R2F2 TTGGTTAGGTTGAAGTTTAGGTAATATTGAA |114
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Cebadores 23S |Secuencia 5'-3"' SEQ ID NO

Staph-R2F3 GATTTATGTTGAAAAGTGAGTGGATGAATTGA 115

Staph-R2R1 CCTYTTTCTAACTCCCAAATTAAATTAAT 116

Staph-R3F1 GAAGTTGTGGATTGTTTTTTGGATA 117

Staph-R3F2 AAGGGTGTTGAAGTATGATTGTAAGGATAT 118

Staph-R3R1 TACAMTCCAAYMACACACTTCACCTATCCTA [119

Staph-R3R2 CAACAATATAAAATCAACAACTCAAA 120
Staph-R4F1 AGGAGTGGTTAGTTTTTGTGAAGTTA 121
Staph-R4F1 ACAAATTAAAAAWCCAACACAACT 122
Staph-R4F2 TAACACTATCTCCCACCAYAATMAAT 123

La Tabla 2 muestra las secuencias de cebadores bacterianos utilizadas para amplificar el ADN simplificado de del
gen que codifica la proteina recA utilizando alineamientos de Staphylococcus aureus (SA), Staphylococcus
epidermidis (SE), Serratia marscesens (SM), Escherichia coli (CE) y Yersinia enterocolitica (YE) para la tipificacion
bacteriana unica.

Tabla 2 Secuencias de cebadores bacterianos utilizadas en la amplificacion de ADN simplificado del gen que
codifica la proteina recA

Especifico de recA | Secuencia SEQ ID NO
A-SA-F1 TAGGTTGTTGAGTTTTAATTATA 124
A-SA-F2 GAAGTATAAAGTAATGGTGGGGTG 125
A-SA-R1 TACAATATCAACTACACCACTTCTAACAAAT 126
A-SA-R2 TAATAAAAATAACAATTATATTT 127
A-SE-F1 AAGGTTGTAGAGTATTAAGTATTTTAAG 128
A-SE-F2 GTTGATAATGTATTAGGGGTTGGA 129
A-SE-F3 ATATGGATTTGAAAGTTTAGGTAAGATG 130
A-SE-R1 TACTACTAAATCAACAACAACAATATCCACA 131
A-SE-R2 CTTAATACTTAAAACATTAATCT 132
A-SM-F1 GAGAATAAGTAAAAGGTGTTAGTTGTG 133
A-SM-F2 GATTTTTATTGGTTTATTGTTATTTGATATTGTT | 134
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Especifico de recA | Secuencia SEQ ID NO
A-SM-R1 CAAATAATCAATATCAACACCCAACTTTTTC 135
A-SM-R2 TACACACCACCAAACCCATATAC 136
A-CE-F1 GAAAATAAATAGAAAGTGTTGGTG 137
A-CE-F2 TGTTTTTATTGGATATTGTGTTT 138
A-CE-R1 CAATAACATCTACTACACCAAAACAC 139
A-CE-R2 CATATTAAACTACTTCAAATTACCC 140
A-YE-F1 TATGTGTTTTGGTGAAGATTGTTTA 141
A-YE-F2 TTTTGATATTGTATTGGGGGTG 142
A-YE-F3 GGTTTGTTAATGGGGTGTATTGTTGAG 143
A-YE-R1 CATACTCTACATCAATAAAA 144

La Tabla 1 muestra las secuencias de cebadores bacterianos utilizadas para amplificar ADN simplificado con bisulfito
del gen o los genes de ARN ribosomal 23S utilizando alineamientos multiples para generar cebadores 6ptimos para
la deteccion de bacterias Gram positivas (indicadas como Pos), y Gram negativas (indicadas como Neg). Ademas
también se disefiaron los cebadores para la deteccion especifica de los grupos de especies, asi como para las
especies individuales. Las denominaciones para estos grupos de cebadores bacterianos son las siguientes;
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (EC), Neisseria spp (NG), Chlamidia (CT), Mycoplasma spp (Myc),
Streptococcus spp (Strep) y Staphylococcus spp (Staph). Las subdenominaciones F y R hacen referencia a los
cebadores directos e inversos, respectivamente. Ademas, cuando es necesaria mas de una posible base en una
posicion determinada de nucledtido, la degeneracion de base estd dada por el codigo siguiente: N=A, G, To C; D =
A,GoT;H=AToC;B=G, ToC;V=G,AoC;K=GoT;S=CoG;Y=ToC;R=AoG M=AoC;yW=Ao
T. Para reiterar, todos los cebadores usados en esta invencion se basan en secuencias de ADN simplificadas con
bisulfito.

La Tabla 2 muestra las secuencias de cebadores bacterianos utilizadas para amplificar ADN modificado con bisulfito
del gen que codifica la proteina recA utilizando alineamientos de Staphylococcus aureus (SA), Staphylococcus
epidermidis (SE), Serratia marscesens (SM), Escherichia coli (CE) y Yersinia enterocolitica (YE) para una tipificacion
bacteriana unica.

La Figura 8 muestra los productos de amplificacién obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S gendmicamente simplificadas de bacterias Gram positivas y Gram negativas, detectandose los
amplicones de tamafio apropiado como bandas de longitud especifica mediante electroforesis en gel de agarosa. La
flecha indica el tamafio esperado de los amplicones con respecto a los marcadores de tamafio patron que se
ejecutan en la calle del Marcador, (M). El uso de cebadores especificos para las bacterias Gram negativas revela
bandas soélo en las seis calles Gram negativas 1 a 6, (panel superior), para Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae,
Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris. El uso de cebadores
especificos para las bacterias Gram positivas revela sélo las bandas en las seis calles Gram positivas, 7 a 12 (panel
inferior) para Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus xylosis,
Streptococcus pneumoniae y Streptococcus haemolyticus.

La Figura 9 muestra los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S genémicamente simplificadas disefiadas para detectar amplicones de sélo dos especies de bacterias
Gram negativas, (en este ejemplo) E. coli y K. pneumoniae. La especificidad de la metodologia de amplificacion se
ilustra por la presencia de amplicones en las calles 1y 3, que representan E. coli K. pneumoniae, y la ausencia de
productos de amplificacién en el calle 2, asi como de las calles 4 a 12, representado estas 10 calles vacias las
restantes 10 especies de bacterias utilizadas en el ensayo.
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La Figura 10 muestra los productos de amplificacién obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S gendmicamente simplificadas usando cebadores especificos para un solo grupo bacteriano,
Neisseria. La especificidad de la metodologia de simplificacién gendmica se ilustra por la presencia de un amplicon
solo en el calle 2, que representa Neisseria gonorrhoeae, y la ausencia de un producto de amplificacién en el calle 1,
asi como de las calles 3 a 12, representando estas 11 calles vacias las 11 especies de bacterias restantes utilizadas
en el ensayo.

Para el andlisis de las especies microbianas individuales, también se pueden utilizar cuando sea apropiado genes
que codifican proteinas, con la condicion de que las diferentes cepas de microorganismos no sean polimorficas para
la presencia/ausencia de la secuencia del gen en cuestion.

La Figura 11 ilustra el uso de cebadores para el gen recA bacteriano de E. coli. La especificidad de la amplificacion
se ilustra por la presencia del amplicon de tamaiio correcto en la calle 1 y su ausencia de las calles restantes 2 a 12,
lo que representa otras 11 especies de bacterias.

Los datos de la Figura 12 ilustran adicionalmente la especificidad de los cebadores que revela la pertenencia a un
grupo mas grande de bacterias, tales como estafilococos. Los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR
de las regiones del gen ribosomal 23S gendmicamente simplificadas usando cebadores especificos para los
estafilococos revelan amplicones solo en las calles 8, 9, y 10, representando Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus xylosis. La ausencia de un producto de amplificacion en las calles 1 a 7,
asi como de las calles 11 y 12, demuestran la especificidad de la reaccion. Las 9 calles vacias representan las 9
especies de bacterias estafilocdcicas no utilizadas en el ensayo.

La Figura 13 muestra los productos de amplificacién obtenidos mediante PCR a partir de las regiones del gen
ribosomal 23S genémicamente simplificadas usando cebadores especificos para las bacterias Estreptocdcicas.

Los productos de amplificacién obtenidos mediante PCR de las regiones del gen ribosomal 23S genémicamente
simplificadas usando cebadores especificos para Streptoococci revela amplicones sélo en las calles 11 y 12,
representando Streptococcus pneumoniae y Streptococcus haemolyticus. La ausencia de un producto de
amplificacion en las calles 1 a 10, revela la especificidad de la reaccion. Estas 10 calles vacias representan las 10
especies de bacterias no Estreptocdcicas utilizadas en el ensayo.

La Figura 14 muestra los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR de un gen que codifica una proteina
de la region genémicamente simplificada del gen recA de Staphylococcus epidermidis, (Calle 8). Las dos bandas
(flechas) representan los amplicones de transporte de las amplificaciones de PCR de la primera ronda (banda
superior) y la segunda ronda (banda inferior). La ausencia de amplicones en las calles 1 a 7 y 9 a 12 muestra la
especificidad del método y destaca el punto en el que se pueden utilizar los genes que codifican proteinas en
circunstancias particulares en lugar de los componentes no codificantes del genoma, para lograr la deteccién de una
sola especie de bacterias.

La Figura 15 muestra la deteccion de amplicones usando cebadores especificos dirigidos a los genes ribosomal
23S gendmicamente simplificados de Chlamydia. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo por duplicado debido a
la baja cantidad de ADN de partida. La calle niumero 5 era ADN extraido de la orina de un individuo negativo
conocido. La presencia de una banda en cualquiera de los duplicados se consideré una reaccion positiva de la
presencia de ADN de Chlamydia.

La Figura 16 muestra la secuencia de nucleétidos normal del gen de ARN ribosomal 23S de E. coli y la misma
secuencia después de la simplificacion gendmica, donde para fines ilustrativos todas las citosinas se han sustituido
por timinas.

La Figura 17 muestra la secuencia de nucleétidos normal del gen recA de E. coli y la misma secuencia después de
la simplificacién gendémica, donde para fines ilustrativos todas las citosinas se han sustituido por timinas.

En resumen, el ADN tratado con bisulfito de las fuentes microbianas, cuando se amplifica usando cebadores
genomicamente simplificados, ya sean oligonucleétidos o acidos nucleicos modificados tales como INA proporcionan
un sistema de deteccion sin igual para la busqueda de microorganismos de cualquier tipo dentro de una muestra, ya
sea la muestra de material clinico humano o en el otro extremo de una fuente ambiental tal como agua contaminada.
La presente invencion se ha demostrado para una amplia gama de diferentes especies de bacterias, y por un virus
clinicamente relevante. La deteccién de microorganismos eucaridticos unicelulares tales como la levadura
Saccharomyces cerevisiae o0 sus parientes es una simple ampliacién del método. Esta requiere fuentes de
secuencias gendmicas similares, tales como las secuencias ribosomales 18 o 28S, o como se ha mostrado,
secuencias codificantes de proteinas que son especificas para una especie, tipo, cepa o mutante o polimorfismo
dados.

Las implicaciones practicas del sistema de deteccion de acuerdo con la presente invencidn también son importantes.
Mientras que los principios descritos en detalle en la presente memoria han demostrado usando PCR para la
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amplificacion, las lecturas se pueden desarrollar a través de cualquier método conocido en la técnica. Con el énfasis
actual en los sistemas de deteccion de micromatrices, se podria detectar una mayor variedad de microorganismos
con ADN gendmicamente simplificado ya que el tratamiento con bisulfito reduce la complejidad genémica y por lo
tanto permite someter a ensayo mas clases de microorganismos en las micromatrices con un menor nimero de
detectores (caracteristicas).

Si por ejemplo se fuera a construir una matriz para detectar aproximadamente 250.000 microorganismos diferentes
en un ensayo, la metodologia actual no podria proporcionar una plataforma de deteccion pragmatica adecuada, ya
que veria abrumada por las limitaciones fisicas de la plataforma detectora. Sin embargo, con la simplificacion
genomica, una pequefia micromatriz podria detectar mas o menos 1000 diferentes categorias bacterianas de alto
nivel. Los positivos de dicho ensayo se podrian evaluar a continuacion utilizando otra matriz, que contuviera
simplemente los representantes de los grupos que dieron positivo en el ensayo inicial.
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<110> Human Genetic Signatures
<120> Deteccién de Microorganismos
<130> 205591675

<160> 226

<170> PatentIn version 3.1

<210>1
<211>14
<212> DNA
<213> artificial

<400> 1
atatatatat atat

<210> 2
<211>14
<212> DNA
<213> artificial

<400> 2
aaaaaaattt tttt

<210>3

<211> 34
<212> DNA
<213> Neisseria

<400> 3
gyaatywagg ycgyctygaa gaytayaaya tggc

<210> 4
<211> 34
<212> DNA
<213> artificial

<400> 4
gtaattwagg ttgttttgaa gattataata tggt

<210>5
<211> 16
<212> DNA
<213> artificial

<400> 5
aggycgycty gaagay

<210>6

<211> 16
<212> DNA
<213> artificial ,

<400> 6
aggttgtttt gaagat

<210>7
<211>28
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 7
ggatttttttt gaaatagttt tagggtta

<210> 8

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 8
ggatttttttt gaaarttatt taggtagt

<210>9

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 9
tggkagttag awtgtgrrwg ataag

<210> 10

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 10
tgggagatak atrgtgggtg ttaat

<210> 11

<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 11
ggatgtggdr ttktkwagat aa

<210> 12

<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 12
tgawgtggga aggtwtagat ag

<210> 13

<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 13
hcaatmhhac ttcammmcmm yt

<210> 14

<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 14
wcaahhcacc ttcahmaacy tac

<210> 15
<211>29

ES 2399054 T3

28

28

25

25

22

22

22

23

31
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20

25

30

35

40

45

50

55

60

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 15
accaacattc tcactymtaa wmamtccac

<210> 16

<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 16
atcaacattc acacttctaa tacctccaa

<210> 17

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 17
ggattttttty gaaatagttt tagggtta

<210> 18

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 18
ggattttttty gaaarttatt taggtagt

<210> 19

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 19
yggkagttag awygygrrwg ataag

<210> 20

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 20
ygggagatak ayrgygggtg ttaat

<210> 21

<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 21
ggatgtggdr ttkykwagat aa

<210> 22

<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 22
ygawgtggga aggtwtagat ag

<210> 23
<211> 22

ES 2399054 T3

29

29

28

28

25

25

22

22

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 23
hcratmhhre ttcrmmmemm yt

<210> 24

<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 24
wcrahhcacc ttcahmracy tac

<210> 25

<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 25
accracattc tcactymtaa wmamtccac

<210> 26

<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 26
atcaacattc rcacttctaa tacctccaa

<210> 27

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 27
kttragaaaa gtwtttagdd agrk

<210> 28

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 28
tttargaaaa gttwttaagt wtta

<210> 29

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 29
agdtragrwg agdattttwa ggtkr

<210> 30

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 30
ggktrggwwg agaatwttaa ggtgt

<210> 31
<211> 25

ES 2399054 T3

22

23

29

29

24

24

25

25

33
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40

45
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55

60

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 31
aatytmymat taaaacaata cmcaa

<210> 32

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 32
aatctcaaaw aaaaacaaym ymacc

<210> 33

<211> 32

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 33
acmhacatct tcacwmayay tayaayttca cc

<210> 34

<211> 32

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 34
maytacatct tcacaacmah wtcaayttca ct

<210> 35

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 35
cmatayyaaa ytacaataaa actc

<210> 36

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 36
caataymaaa ctayaataaa aatt

<210> 37

<211> 31

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 37
ggtgaarttr tartrtkwgt gaagatgtdk g

<210> 38

<211> 31

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 38
agtgaarttg awdtkgttgt gaagatgtar t

<210> 39
<211> 25

ES 2399054 T3

25

25

32

32

24

24

31

31

34
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 39
gatwggatgg aaagattttr trgag

<210> 40

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 40
kgtwagatgg aaagattttg tgaat

<210> 41

<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 41
hymaymmway haaaataata tcc

<210> 42

<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 42
tcaammmywm maaaataata ttt

<210> 43

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 43
awccattcta aaaaaacctt taaaca

<210> 44

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 44
aaccawwmyw aamhmacctt cawact

<210> 45

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 45
gttggtaagg tgatatgaat tgttataa

<210> 46

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 46
ttattattaa ttgaatttat aggtta

<210> 47
<211> 27

ES 2399054 T3

25

25

23

23

26

26

28

26

35
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25
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40
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55

60

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 47
gaggagttta gagtttgaat tagtrtg

<210> 48

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 48
tatatacaaa actatcaccc tatatc

<210> 49

<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 49
tcatcaaact cacaacayat ac

<210> 50

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 50
ttgagtaaga tattgatggg ggtaa

<210> 51

<211> 21

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 51
tatggttagg gggttattgt a

<210> 52

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 52
aatctatcat ttaaaacctt aacc

<210> 53

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 53
cctaactatc tataccttcc cact

<210> 54

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 54
cactccccta ccataccaat aaacc

<210> 55
<211>28

ES 2399054 T3

27

26

22

25

21

24

24

25

36
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 55
gtatgatgag ttagggagtt aagttaaa

<210> 56

<211> 21

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 56
ggtgaggtta agggatatat a

<210> 57

<211> 30

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 57
aaaagagtga agagttgttt ggtttagata

<210> 58

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 58
tccaaaccitt tttcaacatt aact

<210> 59

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 59
ccctaaaatt atttcaaaaa aaacaaaa

<210> 60

<211> 30

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 60
ttagtggggg tttattggtt tattaatgga

<210> 61

<211> 30

<212 DNA
<213> bacteriano

<400> 61
taaggaagtg atgatttgaa gatagttgga

<210> 62

<211> 21

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 62
acaccttctc tactaaatac t

<210> 63
<211> 25

ES 2399054 T3

28

21

30

24

28

30

30

21

37
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 63
tataccataa atcttcacta atatc

<210> 64

<211> 27

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 64
ttgtgtagat gatggagtag taggtta

<210> 65

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 65
gaatgatgga gtaagttaag tatgtgga

<210> 66

<211> 27

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 66
taaaaattat ticttaaaaa cctcact

<210> 67

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 67
aaattatctc acacacctta aaatat

<210> 68

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 68
aatgttaaaa ggttaaaggg atat

<210> 69

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 69
tattgaattt aagttttggt gaatggtt

<210> 70

<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 70
ccaatatttc aacattaact cccactctc

<210> 71
<211>29

ES 2399054 T3

25

27

28

27

26

24

28

29

38
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 71
atatccatct tccaaattca taaaataat

<210> 72

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 72
taaacaacaa caattccact ttcc

<210> 73

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 73
ataggaaaag aaawtgaawg wgattttg

<210> 74

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 74
gtgtagtggt gagtgaaagt ggaatagg

<210> 75

<211> 32

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 75
taaacaamtt cmmtcaaaat aacatttyyc aa

<210> 76

<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 76
ctaattaata tttaaactta ccc

<210> 77

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 77
ttttgaaatt atatgtttat aatgt

<210>78

<211> 27

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 78
aagtatgagt tggtgagtta tgatagt

<210> 79
<211> 23

ES 2399054 T3

29

24

28

28

32

23

25

27

39
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 79
cctccamtta wtyataatct yac

<210> 80

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 80
caccwaaaya acaccatcat acatt

<210> 81

<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 81
tgtagttaga tagtggggta taagtttta

<210> 82

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 82
aggggaagag tttagattat taaa

<210> 83

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 83
ataacttcaw cycmwataca acactcat

<210> 84

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 84
atcaatttaa aaaattctca ctcycaaa

<210> 85

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 85
tttttatwat tggatttggg gwtaaa

<210> 86

<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 86
tkktwwttag tattgagaat ga

<210> 87
<211>24

ES 2399054 T3

23

25

29

24

28

28

26

22

40
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 87
tgtaaattwa ttttgtaagt twgt

<210> 88

<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 88
gaatgagggg ggattgttta att

<210> 89

<211> 26
<212>DNA,
<213> bacteriano

<400> 89
tctataacca aaacaatcaa aaaata

<210> 90

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 90
cattacacct aacaaatatc ttcacc

<210> 91

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 91
atwwataggt tgaataggtr agaaat

<210> 92

<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 92
atagtgattt ggtggtttag tatggaat

<210> 93

<211> 32

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 93
caaacctact tcaactcaaa aataaaataa at

<210> 94

<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 94
acaacaattt aaacccaact cacatatct

<210> 95
<211>29

ES 2399054 T3

24

23

26

26

26

28

32

29

41
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 95

aaaayaamwc tyttcaatct tcctayaaa

<210> 96

<211> 27

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 96

atwwttgtta aggdwrtgar raggaag

<210> 97

<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 97
tagragggta aattgargwg ttta

<210> 98

<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 98
tkatttggga arrtwrgtta aagaga

<210> 99

<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 99
tctcttcaac ttaacctcac atcat

<210> 100
<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 100
ataatttcaa atctacawcm waat

<210> 101
<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 101
ratktattgg aggattgaat taggg

<210> 102
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 102
atgttgaaaa gtgtttggat gat

<210> 103
<211> 31

ES 2399054 T3

29

27

24

26

25

24

25

23

42
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 103

tctaaaatya ataawccaaa ataamcccct.c

<210> 104
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 104
actaccaayh atawhtcatt aac

<210> 105
<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 105
aggttgakat ttttgtatta gagta

<210> 106
<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 106
rwagtgatgg agggatgtag taggttaat

<210> 107
<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 107
cttttctyaa caatataaca tcact

<210> 108
<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 108
ctctcamtca cctaaaacta ctca

<210> 109
<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 109
agaagttgat gaaggatgtt attaatga

<210> 110
<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 110
gttattgata tgtgaatwta tagtatrtt

<210> 111
<211>24

ES 2399054 T3

31

23

25

29

25

24

28

29

43
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 111
caaaaythtt accttctyta atyc

<210> 112
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 112
caacaaaatt ycacatactc cat

<210> 113
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 113
gatttgatgt aaggttaagt agt

<210> 114
<211> 31

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 114
ttggttaggt tgaagtttag gtaatattga a

<210> 115
<211> 32

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 115
gatttatgtt gaaaagtgag tggatgaatt ga

<210> 116
<211> 29

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 116
cctytttcta actcccaaat taaattaat

<210> 117
<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 117
gaagttgtgg attgtttttt ggata

<210> 118
<211> 30

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 118
aagggtgttg aagtatgatt gtaaggatat

<210> 119
<211> 31

ES 2399054 T3

24

23

23

31

32

29

25

30

44
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 119
tacamtccaa ymacacactt cacctatcct a

<210> 120
<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 120
caacaatata aaatcaacaa ctcaaa

<210> 121
<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 121
aggagtggtt agtttttgtg aagtta

<210> 122
<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 122
acaaattaaa aawccaacac aact

<210> 123
<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 123
taacactatc tcccaccaya atmaat

<210> 124
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 124
taggttgttg agttttaatt ata

<210> 125
<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 125
gaagtataaa gtaatggtgg ggtg

<210> 126
<211> 31

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 126
tacaatatca actacaccac ttctaacaaa t

<210> 127
<211> 23

ES 2399054 T3

31

26

26

24

26

23

24

31

45
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 127
taataaaaat aacaattata ttt

<210> 128
<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 128
aaggttgtag agtattaagt attttaag

<210> 129
<211> 24

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 129
gttgataatg tattaggggt tgga

<210> 130
<211> 28

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 130
atatggattt gaaagtttag gtaagatg

<210> 131
<211> 31

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 131
tactactaaa tcaacaacaa caatatccac a

<210> 132
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 132
cttaatactt aaaacattaa tct

<210> 133
<211> 27

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 133
gagaataagt aaaaggtgtt agttgtg

<210> 134
<211> 34

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 134
gatttttatt ggtttattgt tatttgatat tgtt

<210> 135
<211> 31

ES 2399054 T3

23

28

24

28

31

23

27

34

46
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 135
caaataatca atatcaacac ccaacttttt ¢

<210> 136
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 136
tacacaccac caaacccata tac

<210> 137
<211> 24

<212> DNA,
<213> bacteriano

<400> 137
gaaaataaat agaaagtgtt ggtg

<210> 138
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 138
tgtttttatt ggatattgtg ttt

<210> 139
<211> 26

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 139
caataacatc tactacacca aaacac

<210> 140
<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 140
catattaaac tacttcaaat taccc

<210> 141
<211> 25

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 141
tatgtgtttt ggtgaagatt gttta

<210> 142
<211> 22

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 142
ttttgatatt gtattggggg tg

<210> 143
<211>27

ES 2399054 T3

31

23

24

23

26

25

25

22

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 143
ggtttgttaa tggggtgtat tgttgag

<210> 144
<211> 20

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 144
catactctac atcaataaaa

<210> 145
<211> 34

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 145
gtaatcaagg tcgtcttgaa gactacaaca tggc

<210> 146
<211> 34

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 146
gcaatttagg ccgcctcgaa gattataata tgge

<210> 147
<211> 34

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 147
gtaattaagg ttgttttgaa gattataata tggt

<210> 148
<211> 34

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 148
gtaatttagg ttgttttgaa gattataata tggt

<210> 149
<211> 16

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 149
aggycgycty gaagay

<210> 150
<211> 16

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 150
aggttgtttt gaagat

<210> 151
<211> 16

ES 2399054 T3

27

20

34

34

34

34

16

16
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ES 2399054 T3

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 151
taactacgga agatca

<210> 152
<211> 16

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 152
taattatgga agata

<210> 153
<211> 16

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 153
gtaatcaagg tcgtct

<210> 154
<211> 16

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 154
gtaattaagg ttgttt

<210> 155
<211> 16

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 155
gcaatttagg ccgcect

<210> 156
<211> 16

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 156
gtaatttagg ttgttt

<210> 157
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 157
aagctcttga aggtgactct aaatacgaag acatcatcat

<210> 158
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 158
aagcccttga aggtgacact aaatacgaag acatcgttat

<210> 159
<211> 40

16

16

16

16

16

16

40

40

49
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ES 2399054 T3

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 159
aagctcttga aggtgactca aaatacgaag atatcatcat

<210> 160
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 160
aagctcttga aggtgatact aagtacgaag acatcatcat

<210> 161
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 161
aagctcttga aggtgactct aaatacgaag atatcatcat

<210> 162
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 162
aagctcttga aggcgataca gcacatgaag atatcatcat

<210> 163
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 163
aagctcttga aggtgactct aaatacgaag acatcgttat

<210> 164
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 164
aagctcttga aggtgacact cagtacgaag atatcatcat

<210> 165
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 165
aagctcttga aggtgattct aaatacgaag acatcatcat

<210> 166
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 166
aagctcttga aggtgattct aaatacgaag acatcatcat

<210> 167
<211> 40

40

40

40

40

40

40

40

40

50
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<212> DNA
<213 bacteriano

<400> 167

ES 2399054 T3

aagcycttga aggygaywcw vmryaygaag ayatcrtyat 40

<210> 168
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 168
aagtttttga aggtgatttt aaatatgaag atattattat

<210> 169
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 169
aagtttttga aggtgatatt aaatatgaag atattgttat

<210> 170
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 170
aagtttttga aggtgattta aaatatgaag atattattat

<210> 171
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 171
aagtttttga aggtgatatt aagtatgaag atattattat

<210> 172
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 172
aagtttttga aggtgatttt aaatatgaag atattattat

<210> 173
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 173
aagtttttga aggtgatata gtatatgaag atattattat

<210> 174
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 174
aagtttttga aggtgatttt aaatatgaag atattgttat

<210> 175
<211> 40

40

40

40

40

40

40

40
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 175
aagtttttga aggtgatatt tagtatgaag atattattat

<210> 176
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 176
aagtttttga aggtgatttt aaatatgaag atattattat

<210> 177
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 177
aagtttttga aggtgatttt aaatatgaag atattattat

<210> 178
<211> 40

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 178
aagtttttga aggtgatwtw rwrtatgaag atattrttat

<210> 179
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 179
tacaacgaca ataaaacggt tga

<210> 180
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 180
tataatgata ataaaatggt tga

<210> 181
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 181
tacggagata ataaagttgt tga

<210> 182
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 182
tatggagata ataaagttgt tga

<210> 183
<211> 23

ES 2399054 T3

40

40

40

40

23

23

23

23
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 183
tacaacgaca ataaaacggt tga

<210> 184
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 184
tataatgata ataaaatggt tga

<210> 185
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 185
tacaacgaca ataaaacggt tga

<210> 186
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 186
tataatgata ataaaatggt tga

<210> 187
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 187
tatagagata ataaaacgat taa

<210> 188
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 188
tatagagata ataaaatgat taa

<210> 189
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 189
tacagagata ataaaactat taa

<210> 190
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 190
tatagagata ataaaattat taa

<210> 191
<211> 23

ES 2399054 T3

23

23

23

23

23

23

23

23
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<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 191
tacaatgaca ataaaatggt tga

<210> 192
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 192
tataatgata ataaaatggt tga

<210> 193
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 193
tayrrhgaya ataaarykrt tra

<210> 194
<211> 23

<212> DNA
<213> bacteriano

<400> 194
tatrrwgata ataaartkrt tra

<210> 195
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 195
tgtgtgtgca gggataattg

<210> 196
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 196
tgtatatgta gggacaattg

<210> 197
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 197
tgtgtttgta gagacaactg

<210> 198
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 198
tgtatatgta gggacaattg

<210> 199
<211> 20

ES 2399054 T3

23

23

23

23

20

20

20

20
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<212> DNA
<213> viral

<400> 199
tgtgtttgca gagataattg 20

<210> 200
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 200
tgcatttgca gggacaattg 20

<210> 201
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 201
tgcacttgca gggataattg 20

<210> 202
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 202
tgcgtttgcc gagataattg 20

<210> 203
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 203
tgtgcctgta gagataacag 20

<210> 204
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(10)

<223>n

<400> 204
tgyryntgym grgayaaywg 20

<210> 205
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 205
tgtgtgtgta gggataattg 20

<210> 206
<211> 20
<212> DNA
<213> viral
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<400> 206
tgtatatgta gggataattg

<210> 207
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 207
tgtgtttgta gagataattg

<210> 208
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 208
tgtatatgta gggataattg

<210> 209
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 209
tgtgtttgta gagataattg

<210> 210
<211> 20

<212> DNA
<213> viral

<400> 210
tgtatttgta gggataattg

<210> 211
<211> 20
<212> DNA
<213> viral

<400> 211
tgtatttgta gggataattg

<210> 212
<211> 20

<212> DNA
<213> viral

<400> 212
tgtgtttgtt gagataattg

<210> 213
<211> 20

<212> DNA
<213> viral

<400> 213
tgtgtttgta gagataatag

<210> 214
<211> 20

<212> DNA
<213> viral

ES 2399054 T3
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20

20

20

20

20

20

20
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<400> 214
tgtrtdtgtw grgataatwg

<210> 215
<211> 19

<212> DNA
<213> viral

<400> 215
ctaaattcgc tccgattta

<210> 216
<211> 19

<212> DNA
<213> viral

<400> 216
ttaaatttgt tttgattta

<210> 217
<211> 19

<212> DNA
<213> viral

<400> 217
caaaattgac ccagactta

<210> 218
<211> 19

<212> DNA
<213> viral

<400> 218
taaaattgat ttagattta

<210> 219
<211> 19

<212> DNA
<213> viral

<400> 219
ttaaattcgt taagattca

<210> 220
<211> 19
<212> DNA
<213> viral

<400> 220
ttaaatttgt taagattta

<210> 221
<211> 19
<212> DNA
<213> viral

<400> 221
ywaaattsry ymmgaytya

<210> 222
<211> 19
<212> DNA
<213> viral

ES 2399054 T3

20

19

19

19

19

19

19

19
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<400> 222

twaaattkrt twwgattta

<210> 223
<211> 2922
<212> DNA

<213> bacteriano

<400> 223
gattaagtta

actaacgacg
ggggaaccca

gcagacccgg
ctgagtagcg

taggacactc

tcaaagaagg
cgacggagca
ctctagtgac
gagtgaaaga
ggcgatgcectt
tgcggagccg
aaccaggtga
ccgacttacg
ttggagatag
gaggtagagc
gaatgccaat
ggaaacagcc
gcgttgccca
tagctcacta
gctgtggatt
gcaaggacat
agaatcccgt
tcgggtecta
ccacctagta
gagtgcacgt
ctgtgatggg
ctctagatag
ctaaggtgag
agaaggggtg
tgtttatcaa
gccecggtget
cagtaaacgg

ttccgacceg

ttaagggcge
atatgctttg
gcatgagtta
agaactgaaa
gcgagcgaaa
tatacggagt
taataatcct
cgtgaaattc
cgatagtgaa
gaacttgaaa
ttgtagaatg
cagcgaaagc
tctacccttg
ttgaaaagtg
ctggttctct
actgtttgga
taatttaact
cagaccacca
gacaactagg
gtcgagtgac
gtcctttgga
gtggagcgct
ccaccgattg
agctgaggce
tcgttttaat
ccaagcagta
gagaggaaat
ataacéggtg
cgagcgaact
ctctttaggg
aaacacaggt
ggaaggttaa
cggccgtaac

cacgaaaggc

ES 2399054 T3

19

acggtggatg
ggtagctgta
tgtcatgt;a
catcttagta
cgggaagagc
tacaaaagaa
gtagtcgaaa
cgtcggaatc
ccagtaccgt
ccgtgtgctt
aaccggcgag
gagtctgaat
gtcaggttga
agcggatgaa
ccgaaatagc
cgaggggccc
tgggagtcag
gctaaggtcc
atgttggctt
actgcgccga
caatggtagg
tagaagtgag
actaaggttt
gacaggcgté
cgatgggggg
aggctgagtg
tgtttccteg
ccegtaccege
ctcgttaagg
ttcacgccca
ctectgctaaa
gaggagtggt
tataacggtc
gtaacgatt;

ccttggecact
agtaagcgtt
tcgatatgtg
cceggaggaa

ccaaaccaac

catgttagac

acatattctce
tgggéggacc
gagggaaagg
acaagtagtc

ttacgatctg

agggcgttga
agttcaggta
ctgagggtag
tttagggcta
ctctcegggtt
aacatgggtg
caaaatatat
agaagcagcce
aaatgtaccg
agagcgttct
aatgccggtg
ccagaggaag
ggcgatggat
acgcagtagg
ttaggcaaat
agtcgttgat
aaaccgacac
aactcggcaa
gaagagccgc
ccgtaaggtg
tagcttctge
ctaaggtagc
gggcactgtc

58

agaagccgat
gatccagaga
aatttatagc
gagaaagaaa
aagcttgctt
gaatcatctg
tcttgagtgg
atctcctaag
tgaaaagtac
agagcccgtt
atgcaaggtt
gtatttggtc
acactgaatg
cggagaaatt
gcctcaagtg
accgaattca
ataaggtccg
gttaagtgga
atcatttaaa
gggctaaaca
aagggcgtceg
tgagtagcga
gctcgtcege
aacaggttga
ataggcgaag
ccggcactca
ttcacactgc
aggtagtcaa
aatgacccceg
agtgaatagg
atgtataggg
gaagctacga
gaaattcétt

tcaacgagag

gaaggacgtt
ttteccgaatg
atgtcagaag
aatcgattcc
gttggggttg
gaaagatgaa
atcctgagta
gctaaatact
cccggéaggg
aatgggtgat
aagcagcaaa
gtagacccga
gaggaccgaa
ccaatcgaac
atgattattg
gacaaactcc

tgttcgaaag

aaaggatgtg
gagtgcgtaa

tattaccgaa
aagcatgatc
aagacgggtg
tctgggttag
tattcctgta
cgtgctgttg
taaggctgag
cgagaaaagc
gatgagaatt
taacttcggg
cccaagcgac
gctgacgect
atcgaagccc
gtcgggtaag
actcggtgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



atcatagtac
ttactgtagc
aacgtgagcg
tctaacccgce
ggtcgectee
ttcatagagt
gaaagacgga
agctaccccg
gcacctcgat
tcgeccatta
tccgtegtgg
acatacctct
gggataagtg
cggttataag
acgtggagct
<210> 224

<211> 2922
<212> DNA

ctgtgaagat
ctgatattga
ctagcttacg
accact;atc
taéaaggtaa
gtaaaggcat
cttagtgatc
gggataacag
gtcggetceat
aagcggtécg
gcgtaggaaa
ggtgtaccag
ctgaa&gcat
atccctcgaa

gacgaatact

<213> bacteriano

<400> 224
gattaagtta

attaatgatg
ggggaattta
gtagatttgg
ttgagtagtg
taggatattt
ttaaagaagg
tgatggagta
ttttagtgat
gagtgaaaga
ggtgtgtttt
tgtggagttg
aattaggﬁga

ttgatttatg

ttggagatag

gaggtagagt

gaatgttaat
ggaaatagtt
gtgttgttta
tagtttatta
gttgtggatt
gtaaggatat

ttaagggtgt
atatgttttg
gtatgagtta
agaattgaaa
gtgagtgaaa
tatatggagt
taataatttt
tgtgaaattt
tgatagtgaa
gaatttgaaa
ttgtagaatg
tagtgaaagt
tttatttttg
ttgaaaagtg
ttggttettt
attgtttgga
taatttaatt
tagattatta
gataattagg
gttgagtgat
gttttttgga
gtggagtgtt

ES 2399054 T3

gcaggttacc
aattcggcac
tggaggcgtt
gtggtgggag
cggaggcgct
aagggagctt
cggtggttcc
gcttatctcc
cgcatcctgg
cgagctgggt
tttgagagga
ttgtcgtgcecce
ctaagcatga
gatgacgagg
aatcgatcga

cgcgacagga
agcttgtaca
ggtgggatac
acqgtétqag
caaaggttcc
gactgcgaga
gcatggaagg
cccaagagtt
ggctgtagtc
tcagaacgtc
gctgtecctta
aacggcatag
agcccccectce
ttaataggtt

agacttaatc

‘cggaaagacc

ggataggtag
taccctagcet
gcgggcaétt
ctcagaatgg
cctacaagtc
gccatcgcte
cacatcgacg
ggtcccaagyg
gtgagacagt
gtacgagagg
ctgggtagct
aagatgagat
cgaggtggaa

aa

ccgtggaget
gagcctttga
gtgttggctt
tgactggggc
ttggaaatca
gagcagggtc
aacggaféaa
gggaggtttg
gttgggetgt
tcggtcccta
accgggatgg
atgtatggac
ttcccaactt

gcgtggtgac

2100

2160

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640

2700
2760
2820
2880

2922

atggtggatg
ggtagttgta
tgttatgtta
tattttagta
tgggaagagt
tataaaagaa
gtagttgaaa
tgttggaatt
ttagtattgt
ttgtgtgttt
aattggtgag
gagtttgaat
gttaggttga
agtggatgaa
ttgaaatagt
tgaggggttt
tgggagttag
gttaaggttt
atgttggttt
attgtgttga
taatggtagg
tagaagtgag

ttttggtatt
agtaagtgtt
ttgatatgtg
tttggaggaa
ttaaattaat
tatgttagat
atatattttt
tgggaggatt

gagggaaagyg
ataagtagtt

ttatgatttg
agggtgttga
agtttaggta
ttgagggtag
tttagggtta
tttttgggtt
aatatgggtg
taaaatatat
agaagtagtt
aaatgtattg
agagtgtttt
aatgttggtg
59

agaagttgat
gatttagaga
aatttatagt
gagaaagaaa
aagtttgttt
gaattatttg
ttttgagtgg
attttttaag
tgaaaagtat
agagtttgtt
atgtaaggtt
gtatttggtt
atattgaatg
tggagaaatt
gttttaagtg
attgaattta
ataaggtttg
gttaagtgga
attatttaaa
gggttaaata
aagggtgttg
tgagtagtga

gaaggatgtt
tttttgaatg
atgttagaag
aattgatttt
gttggggttyg
gaaagatgaé
attttgagta
gttaaatatt
tttggaaggg
aatgggtgat
aagtagtaaa
gtagatttgg
gaggattgaa
ttaattgaat
atgattattg
gataaatttt
tgtttgaaag
aaaggatgtg
gagtgtgtaa
tattattgaa

aagtatgatt.

aagatgggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

"1200

1260
1320
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agaattttgt ttattgattg attaaggttt ttagaggaag gtttgtttgt tttgggttag 1380
ttgggtttta agttgaggtt gataggtgta ggtgatggat aataggttga tatttttgta 1440
‘ttatttagta ttgttttaat tgatgggggg atgtagtagg ataggtgaag tgtgttgttg 1500
gagtgtatgt ttaagtagta aggttgagtg ttaggtaaat ttggtattta taaggttgag 1560'
ttgtgatggg gagaggaaat tgtttttttg agttgttgat tttataﬁtgt tgagaaaagt 1620
ttttagatag ataataggtg tttgtattgt aaattgatat aggtagttaa gatgagaatt 1680
ttaaggtgag tgagtgaatt tttgttaagg aatttggtaa aatgattttg taattttggg 1740
agaaggggtg ttttttaggg tttatgttta gaagagttgt agtgaatagg tttéagtgat 1800
tgtttattaa aaatataggt ttttgttaaa ttgtaaggtg atgtataggg gttgatgttt 1860
gtttggtgtt ggaaggttaa gaggagtggt tagtttttgt gaagttatga attgaagttt 1920
tagtaéatgg tggttgtaat tataatggtt ttaaggtagt gaaatttttt gttgggtaag 1980
ttttgatttg tatgaaaggt gtaatgattt gggtattgtt ttaatgagag atttggtgaa 2040
attatagtat ttgtgaagat gtaggttatt tgtgatagga tggaaagatt ttgtggagtt 2100
ttattétagt ttgatattga aatttggtat agtttgtata ggataggtag gagtttttga 2160
aatgtgagtg ttagtttatg tggaggtgtt ggtgggatat tattttagtt gtgttggttt 2220
tttaatttgt attatttatt gtggtgggag atagtgttag gtgggtagtt tgattggggt 2280
ggttgttttt taaaaggtaa tggaggtgtt taaaggtttt tttagaatgg ttggaaatta 2340
tttatagagt.gtaaaggtat aagggagttt gattgtgéga tttataagtt gagtagggtt 2400
gaaagatgga tttagtgatt tggtggtttt gtatggaagg gttattgttt aatggataaa 2460
agttattttg gggataatag gtttattttt tttaagagtt tatattgafg Qggaggtttg 2520
gtattttgat gttggtttat tgtattttgg ggttgtagtt ggttttaagg gttgggttgt 2580
ttgtttatta aagtggtatg tgagttgggt ttagaatgtt gtgagatagt ttggttttta 2640
tttgttgtgg gtgtaggaaa tttgagagga gttgttttta gtatgagagg attgggatgg 2700
atatattttt ggtgtattag ttgttgtgtt aatggtatag ttgggtagtt atgtatggat 2760
gggataagtg ttgaaagtat ttaagtatga agtttttttt aagatgagat tttttaattt 2820
tggttataag attttttgaa gatgatgagg ttaataggtt tgaggtggaa gtgtggtgat 2880
atgtggagtf gatgaatatt aattgattga agatttaatt aa 2922

<210> 225

<211> 1062

<212> DNA

<213> bacteriano

<400> 225

60
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atggctatcg acgaaaacaa acagaaagcg ttggcggcag
céatttggta aaggctccat catgcgcctg ggtgaagacc
atctctaccg gttcgctttec actggatatec gcgcttgggg
cgtatcgtcg aaatctacgg accggaatct tccggtaaaa
atcgccgcag cgcagegtga aggtaaaacc tgtgcgttta
gacccaatct acgcacgtaa actgggcgtc gatatcgata
gacaccggcg agcaggcact ggaaatctgt gacgccctgg
gttatcgtcg ttgactcecgt ggcggecactg acgccgaaag
ggcgactctc acatgggcct tgcggcacgt atgatgagcc
ggtaacctga agcagtccaa éacgctgctg atcttcatba
gétgtgatgt tcggtaacce ggaaaccact accggtggta
tctgttcgtce tcgacatécg tcgtatcgge gecggtgaaag
agcgaaaccc gcgtgaaagt ggtgaagaac aaaatcgctg
ttccagatcc tctacggcga aggtatcaac ttctacggeg
aaagagaégc tgatcgagaa agcagécgcg tggtacagct
cagggtaaag cgaatgcgéc tgcctggetg aaagataacc
gagaagaaag tacgtgagtt gctgctgagc_aacccgaacf
gatgatagcg aaggcgtagc agaaactaac gaagattttt
<210> 226
<211> 1062
<212> DNA
<213> bacteriano
<400> 226
atggttattg atgaaaataa atagaaagtg ttggtggtag
taatttggta aaggttttat tétgtgtttg ggtgaagatt
atttttattg gtttgttttt attggatatt gtgtttgggg
tgtattgttg aaatttatgg attggaattt tttggtaaaa
attgttgtag tgtagtgtga aggtaaaatt tgtgtgttta
gatttaattt atgtatgtaa attgggtgtt gatattgata
gatattggtg agtaggtatt ggaaatttgt gatgttttgg
gttattgttg ttgattttgt ggtggtattg atgttgaaag
ggtgattttt atatgggttt tgtggtatgt atgatgagtt
ggtaatttga agtagtttaa tatgttgttg atttttatta
ggtgtgatgt ttggtaattt ggaaattatt attggtggta
tttgtttgtt ttgatatttg ttgtattggt gtggtgaaag
agtgaaattt gtgtgaaagt ggtgaagaat aaaattgtfg
ttttagattt tttatggtga aggtattaat ttttatggtg
‘aaagagaagt tgattgagaa agtaggtgtg tggtatagtt
tagggtaaag tgaatgtgat tgtttggttg aaagataatt
gagaagaaag tatgtgagtt,gttgttgagt aatttgaatt
gatgatagtg aaggtgtagt agaaattaat gaagattttt
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cactgggcca
gttccatgga
caggtggtct
ccacgctgac
tqgatgctga
acctgctgtg
cgcgttctgg
cggaaatcga
aggcgatgcg
accagatccg
acgcgctgaa
agggcgaaaa
cgccgtttaa
aactggttga
acaaaggtga
cggaaaccgc
éaacgccgga

aa

tattgggtta
gttttatgga
taggtggttt
ttatgttgaf
ttgatgttga
atttgttgtg
tgtgttttgg
tggaaattga
.aggtgatgtg
attagatttg
atgtgttgaa
agggtgaaaa
tgttgtttaa
aattggttga
ataaaggtga
tggaaattgt
taatgttgga

aa

gattgagaaa
tgtggaaacc
gccgatggge
gctgcaggtg

acacgcgctg

ctcccagceceg
cgcagtagac
aggcgaaatc
taagctggcg
tatgaaaatt
attctacgce
cgtggtgggt
acaggctgaa
cctgggcgta
gaagatcggt
gaaagagétc
tttctctgta

gattgagaaa
tgtggaaatt
gttgatgggt

gttgtaggtg .

atatgtgttg
tttttagttg
tgtagtagat
aggtgaaatt
taagttggtg
tatgaaaatt
attttatgtt
tgtggtgggt
ataggttgaa
tttgggtgta
gaagattggt
gaaagagatt
tttttttgta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600,
660
720
780
840
500
960

1020

1062

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar un microorganismo que comprende:

reducir la complejidad de un genoma microbiano o de un acido nucleico microbiano mediante la generacién
de una forma derivada del genoma microbiano o de una forma derivada del acido nucleico microbiano en el
gue las posiciones ocupadas naturalmente por citosinas estan ocupadas por uracilos en la forma derivada
del genoma microbiano o forma derivada del &cido nucleico microbiano mediante el tratamiento del genoma
microbiano o un acido nucleico microbiano con un agente seleccionado entre bisulfito, acetato o citrato que
modifica la citosina a uracilo;

donde la forma derivada del genoma microbiano o la forma derivada del acido nucleico microbiano
contienen un acido nucleico que es especifico para un microorganismo que tiene el genoma microbiano o el
acido nucleico microbiano, y

detectar el acido nucleico especifico microbiano, en donde la deteccidon del acido nucleico especifico
microbiano es indicativa de la presencia de un microorganismo que tiene el genoma microbiano o el acido
nucleico microbiano.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde los uracilos en la forma derivada del genoma microbiano o
la forma derivada del acido nucleico microbiano son remplazados por timinas mediante la amplificacion del genoma
microbiano derivado o del acido nucleico microbiano derivado para formar un genoma microbiano simplificado o un
acido nucleico microbiano simplificado que contiene un acido nucleico que es especifico para un microorganismo
que tiene el genoma microbiano o el acido nucleico microbiano.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende convertir el ARN microbiano en ADN antes de
llevar a cabo el método.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende llevar a cabo el método sobre ARN microbiano
para producir una molécula de ARN derivada o simplificada convirtiendo a continuacion el ARN derivado o
simplificado para formar una molécula de ADN derivada o simplificada.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el agente es bisulfito de sodio.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el acido nucleico especifico
microbiano comprende una o mas secuencias de nucleétidos Unicas para un microorganismo.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde el acido nucleico especifico
microbiano contiene sustancialmente solo bases seleccionadas entre adenina (A), guanina (G) y timina (T).

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el genoma microbiano o el acido
nucleico es de fago, virus, viroide, bacteria, hongo, alga, protozoo, espiroqueta, u organismo unicelular.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el acido nucleico especifico
microbiano es de una regién de un gen ribosomal de un procariota o de un microorganismo eucariético unicelular.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la region del gen ribosomal es 16S o 23S en un
procariota 0 18S 0 28S en un microorganismo eucariético unicelular.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, en donde la amplificacién se lleva a cabo
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacion isotérmica, o amplificacién de la sefial.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el acido nucleico especifico
microbiano se detecta mediante PCR en tiempo real.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el acido nucleico especifico
microbiano es detectado por un sistema de deteccion de micromatrices.

14. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el acido nucleico especifico
microbiano es detectado:

proporcionando un ligando detector capaz de unirse a una regién diana de la molécula de acido nucleico
especifica microbiana y dejando tiempo suficiente para que el ligando detector se una a la regién diana; y

midiendo la unién del ligando detector a la region diana para detectar la presencia del acido nucleico
especifico microbiano.
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15. El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el acido nucleico especifico microbiano es detectado
mediante la separacién de un producto de amplificacion y la visualizacién del producto separado.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde el producto de amplificacion se separa mediante
electroforesis y se detecta mediante la visualizacion de una o mas bandas en un gel.

17. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde el acido nucleico especifico
microbiano no esta presente naturalmente en el microorganismo.

18. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la molécula de acido nucleico
especifico microbiano tiene una secuencia de acido nucleico indicativa de un nivel taxonémico del microorganismo.

19. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el nivel taxonédmico del microorganismo incluye familia,
género, especie, cepa, tipo, o diferentes poblaciones de las mismas o diferentes poblaciones geograficas o
bentonicas.

20. Un método para detectar la presencia de un microorganismo, comprendiendo el método:

tratar acido nucleico microbiano con un agente seleccionado entre bisulfito, acetato o citrato que modifica la
citosina a uracilo para formar un acido nucleico microbiano derivado en el que las posiciones ocupadas
naturalmente por citosinas en el acido nucleico microbiano estan ocupadas por uracilos en el acido nucleico
microbiano derivado;

proporcionar cebadores capaces de permitir la amplificacion de una molécula de acido nucleico especifica
microbiana deseada especifica de un microorganismo para el acido nucleico microbiano derivado;

llevar a cabo una reaccion de amplificacion sobre el acido nucleico microbiano derivado para formar un
acido nucleico simplificado que tenga timinas en lugar de uracilos en el acido nucleico microbiano derivado;

y

analizar la presencia de un producto de acido nucleico amplificado que contiene la molécula de acido
nucleico especifica microbiana deseada, en donde la deteccion del acido nucleico especifico microbiano
deseado es indicativa de la presencia del microorganismo.

21. El método de acuerdo con la reivindicacion 20, en donde el microorganismo se selecciona entre fago, virus,
viroide, bacteria, hongo, alga, protozoo, espiroqueta, u organismo unicelular.

22. El método de acuerdo con la reivindicacion 20 o 21, en donde el agente es bisulfito de sodio.

23. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, en donde la amplificacion se lleva a
cabo mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacion isotérmica, o amplificacion de la sefial.

24. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en donde la molécula de acido
nucleico especifica microbiana deseada se detecta mediante PCR en Tiempo Real.

25. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en donde la molécula de acido
nucleico especifica microbiana deseada se detecta mediante un sistema de deteccion de micromatrices.

26. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en donde la molécula de acido
nucleico especifica microbiana deseada es detectada:

proporcionando un ligando detector capaz de unirse a una regiéon de la molécula de acido nucleico especifica
microbiana deseada y dejando tiempo suficiente para que el ligando detector se una a la region; y

midiendo la unién del ligando detector a la molécula de acido nucleico especifica microbiana deseada para detectar
la presencia de la molécula de acido nucleico.

27. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en donde la molécula de acido
nucleico especifica microbiana deseada se detecta separando un producto de amplificaciéon y visualizando el
producto separado.

28. El método de acuerdo con la reivindicacion 27, en donde el producto de amplificacion se separa mediante
electroforesis y se detecta visualizando una o mas bandas sobre un gel.
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Figura 1.

Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

Secuencia consenso

Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

Secuencia consenso

Figura 2.

Neisgseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

Secuencia INA consenso

Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

Secuencia INA consenso

ES 2399054 T3

Secuencias de iga de Neisseria

Secuencia No Convertida

GTAATCA AGGTCGTCTT GAAGACTACA ACATGGC (SEQ 1ID No 145)

- GCAATTT AGGCCGCCTC GAAGATTATA ATATGGC (SEQ ID No 146)

GYAATYW AGGYCGYCTY GAAGAYTAYA AYATGGC (SEQ ID No 3)
512 Posibles combinaciones cebadores
74% Similitud de secuencia

Secuencia simplificada

GTAATTA AGGTTGTTTT GAAGATTATA ATATGGT (SEQ ID No 147)
GTAATTT AGGTTGTTTT GAAGATTATA ATATGGT (SEQ ID No 148)

GTAATTW AGGTTGTTTT GAAGATTATA ATATGGT (SEQ ID No 4)
2 Combinaciones cebadores
97% Similitud de secuencia

Secuencias de iga de Neisseria

Secuencia No Convertida

GTAATCA AGGTCGTCTT GAAGACTACA ACATGGC (SEQ ID No 145)
GCAATTT AGGCCGCCTC GAAGATTATA ATATGGC (SEQ ID No 146)

AGGYCGYCTY GARAGAY (SEQ ID No 149)

16 Posibles combinaciones cebadores
75% Similitud de secuencia

Secuencia simplificada

GTAATTA AGGTTGTTTT GAAGATTATA ATATGGT (SEQ ID No 147)
GTAATTT AGGTTGTTTT GAAGATTATA ATATGGT (SEQ ID No 148)

AGGTTGTTTT GAAGAT (SEQ ID No 150)
100% Similitud de secuencia
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Figura 3.
Secuencias del gen iga

No convertida Simplificada
TAACTACGG AAGATCA(151)
GTAATCAAG GTCGTCT(153)
GCAATTTAG GCCGCCT(155)

TAATTATGG AAGATTA(152)
GTAATTAAG GTTGTTT(154)
GTAATTTAG GTTGTTT(156)

Haemophilus influenza
Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

85% Homologia
64 Posibles combinaciones cebadores
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Figura 4.
Gen tuf de Streptococcus
Secuencia No Convc_artida
S.oralis AAGCTCTTGA AGGTGACTCT AAATACGAAG ACATCATCAT (SEQ ID No 157)
S.mitis AAGCCCTTGA AGGTGACACT AAATACGAAG ACATCGTTAT (SEQ ID No 158)
S.dysgalactiae AAGCTCTTGA AGGTGACTCA AAATACGAAG ATATCATCAT (SEQ ID No 159)
S.cristatus AAGCTCTTGA AGGTGATACT AAGTACGAAG ACATCATCAT (SEQ ID No 160)
S.gordonii " AAGCTCTTGA AGGTGACTCT AAARTACGAAG ATATCATCAT (SEQ ID No 161)
S.parauberis AAGCTCTTGA AGGCGATACA GCACATGAAG ATATCATCAT (SEQ ID No 162)
S.pneumoniae AAGCTCTTGA AGGTGACTCT AAATACGAAG ACATCGTTAT (SEQ ID No 163)
S.bovis AAGCTCTTGA AGGTGACACT CAGTACGAAG ATATCATCAT (SEQ ID No 164)
S.vestibularis AAGCTCTTGA AGGTGATTCT AAATACGAAG ACATCATCAT (SEQ ID No 165)
S.uberis AAGCTCTTGA AGGTGATTCT AAATACGAAG ACATCATCAT (SEQ ID No 166)
Consenso AAGCYCTTGA AGGYGAYWCHW VMRYAYGAAG AYATCRTYAT (SEQ ID No 167)
67,5% Homologia : ‘
12 .288 Posibles combinaciones cebadores
Secuencia simplificada

S.oralis AAGTTTTTGA AGGTGATTTT AAATATGAAG ATATTATTAT (SEQ ID No 168)
S.mitis AAGTTTTTCA AGGTGATATT AARATATCGAAG ATATTGTTAT (SEQ ID No 169)
S.dysgalactiae AAGTTTTTGA AGGTGATTTA AAATATGAAG ATATTATTAT (SEQ ID No 170)
S.cristatus AAGTTTTTGA AGGTGATATT AAGTATGAAG ATATTATTAT (SEQ ID No 171)
5.gordoriii AAGTTTTTGA AGGTGATTTT AAATATGAAG ATATTATTAT (SEQ ID No 172)
_S.parauberis ARGTTTTTGA AGGTGATATA GTATATGAAG ATATTATTAT (SEQ ID No 173)
S.pneumoniae AAGTTTTTGA AGGTGATTTT AAATATGAAG ATATTGTTAT (SEQ ID No 174)
S.bovis AAGTTTTTGA AGGTGATATT TAGTATGAAG ATATTATTAT [SEQ ID No 175)
S.vestibularis AAGTTTTTGA AGGTGATTTT AAATATGAARG ATATTATTAT (SEQ ID No 17s)
S.uberis AAGTTTTTGA AGGIGATTTT AAATATGAAG ATATTATTAT (SEQ ID No 177)
Consenso ARGTTTTTGA AGGTGATWTW RWRTATGAAG ATATTRTTAT (SEQ ID No 178)



Figura 5.
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Genes de enterotoxina Estafilocécica (SE)

Secuencia No Convertida

TAC
TAC
TAC
TAC
TAT
TAC
TAC

TAY
56%

ARCGACAATA
GGAGATAATA
AACGACAATA
AACGACAATA
AGAGATAATA
AGAGATAATA
AATGACAATA

RRHGAYAATA
Homologia

AAACGGTTGA (179)
AAGTTGTTGA (181)
AAACGGTTGA(183)
AAACGGTTGA (185)
AAACGATTAA (187)
AAACTATTAR(189)
AAATGGTTGA (191)

AARYKRTTRA (193)

1536 Combinaciones cebadores

66

Secuencia simplificada

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TAT
74%

AATGATAATA
GGAGATAATA

'AATGATAATA

AATGATAATA
AGAGATAATA
AGAGATAATA
AATGATAATA

RRWGATAATA
Homologia

AAATGGTTGA (180)
AAGTTGTTGR (182)

AAATGGTTGA (184)

AAATGGTTGA (186)
AAATGATTAA (188)
AAATTATTAA (190)
AAATGGTTGA (192)

AARTKRTTRA (194)

64 Combinaciones cebadores



Figura 6.
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Secuencia No Convertida

Neuraminidasa de virus Influenza

Virus Influenza A H5N1 TGTGTGTGCA GGGATAATTG (SEQ ID No 195)
Virus Influenza A H7N3 TGTATATGTA GGGACAATTG (SEQ ID No 196)
Virus Influenza A H5N8 TCTGTTTCTA GAGACAACTG (SEQ ID No 197)
Virus Influenza A HS5N3 TGTATATGTA GGGACAATTG (SEQ ID No 198)
Virus Influenza A HSN2 . TGTGTTTGCA GAGATAATTG (SEQ ID No 199)
VWushﬁMenzaA_HSNs TGCATTTGCA GGGACAATTG (SEQ ID No 200)
Virus Influenza A H2N9 TGCACTTGCA GGGATAATTG (SEQ ID.No 201)
Virus Influenza A HENS TGCGTTTGCC GAGATAATTG (SEQ ID No 202)
Virus Influenza B NA TGTGCCTGTA GAGATAACAG (SEQ ID No 203)
Consenso TGYRYNTGYM GRGAYAAYWG (SEQ ID No 204)
2048 Posibles combinaciones cebadores
50% Homologia
Secuencia simplificada
Virus Influenza A H5N1 TGTGTGTGTA GGGATAATTG ({SEQ ID No 205)
Virus Influenza A H7N3 TGTATATGTA GGGATAATTG (SEQ 'ID No 206)
Virus Influenza A HSN8 TCTGTTTGTA GAGATAATTG (SEQ ID No 207)
Virus Influenza A H5N3 TGTATATGTA GGGATAATTG (SEQ ID No 208)
Virus Influenza A H5N2 TGTGTTTGTA GAGATAATTG (SEQ ID No 209)
Virus Influenza A H6N6 TGTATTTGTA GGGATAATTG (SEQ ID No 210)
Virus Influenza A H2NS TGTATTTGTA GGGATAATTG (SEQ ID-No 211)
Virus Influenza A H6NS TGTGTTTGTT GAGATAATTG (SEQ ID No 212)
Virus Influenza B NA TGTGTTTGTA GAGATAATAG (SEQ ID No 213)
Consenso TGTRTDTGTW GRGATAATWG (SEQ ID No 214)
: 48 Posibles combinaciones cebadores '
75% Homologia
Figura 7. .
Genes VP4 de Rotavirus
No convertida Simplificada
Rotavirus Cepa A VP4 CTAAATTCGC TCCGATTTA(215) TTAAATTTGT'TTTGATTTA(216)
Rotavirus Cepa B VP4 CAAAATTGAC CCAGACTTA(217) TAAAATTGAT TTAGATTTA(218)
Rotavirus Cepa C VP4 TTAAATTCGT TAAGATTCA(219) TTAAATTTGT TAAGATTTA(220)

TWAAATTKRT TWWGATTTA (222
74% Homologia
32 Combinaciones cebadores

Secuencia Consenso YWARAATTSRY YMMGAYTYA(221)
52% Homologia

512 Combinaciones cebadores
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Figura 8.

PCR especifica para Gram negativos
1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

PCR especifica para Gram positivos
1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12

Tincion Gram

\. Escherichia coli Negativa
2. Neisseria gonorrheae ‘Negativa
3. Klebsiella pneumoniae Negativa
4. Moraxella catarrhalis Negativa
5. Pseudomonas aeruginosa Negativa
6. Proteus vulgaris ‘Negativa
7. Enterococcus faecalis ‘ Positiva
8. Staphylococcus epidermidis : Positiva
9. Staphylococcus aureus Positiva
10. Staphylococcus xylosis Positiva
11. Streptococcus preumoniae : Positiva
12. Streptococcus haemolyticus Positiva
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Figura 9.

_ PCR especifica para Escherichia coli/Klebsiella pneumoniae
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Escherichia coli
Neisseria gonorrheae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aeruginosa
- Proteus vulgaris
Enterococcus faecalis
Staphylococcus epidermidis
. Staphylococcus auretis
10. Staphylococcus xylosis
11. Streptococcus pneumoniae
12. Streptococcus haemolyticus
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Figura 10.

PCR especifica para Neisseria

T

Escherichia coli

Neisseria gonorrheae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aeruginosa
Proteus vulgaris
Enterococcus faecalis
Staphylococcus epidermidis
. Staphylococcus aureus

10. Staphylococcus xylosis .

11. Streptococcus pneumoniae
12. Streptococcus haemolyticus
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Figura 11.

PCR especifica para Escherichia coli
2 3 4 5 6 7 8 i 10 11
Escherichia coli
Neisseria gonorrheae
. Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aeruginosa
Proteus vulgaris
Enterococcus faecalls
Staphylococcus epidermidis
. Staphylococcus aureus
10. Staphylococcus xylosis

11. Streptococcus pneumoniae
2. Streptocaccus haemolyticus

12

NN T
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Figura 12,

PCR especifica para Staphylécoccus

Escherichia coli

Neisseria gonorrheae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aeruginosa
Proteus vulgaris
Enterococcus faecalis
Staphylococcus epidermidis
. Staphylococcus aureus

10. Staphylococcus xylosis

11. Streptococcus pneuntoniae
12. Streptococcus haemolyticus
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Figura 13. .
PCR especifica para Streptococcus

11 12 M

1 2 3 -4 5 6 7 8 9 10

Escherichia coli

Neisseria gonorrheae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aeruginosa
Proreus vulgaris
Enterococcus faecalis
Staphylococcus epidermidis
. Staphylococcus aureus

10. Stuphvlococcus xylosis

11. Streptococcus pneumoniae
12. Streptococcus haemolyticus
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. Figura 14.
PCR especifica para Staphylococcus epidermidis
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Escherichia coli

- Neisseria gonorrheae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aeruginosa
Proteus vulgaris
Enterococcus faecalis
Staphyvlococcus epidermidis

. Staphylococcus avreus

10. Staphylococcus xylosis

11. Streptococcus pneumoniae

12. Streptococcus haemolyticus
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Figura 15.
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Figura 16A. Staphylococcus epidermidis

Secuencia ADN normal (SEQ ID NO 223)

_GATTAAGTTATTAAGGGCGCACGGTGGATGCCTTGGCACTAGAAGCCGATGAAGGACGTTACTAACGA
CGATATGCTTTGGGTAGCTGTAAGTAAGCGTTGATCCAGAGATTTCCGAATGGGGGAACCCAGCATGA
GTTATGTCATGTTATCGATATGTGAATTTATAGCATGTCAGAAGGCAGACCCGGAGAACTGARACATC
TTAGTACCCGGAGGAAGAGAAAGAAAAATCGATTCCCTGAGTAGCGGCGAGCGARACGGGAAGAGCCC
AAACCAACAAGCTTGCTTGTTGGGGTTGTAGGACACTCTATACGGAGTTACAAAAGAACATGTTAGAC
‘GAATCATCTGGAAAGATGAATCAAAGAAGGTAATAATCCTGTAGTCGAAAACATATTCTCTCTTGAGT
GGATCCTGAGTACGACGGAGCACGTGARATTCCGT CGGAATCTGGGAGGACCATCTCCTAAGGCTAAR
TACTCTCTAGTGACCGATAGTGAARCCAGTACCGTGAGGGAAAGGTGAAAAGTACCCCGGARGGGGAGT
GAAAGAGAACTTGAAACCGTGTGCTTACAAGTAGT CAGAGCCCGTTAATGGGTGATGGCGTGCCTTTT
GTAGAATGAACCGGCGAGTTACGATCTGATGCAAGGTTAAGCAGCAAATGCGGAGCCGCAGCGARAGC
GAGTCTGAATAGGGCGTTGAGTATTTGGTCGTAGACCCGAAACCAGGTGATCTACCCTTGGTCAGGTT '
GAAGTTCAGGTAACACTGAATGGAGGACCGAACCGACTTACGTTGAAAAGTGAGCGGATGAACTGAGG
GTAGCGGAGARATTCCAATCGAACTTGGAGATAGCTGGTTCTCTCCGAAATAGCTTTAGGGCTAGCCT
CAAGTGATGATTATTGGAGGTAGAGCACTGTTTGGACGAGGGGCCCCTCTCGGGTTACCGAATTCAGA

CAAACTCCGAATGCCAATTAATTTAACTTGGGAGT CAGAACATGGGTGATAAGGTCCGTGTTCGAAAG -

GGARACAGCCCAGACCACCAGCTAAGGTCCCAAAATATATGTTAAGTGGAAAAGGATGTGGCGTTGCC
CAGACAACTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTAGTCGAG
TGACACTGCGCCGRAAATGTACCGGGGCTAARCATATTACCGAAGCTGTGGATTGTCCTITGGACAAT
GGTAGGAGAGCGTTCTAAGGGCGTCGRAAGCATGATCGCAAGGACATGTGGAGCGCTTAGAAGTGAGAAN
TGCCGGTGTGAGTAGCGARAGACGGGTGAGARTCCCGTCCACCGATTGACTAAGGTTTCCAGAGGAAG
GCTCGTCCGCTCTGGGTTAGTCGGGTCCTAAGCTGAGGCCGACAGGCGTAGGCGATGGATAACAGGTT
GATATTCCTGTACCACCTAGTATCGTTTTAATCGATGGGGGGACGCAGTAGGATAGGCGAAGCGTGCT
GTTGGAGTGCACGTCCAAGCAGTAAGGCTGAGTGTTAGGCAAATCCGGCACTCATAAGGCTGAGCTGT
GATGGGGAGAGGARATTGTTTCCTCGAGTCGTTGATTTCACACTGCCGAGAAAAGCCTCTAGATAGAT
AACAGGTGCCCGTACCGCARACCGACACAGGTAGTCAAGATGAGAATTCTAAGGTGAGCGAGCGAACT
CTCGTTAAGGAACTCGGCARAAATGACCCCGTAACTTCGGGAGAAGGGGTGCTCTTTAGGGTTCACGCC
CAGAAGAGCCGCAGTGAATAGGCCCAAGCGACTGTTTATCARAAACACAGGTCTCTGCTAAACCGTAA
GGTGATGTATAGGGGCTGACGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAAGAGEAGTGGTTAGCTTCTGCGAAG
CTACGAATCGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGT
CGGGTAAGTTCCGACCCGCACGAAAGGCGTAACCGATTTGGGCACTGTCTCAACGAGAGACTCGGTGAA
ATCATAGTACCTGTGAAGATGCAGGTTACCCGCGACAGGACGGAAAGACCCCCTGCGAGCTTTACTGTA
GCCTCGATATTGAAATTCGGCACAGCTTGTACAGGATAGGTAGGAGCCTTTGAAACGTGAGCGCTAGCT
TACGTGGAGGCGTTGGTGGGATACTACCCTAGCTGTGTTGGCTTTCTAACCCGCACCACTTATCGTGG
TGGGAGACAGTGTCAGGCGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAGGTAACGGAGGCGCTCA
AAGGTTCCCTCAGAATGGTTGGARATCATTCATAGAGTGTAAAGGCATAAGGGAGCTTGACTGCGAGA
CCTACAAGTCGAGCAGGGTCGARAGACGGACTTAGTGATCCGGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGC
TCAACGGATAAARGCTACCCCGGGGATAACAGGCTTATCTCCCCCAAGAGTTCACATCCGACGGGGAGG
TTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTTGGGCTGTTCGC
CCATTAAAGCGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGGC
GTAGGAAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGATGGACATACCTCTGGTGTACCAG
TTGTCGTGCCAACGGCATAGCTGGGTAGCTATGTATGGACGGGATAAGTGCTGAAAGCATCTAAGCAT
GAAGCCCCCCTCAAGATGAGATTTCCCAACTTCGGTTATAAGATCCCTCGAAGATGACGAGGTTAATA
GGTTCGAGGETGGAAGCGTGGTGACACGTGGAGCTGACGAATACTAATCGATCGAAGACTTAATCAA
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Figura 16B. Staphylococcus epidermidis
Secuencia simplificada (SEQ ID NO 224) )

GATTAAGTTATTAAGGGTGTATGGTGGATGTTTTGGTATTAGAAGTTGATGAAGGATGTTATTAATGA
TGATATGTTTTGGGTAGTTGTAAGTAAGTGTTGATT TAGAGATTTTTGAATGGGGGAATTTAGTATGA
GTTATGTTATGTTATTCGATATGTGAATTTATAGTATGT TAGAAGGTAGATTTGGAGAATTGAAATATT
TTAGTATTTGGAGGAAGAGAAAGAAAAATTGATTTTTTGAGTAGTGGTGAGTCGAAATGGGAAGAGTTT
AAATTAATAAGTTTGTTTGTTGGGGTTGTAGGATATTTTATATGGAGTTATAAAAGAATATGTTAGAT
GAATTATTTGGARAGATGAATTAAAGAAGGTAATAATTTTGTAGTTGAAAATATATTTTTTTTTGAGT
GGATTTTGAGTATGATGGAGTATGTGAAAT TTTGTTGGAATTTGGGAGGATTATTTTTTAAGGTTAAA
TATTTTITAGTGATTGATAGTGAATTAGTATTGTGAGGGAAAGGTGAAAAGTATTTTGGAAGGGGAGT
GAAAGAGAATTTGAAATTGTGTGTTTATAAGTAGT TAGAGTTTGTTAATGGGTGATGCTCTGTTTTTT
GTAGAATGAATTGGTGAGTTATGATTTGATGTAAGGTTAAGTAGTAAATGTGGAGTIGTAGTGAAAGT
GAGTTTGAATAGGGETGTTGAGTATTTGGTTGTAGATTTGARATTAGGTGATTTATTITTGGTTAGGTT
GAAGTTTAGGTAATATTGAATGGAGGATTGARTTCGAT TTATCTTGAABACGTCAGTCCGATGAATTGAGG
GTAGTGGAGARATTTTAATTGAATT TGGAGATAGTTGGTTTTTTTTGAAATAGTTTTAGGGTTAGTTT
TAAGTGATGATTATTGGAGGTAGAGTATTGT T TGGATGAGGGGTTTTTTTTGGGTTATTGAATTTAGA
TAAATTTTGAATGTTAATTAATTTAATT TGGGAGT TAGAATATGGGTGATAAGGTTTGTGTTTGAAAG
GGAAATAGTTTAGATTATTAGTTAAGGTTTTAAAATATATGTTAAGTGGAAAAGGATGTGGTGTTGTT
TAGATAATTAGGATGTTGGTTTAGAAGTAGTTATTATTTAAAGAGTGTGTAATAGTTTATTAGTTGAG
TGATATTGTGTTGAAAATGTATTGGGET TAAATATATTATTGARGT TGTGGATTGTTTTTTGGATAAT
GGTAGGAGAGTGCITTTAAGGGTGTTGAAGTATGAT TGTAAGGATATGTGGAGTGTTTAGAAGTGAGAA
TGTTGGTGTCAGTAGTGAAAGATCGETCAGAAT T TTGTTTATTGATTGAT TAAGGTTTTTAGAGGRAG
GTTTGTTTGTTTTGGGTTAGTTGGGTTTTAAGT TGAGGTTGATAGGTGTAGGTGATGGATAATAGGTT
GATATTTTTGTATTATTTAGTATTGTTT TAATTGATGGGGGGATGTAGTAGCGATAGGTGAAGTGTGTT
GTTGGAGTGTATGTITTAAGTAGTAAGGT TGAGTGTTAGGTARAT T TGGTATTTATAAGGTTGAGTTGT
GATGGGGAGAGGAAATTGTTTTTTTGAGTTGTTGATTTTATATTGTTGAGAAAAGTTTTTAGATAGAT
AATAGGTGTTTCTATTGTAAATTGATATAGCTAGTTAAGATCGAGAATTTTAAGGTGACGTGAGTGAATT
TTTGTTAAGGAATITGGTAAAATGATTTTGTAATTTTGGGAGAAGGGGTGTTTTTTAGGGTTTATGTT
TAGAAGAGTTGTAGTGAATAGGTTTAAGTGATTGTTTATTAAAAATATAGGTTTTTGTTAAATTGTAA
GGTGATGTATAGGGGTTGATGTTTGTTTGGTGTTGGAAGGTTAAGAGGAGTGGTTAGTTTTTGTGAAG
TTATGAATTGAAGTTTTAGTAAATGGTGGTTGTAATTATAATGGTTTTAAGETAGTGAAATTTTTTGT
TGGGTAAGTTTTGATTTGTATGAAAGGTGTAATCATTTGGGTATTGTTTTAATGAGAGATTTGGTGAA
ATTATAGTATTTGTGAAGATGTAGGTTAT T IGTGATAGGATGGAAAGATT TTGTGGAGTTTTATTGTA
GTTTGATATTGAAATTTGGTATAGT TTGTATAGGATAGGTAGGAGTTTTTGAAATGTGAGTGTTAGTT
TATGTGGAGGTGTITGGTGGGATATTATT TTAGT TGTGTTGGTTTTTTAATTTGTATTATTTATTGTGG
TGGGAGATAGTGTTAGGTGGGTAGT TTGATTGGGGTGGTTGTTTTTTAAAAGGTAATGGAGGTGTTTA
AAGGTTTTTTTAGAATGGTTGGAAATTATTTATAGAGTGTAAAGGTATARAGGGAGTTTGATTGTGAGA
TTTATAAGTTGAGTAGGGTTGAAAGATGCGATT TAGTGATTTGGTGGTTTTCTATGGAAGGGTTATTGT
TTAATGGATARRAAGTTATTTTGGGGATAATAGGTTTATTTTTTT TAAGAGTTTATATTGATGGGGAGG
TTTGGTATTTTGATGTTGGTTTATTGTATT TTGGGGTTGTAGTTGGTTTTAAGGGTTGGGTTGTTTGT
TTATTARAGTGGTATGTGAGT TGGGTTTAGAATGTTGTGAGATAGTTTGGTTTTTATTTGTTGTGGGT
‘GTAGGAAATTTGAGAGGAGTTGTTTTTAGTATGAGAGCGATTCGGATGGATATATTTTTGGTGTATTAG
" TTGTTGTGTTAATGGTATAGTTGGGTAGTTATGTATGGATGGGATAAGTGTTGAAAGTATTTAAGTAT
GAAGTTTTTTTTAAGATGAGATTT I TTAAT T T TGCTTATAAGATTTTTTGAAGATGATGAGGTTAATA
GGTTTGAGGTGGAAGTGTGGCTGATATGTGGAGTTGATCGAATATTAATTGATTGAAGATTTAATTAL
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_Figura 17A. Gen recA de E. coli
Secuencia Normal (SEQ ID NO 225)

ATGGCTATCGACGAAAACAAACAGARAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGARACAATTTGG
TAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGARGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGC
TTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGETCTGCCCATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCG
GAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTARAACCTG
TGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGCOCGTCGATATCGATA
ACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGARATCTGTGACGECCTGGCGCGTTCT
GGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGEAAATCCAAGGCGA
AATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTA
ACCTGAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGARAAATTGGTGTGATGTTIC
GGTAACCCGGAAACCACTACCGGTGGTAACGCGCTGAAATTCTACGCCTCTGTTCGTCTCGACATCCG
TCGTATCCGCGCGGTGAAACAGGGCCAAAACCTCGTCGECCTAGCCARACCCCCGTGAAAGTGGTGAAGA
ACAAAATCGCTGCGCCGTTTAAACAGCCTGAATTCCAGATCCTCTACGGCGAAGGTATCAACTTCTAC
GGCGRAACTGGTTGACCTGEGCGTARAAGAGARGCTGATCGAGARAGCAGGCGCGTEETACAGCTACAR
AGGTGAGAAGATCGGTCAGGGTAAAGCGAATGCGACTGCCTGGCTGAAAGATAACCCGGAAACCGCGA
AAGAGATCGAGAAGAAAGTACGTGAGITGCTGCTGAGCAACCCGAACTCAACGCCGGATTTCTCTGTA
GATGATAGCGAAGGCGTAGCAGAAACTAACGAAGATTTTTAA

Figura 17B. Gen recA de E. coli
Secuencia simplificada (SEQ ID NO 226)

ATGGTTATTGATGAAAATAAATAGAAACTGTTGGTGGTAGTATTGGGTTAGATTGAGARATAATTTGE
TAAAGGTTTTATTATGTGTTTGGGTGARGATTGTTTTATGGATGTGGAAATTATTTTTATTGGTTTGT
TTTTATTGCATATTCTGTTTGGGGTAGCTGETTTGTTGATGGGT TGTATTGTTGAAATTTATGGATTG
GAATTTTTTGGTAAAATTATGT TGATGTTGTAGGTGATTGTTGTAGTGTAGTGTGAAGGTARAATTTC
TGTGTTTATTGATGTTGAATATGTGTIGCGATTTAATTTATGTATGTAAATTGGCTGTTGATATTGATA
ATTTGTTGTGTTTTTAGTTGGATATTGGTGAGTAGGTATTGGAAATTTGTGATGTITTGGTGTGTTTT
GGTGTAGTAGATGTTATTGTTGTTGATT TTGTCGTGGTATTGATGTTGAAAGTGGAAATTCGAAGGTGA
AATTGGTGATTTTTATATGGGT TTTGTGGTATGTATGATGAGTTAGGTGATGTGTAAGTTGGTGGGTA
ATTTGAAGTAGTTTAATATGTTGTTGATTTTTATTAATTAGATTTGTATGAARATTGGTGTGATGTTT
GGTAATTTGGAAATTATTATTGGTGCGTAATGTGTTGAAATTTTATGTTTTTIGTTTGTTITGATATTTG
TTGTATTGGTGTGETGARAGAGGETGAAAATGTGGTGGGETAGTGAAATTTGTGTGAAAGTGGTGAAGA
ATAAAATTGTTGTGTTGTTTAAATAGGTTGAATT TTAGATTTTTTATGGTGAAGGTATTAATTTTTAT
GGTGAATTGGTTGATTTGGGTGTAAAAGAGAAGTTGATTGAGAAAGTAGGTGTGTGGTATAGTTATAA
AGGTGAGAAGATTGGTTAGGGTAAAGTGAATGTGATTGTTTGGTTGAAAGATAATT TGGAAATTGTGA
AAGAGATTGAGAAGARAGTATGTGAGTTGTTGTTGAGTAATTTGAATTTAATGTTGGATTTTTTTGTA
" GATGATAGTGAAGGTGTAGTAGAAATTAATGAAGATTTTTAA
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