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DESCRIPCION
Balizas de acidos nucleicos para hibridacién fluorescente in situ y tecnologia de chip.
La presente invencion se refiere a balizas para hibridacion fluorescente in situ y tecnologia de chip.
Antecedentes/técnica anterior

Debido al éxito generalizado de la tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), los laboratorios de
microbiologia estan esperando la aplicacion de la biologia molecular a la microbiologia rutinaria. Esto se ha
postergado por un problema inherente y fundamental de la biologia molecular. Debido a su precisién, es necesario
conocer qué herramientas (sondas) elegir. El prerrequisito es que se tiene que especificar una peticion respecto a
los organismos que se van a detectar. En las muestras clinicas, sin embargo, no se sabe cual de los mas de 2.000
patégenos clinicamente relevantes es el agente causal de una infeccion. Una estrategia racional resuelve el
problema

o Debe focalizarse en el 95% de los organismos que causan problemas

e Sise conoce donde se ha tomado la muestra, y existen datos clinicos, el nimero de organismos puede reducirse
aentre 2y 16.

e El numero de organismos para cubrir el percentil 95 en la mayor parte de las muestras clinicas es del orden de
100

Este razonamiento hace que sea econdmicamente factible realizar un ensayo basado en sonda de ADN de una
manera rutinaria.

El agrupamiento de microorganismos y el ensayo muy rapido para presencia/ausencia de microorganismos
especificos 0 un rango de microorganismos también es relevante en otros campos de los ensayos microbioldgicos:
Bancos de sangre, Industria farmacéutica, Industria cosmética e Industria alimentaria. Frecuentemente, los mismos
organismos son relevantes en todas las disciplinas y por lo tanto se necesita estandarizar las condiciones de
reaccion para todas las sondas.

La deteccion de ARN ribosomal mediante Hibridacion Fluorescente in situ (FISH) o utilizando tecnologia de chip
representa una manera eficaz de utilizar la sensibilidad y especificidad de las sondas de ADN sin tener que usar una
etapa de amplificacién enzimatica. FISH se basa en dos estrategias para la deteccién in situ de dianas generando
una sefial lo suficientemente fuerte como para ser detectada con dispositivos de mediciéon estandar tales como
microscopio de epifluorescencia:

1. En una célula estan presentes moléculas idénticas en numeros suficientes como para unirse a una sonda
especifica de oligonucledtido o analogo de nucleétido con un fluoréforo cada una.

2. Sondas grandes que portan una pluralidad de fluoréforos, por ejemplo, cdsmidos marcados.

La tecnologia FISH para la identificacion de microorganismos en sus entornos respectivos es muy conocida en la
técnica. La aplicaciéon de FISH para la deteccion de patédgenos tiene un interés especial para la microbiologia clinica
y la infectologia, en las que FISH se distingue por su velocidad y rentabilidad.

La deteccion de ARNr con la tecnologia de chip también exime de la necesidad de amplificar la diana. El ARNr total
se extrae de una muestra y se pone en un chip. Se concentran sondas especificas en un area superficial pequefia y
atraen las moléculas de ARNTr respectivas para proporcionar sefiales especificas de presencia/ausencia. Con el fin
de hacer que dichos chips sean econdmicamente viables necesitan ser usados repetidamente con las menores
manipulaciones posibles. Ademas, la estandarizacion de las caracteristicas de la sonda es primordial para la
generacion de resultados reproducibles.

Con el fin de obtener aceptacién en un entorno rutinario, las sondas deben disefiarse de manera tal que todas las
sondas para un estado patoldgico puedan correrse simultdneamente bajo condiciones idénticas en un recipiente
(chips, dispositivos microfluidicos o placas de microtitulacion). En el disefio de las sondas y para preparar sondas
economicamente viables, debe tenerse en cuenta que una sonda puede ser relevante para diferentes estados
patolégicos. Por lo tanto, no sélo un conjunto de sondas sino todas las sondas deben funcionar bajo condiciones de
hibridacion idénticas. Por consiguiente, deben ensayarse la secuencia y longitud de las sondas de trabajo.

La seleccion y definicién de una sonda de trabajo no puede realizarse por una simple comparacion de secuencia y
determinacioén de un valor T, tedrico. Dependiendo del algoritmo aplicado, se obtiene un amplio conjunto de valores
que no proporciona una guia respecto a la eleccion de la secuencia de la sonda adecuada para condiciones de
hibridacion estandarizadas.

La eleccién del algoritmo y de los factores que influyen en la calidad de una sonda se discute ampliamente en la
técnica (1-7). Una guia adicional puede buscarse comparando secuencias y la posicion real en la estructura
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tridimensional del ribosoma. En un intento de racionalizar el disefio de sondas, Behrens et al (8) investigaron la
correlacién entre los sitios de hibridacion y la accesibilidad real con la ayuda del modelo tridimensional 3A del
ribosoma. Sus descubrimientos demostraron que el SDS usado en los procedimientos in situ tiene un efecto
desnaturalizante predominante, no capturado por los algoritmos que predicen las estructuras secundarias.

Un problema adicional tanto en la tecnologia FISH como de chip es que el procedimiento requiere una etapa de
lavado astringente para eliminar las sondas no unidas, lo que requiere etapas de manipulacion, reactivos y tiempo
adicionales. El éxito de una hibridaciéon puede depender ampliamente de la habilidad y precision aplicadas en la
etapa de lavado. Sin embargo, las aplicaciones rutinarias requieren etapas y manipulacién minimas, lo mas
importante es que deben ser independientes de las habilidades individuales.

Una solucién a la reduccion de etapas seria la aplicacion de transferencia de energia resonante de fluorescencia
("FRET") en la formacién de horquilla de un oligonucleétido o analogo de nucleétido (baliza molecular). En la técnica
se conocen varias estrategias para el desarrollo de balizas y las descripciones generalizadas para su construccion
estan disponibles libremente (13). Las balizas se usan ampliamente en PCR en tiempo real, en la que se hibridan en
disolucién a un numero creciente de moldes generados por las enzimas amplificadoras (15). Sélo se han hecho unos
pocos intentos para generar balizas para la deteccidn/identificacién de bacterias en membranas (14). Se construyé
una baliza exitosa para detectar E. coli en células completas con una sonda de acido nucleico peptidico (PNA). La
sonda de ADN correspondiente no proporcioné un rendimiento adecuado (16). La produccion de balizas de PNA
adicionales esta limitada debido a la baja solubilidad de los oligonucleétidos basados en PNA segun se establece en
las recomendaciones de disefio (17).

La Patente CA 2176266/EP 0745690 proporciona una guia para la construccion de tallos universales para PCR en
tiempo real (9). Sorprendentemente, estas recomendaciones no proporcionan balizas de trabajo cuando se
combinan con sondas disefiadas para identificar microorganismos in situ. La PCR en tiempo real se realiza en
disolucion mientras que tanto ISH (hibridacion in situ) como los chips requieren dianas fijadas. Sus detalles
termodinamicos no eran compatibles con los requerimientos de la hibridacion in situ y FRET. Asi, no pudieron
predecirse tallos de trabajo universales para aplicaciones con dianas fijadas. Por lo tanto era necesario buscar
empiricamente balizas especificas que se ajustaran a oligonucleotidos o analogos de nucleétidos individuales con el
fin de conseguir una pluralidad de balizas que funcionaran bajo especificaciones ISH idénticas.

En la seleccion de balizas ISH debe tenerse cuidado para que el tallo no dificulte el equilibrio delicado de hibridacion
hacia ARN enrollado en grandes complejos proteina(ARN tales como ribosomas. La accesibilidad de los sitios de
unién se discute ampliamente en la técnica y se resume en (1).

Las limitaciones adicionales en el disefio de una sonda baliza son proporcionadas por el tamafio de los poros
generados en la pared celular durante el procedimiento ISH. La adiciéon del mismo tallo a diferentes sondas resulta
en balizas claramente individuales. Una pluralidad de sondas forman ya bucles en horquilla y la adiciéon de un tallo
no resulta en la formacion de una "baliza". Ademas, la simple adicion de bases para formar pares complementarios
puede incrementar la T, en un grado tal que termodinamicamente se prefiere la horquilla en lugar de la formacién de
hibridos. Hay que considerar tallos especiales que empujen a la secuencia a la formacion de balizas a la vez que se
mantiene la Tr, en o por debajo de la del hibrido. Las ensefianzas respecto al disefio de balizas (13) muestra que el
incremento de la longitud del tallo en un par de bases incrementa la Tr 5°C y que la T, del tallo deberia ser 10°C
mayor que la Tr, de la secuencia que hibrida.

FISH con microorganismos individuales, tales como bacterias, basado en secuencias de ARNr especificas, puede
ser dificil debido al impedimento estérico del ARNr en el ribosoma. En otras palabras, una baliza que forme una
horquilla puede hibridar mal con la secuencia diana de ARNr incluida.

Es por lo tanto la materia de la presente invencién proporcionar balizas moleculares que superen las desventajas
descritas anteriormente al menos parcialmente. La soluciéon proporcionada en la presente invencion y las
realizaciones preferidas de ésta se describen en las reivindicaciones.

La materia de la presente invencion es un acido nucleico capaz de formar un hibrido con una secuencia de acido
nucleico diana y capaz de formar una estructura en horquilla si no se forma ningun hibrido con la secuencia diana,
comprendiendo dicho acido nucleico

(a) una parte de acido nucleico que comprende
(a1) una secuencia complementaria a la secuencia de acido nucleico diana,
(a2) un par de dos secuencias complementarias capaces de formar un tallo,

(b) un efector y un inhibidor, en el que el inhibidor inhibe al efector cuando el acido nucleico forma una estructura en
horquilla y en el que el efector es activo cuando el acido nucleico no esta formando una estructura en horquilla.

El acido nucleico de la presente invencion capaz de formar un hibrido con una secuencia de acido nucleico diana y
capaz de formar una estructura en horquilla si no se forma ningun hibrido con la secuencia diana también se refiere
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en la presente memoria como "baliza", "baliza molecular”, "horquilla" o "bucle de horquilla", en el que la forma
"abierta" (no se forma tallo) asi como la forma "cerrada" (la baliza forma un tallo) estan incluidas. La forma abierta
incluye una baliza que no forma un hibrido con una secuencia diana y una baliza que forma un hibrido con la
secuencia diana.

En particular, las dos secuencias complementarias (a2) estan flanqueando la secuencia (a1), es decir, la primera
secuencia (a2) esta unida al extremo 3' de la secuencia (a1) y la segunda secuencia (a2) esta unida al extremo 5' de
la secuencia (a1).

El hibrido de la secuencia (a1) con la secuencia diana también se refiere en la presente memoria como "hibrido con
la secuencia cognada" o como "hibrido cognado".

En la presente invencion, el efector puede estar unido a una de las dos secuencias complementarias capaces de
formar un tallo, mientras que el inhibidor puede estar unido a la otra de las dos secuencias complementarias, de
manera que el inhibidor esencialmente inhibe la actividad del efector cuando se forma un tallo, y el efector es activo
cuando la horquilla esta abierta. Preferiblemente, el efector esta unido al extremo 5' o al extremo 3' de la baliza,
respectivamente, o a una posicion que esta a 1, 2, 3, 4, 6 5 nucleétidos de distancia del extremo 5' o del extremo 3',
respectivamente. El inhibidor esta unido preferiblemente al otro extremo no cubierto por el efector, es decir, al
extremo 3' o al extremo &', respectivamente, o a una posicidon que esta a 1, 2, 3, 4, 6 5 nucledtidos de distancia del
extremo 3' o del extremo 5', respectivamente.

El disefio de los bucles de horquilla descritos en la presente memoria se diferencia por lo tanto fundamentalmente de
las balizas muy conocidas en la técnica.

La hibridacion de la baliza de la presente invencion con la secuencia diana puede tener lugar en condiciones en las
que el bucle esta abierto. Una baliza que no forma un tallo cuando hibrida es capaz de hibridar con una secuencia
de ARNr diana, por ejemplo, y por lo tanto puede conseguir una hibridacion exitosa.

Este objetivo se consigue, por ejemplo, por una Tn, de la baliza (es decir, la T, del tallo) que es esencialmente igual
a o menor que la Ty, del hibrido cognado (es decir, el hibrido de la baliza con la secuencia diana). Asi, la hibridacién
con la secuencia diana tiene Iugar cuando el tallo esta abierto, por ejemplo, si la hibridaciéon tiene lugar en
condiciones esencialmente sin Mg”".

"Tm esencialmente igual" del h|br|do cognado y el tallo de la ballza se refiere a temperaturas de fu3|on que se
diferencian en menos de 5°C, preferiblemente menos de 3 C mas preferiblemente menos de 2°c, mas
preferiblemente menos de 1 °C, mas greferlblemente menos de 0,5°C, incluso mas preferiblemente menos de 0,2 oc,
lo mas preferiblemente menos de 0,1°C

Con el fin de conseguir una inhibicion del efector por el inhibidor, formando los dos parte de la baliza, en aquellas
moléculas de baliza que no hibridan con la secuencia diana, la formacion del tallo debe inducirse después de la
reaccion de hibridacion. Esto puede conseguirse, por ejemplo, con una baliza que tiene una AG < 0, de manera que
la horquilla se formara espontaneamente. Ademas, la formacién del tallo puede introducirse lavando con un tampén
que contiene Mg como se describe en la presente memoria.

En particular, los bucles de la horquilla se construyen de una manera tal que en condiciones de hibridacién
estandarizadas (por ejemplo, en condiciones esencialmente sin Mg ") el tallo de la baliza esta abierto de manera que
las posibles limitaciones estéricas no dificultan el proceso de hibridacién. Por ejemplo, las limitaciones estéricas
pueden estar presentes cuando la secuencia diana es una secuencia de ARNr. Si el efector es un fluoréforo, el
fluoréforo no se extinguira por la gran proximidad de las proteinas ribosomales.

Las condiciones adecuadas para la induccién de la formacion del tallo después de la hibridacion mcluyen un tampon
que contiene Mg , por ejemplo que contiene aproxmadamente 1 a aproximadamente 20 mM Mg mas particular
aproximadamente 5 a aprOX|madamente 15 mM Mg incluso mas particular aproxmadamente 8 a
aproximadamente 12 mM Mg lo mas particular aproxmadamente 10 mM Mg”. El tampoén puede tener un pH > 8.

Ademas, las balizas funcionan en su totalidad y no pueden diseccionarse en tallo y bucle ya que el efecto del vecino
mas préximo y apilamiento tiene una gran influencia en sus propiedades termodinamicas. Las balizas preferidas de
la presente invencién se resumen en la Tabla 1. Estas muestran claramente que la secuencia tallo preferida es
independiente de la AG, T, contenido de GC o longitud de la secuencia elegida para identificar una especie.

En la presente invencién, se establecen las especificaciones termodinamicas para la construccion individual de las
balizas adecuadas para condiciones estandarizadas: La energia de Gibbs (AG) para la formacién de la baliza tiene
que disenarse de manera tal que

e La baliza se formara espontaneamente (AG < 0) en ausencia de una secuencia diana cognada en condiciones de
hibridacion.

e La AG del hibrido cognado es significativamente menor (es decir, mas negativa) que la AG de la baliza.
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e La AG respectiva de la baliza es menor que un emparejamiento errébneo o secuencia no cognada.

e La Ty para la formacién de la baliza tiene que disefiarse de manera tal que la Tr, de la baliza sea menor que o
esencialmente la Tr, del hibrido.

Se prefiere que la AG del hibrido cognado esté en el intervalo de aproximadamente -17 a aproximadamente -25
kcal/mol, preferiblemente aproximadamente -18 a aproximadamente -24 kcal/mol, mas preferiblemente
aproximadamente -19 a aproximadamente -23 kcal/mol, lo mas preferiblemente aproximadamente -20 a
aproximadamente -22 kcal/mol en condiciones de hibridacién.

También se prefiere que la AG de los hibridos cognados en condiciones de hibridacion no varie mas de 5 kcal/mol,
preferiblemente no méas de 3 kcal/mol, mas preferiblemente 2 kcal/mol y lo mas preferiblemente 1 kcal/mol.

Ocasionalmente, las secuencias cognadas pueden formar bucles de horquilla espontaneos, en los que sélo necesita
ser suplementado un brazo para conseguir la formaciéon de la baliza. Si la secuencia diana es una secuencia de
ARNr, esto, sin embargo, da lugar al efector, por ejemplo el fluoréforo, en gran proximidad con proteinas del
ribosoma potencialmente extintoras. En una configuracion preferida, el tallo se extiende. Con el fin de ajustarse a
dichas especificaciones termodinamicas como se describe en la presente memoria incluso con un tallo extendido, se
concibid un método para mantener tanto la T, como la AG dentro de las especificaciones. Segun la presente
invencién, esto puede conseguirse por la introduccion de al menos un nucledtido o analogo de nucleétido no
emparejado. En la presente invencion, la introduccidon de al menos un nucleétido no emparejado puede aumentarse
por la introduccién de un nucledtido o analogo de nucleétido adicional, de manera que las dos secuencias
complementarias tienen una longitud diferente y el tallo se "dobla" (véase por ejemplo la posicion 36 en SEQ ID NO:
1) oly puede conseguirse por un reemplazo de un nucleétido o analogo de nucleétido emparejado por un nucleétido
0 analogo de nucledtido no emparejado (véase por ejemplo la posicion 5 en SEQ ID NO: 7). Asi, en la presente
invencioén, las "secuencias complementarias capaces de formar un tallo" también pueden incluir al menos un
nucleétido no emparejado, preferiblemente 1, 2, 3, 4 6 5 nucleétidos no emparejados.

Como puede verse en la Tabla 2 ninguna de las secuencias descritas aqui podria concebirse como balizas de PNA
debido a las limitaciones mencionadas en la construccion de oligonucleétidos de PNA. Siendo la limitacion principal
la longitud del oligonucledtido requerida para tener tanto suficiente especificidad como una longitud de tallo
suficiente para asegurar el re-plegamiento del bucle cuando no hibrida. Es por lo tanto necesario concebir balizas de
ADN que sean capaces de hibridar con afinidad y velocidad suficientes para permitir la identificacion in situ de
microorganismos.

La baliza de la presente invencion no es una baliza de PNA. El nucleo de la baliza es preferiblemente un ndcleo de
acido nucleico. La baliza puede comprender un andlogo de &cido nucleico tal como un analogo de
desoxirribonucledétido o un analogo de ribonucleétido en la parte de acido nucleico o/y en el conector si esta presente
un conector. Este analogo es preferiblemente un analogo de nucleétido modificado en el resto de azucar, la base oly
los grupos fosfato. El analogo de nucledtido no es preferiblemente un bloque de estructura PNA.

Segun el mencionado percentil 95 en muestras clinicas, los patégenos pueden agruparse en grupos relacionados
por enfermedad. Las sondas frente a estos organismos deben funcionar simultdneamente en las condiciones
mencionadas, especialmente si todas las sondas van a utilizarse en un chip. La aplicaciéon en chip requiere una
estandarizacion estricta tanto de las caracteristicas del cognado como del tallo. Si se emplea una combinaciéon de
mas de una sonda, es decir, al menos dos sondas, todas las sondas tienen que disefiarse para funcionar en el
mismo porta/chip simultdneamente.

Otra materia de la presente invencion es una combinacion que comprende al menos 2, preferiblemente al menos 10,
al menos 20, al menos 30, al menos 40 o al menos 50 balizas. La combinaciéon puede comprender pero no esta
limitada a todas las balizas de la Tabla 1, preferiblemente como maximo 100, como maximo 80, como maximo 70,
como maximo 60, como maximo 50, como maximo 40, como maximo 30 o como maximo 20 balizas.

En una combinacién de la presente invencion, las balizas pueden tener la misma o diferentes secuencias diana. Se
prefiere que las secuencias diana de las balizas individuales sean diferentes.

En una combinacién de balizas de la presente invencion, la diferencia en AG de las balizas individuales del hibrido
de las secuencias de (a2) oly el hibrido de la secuencia de (a1) con una secuencia diana puede ser como maximo
aproximadamente 4 kcal/mol, preferiblemente como maximo aproximadamente 3 kcal/mol, mas preferiblemente
como maximo aproximadamente 2 kcal/mol, y lo mas preferiblemente como maximo aproximadamente 1 kcal/mol
respecto a la secuencia cognada.

En una combinacion, los valores de Ty, de las balizas individuales respecto a su secuencia cognada respectiva
pueden diferenciarse como maximo aproximadamenteOSOC, preferiblemente como maximo aproximadamente 2°c,
mas preferiblemente como maximo aproximadamente 1°C.

Se prefiere que en la combinacién de la presente invencion los acidos nucleicos individuales funciones
uniformemente. "Funcionar uniformemente" significa que la hibridacion exitosa puede conseguirse con diferentes
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sondas de acidos nucleicos de la presente invencion en las mismas condiciones de hibridacion, por ejemplo, en
condiciones de hibridacién estandarizadas. En otras palabras, los acidos nucleicos que funcionan uniformemente de
la presente invencion no requieren la optimizacion individual de las condiciones de hibridacion.

Dependiendo del estado patoldgico, determinados patdégenos son, lo mas frecuentemente, los agentes causales y
pueden asi reunirse en grupos de diagndstico. Puede requerirse la adicidon u omisién de determinados patégenos
dependiendo de la epidemiologia regional con el fin de alcanzar el percentil 95. El listado preferido de la Tabla 1
abarca los requerimientos de Europa y la mayor parte de América del Norte.

Se describe ain mas un kit o chip que puede contener al menos dos balizas de la Tabla 1 requeridas para detectar
los organismos listados opcionalmente junto con los reactivos de hibridacion requeridos. Preferiblemente, el chip o
kit contiene al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40 o al menos 50 balizas. El kit o chip puede contener
como maximo todas las balizas de la Tabla 1, preferiblemente como maximo 100, como maximo 80, como maximo
70, como maximo 60, como maximo 50, como maximo 40, como maximo 30 o como maximo 20 balizas.

La lista de agrupaciones vy kits resultantes para la deteccién, enumeracion e identificacion de los organismos listados
se reune en la Tabla 1.

Las balizas pueden aplicarse en ensayos disefiados para realizarse en tubos, placas de microtitulacion, pocillos de
microtitulacion de filtracién, portas y chips. La deteccidon puede hacerse con fluorescencia, fluorescencia en tiempo
resuelto, con una pluralidad de fluoréforos y utilizando enzimas electroquimicas.

En la realizacién preferida para FISH, el ensayo se realiza en portas de vidrio disefiados para contener y separar
varias muestras.

Otra materia de la presente invencion es un método de hibridacién que comprende

(a) poner en contacto al menos un acido nucleico de cualquiera de la presente invencion o una combinacion de
acidos nucleicos de la presente invencién con una muestra bioldgica,

(b) hibridar el acido nucleico o la combinacién de acido nucleico de (a) con la muestra en condnmones en las que el
tallo del &cido nucleico esta abierto, por ejemplo, hibridar con un tampoén esencialmente sin Mg

(c) inducir condiciones que permitan la formacién del tallo en aquellas moléculas de acido nucleico de (a) que no
forman un hibrido con la muestra, por ejemplo, lavar con un tampdn que contiene magnesio, por ejemplo a pH>8 oly
a temperatura ambiente.

La muestra puede ser cualquier muestra de origen bioldgico, tal como una muestra clinica o alimentaria, que se
sospecha que comprende un acido nucleico para detectarse por la baliza. La muestra puede ser una muestra que
comprende microorganismos, tales como bacterias, levaduras y mohos, en particular bacterias Gram positivas o/y
Gram negativas.

También puede emplearse en el método de hibridacion un kit o chip como se describe en la presente memoria.

"Esencialmente sin Mg”" se refiere a una concentracion de Mg2+ de menos de 1 mM, preferiblemente menos de 0,1

mM, mas preferiblemente menos de 0,05 mM, lo mas preferiblemente menos de 0,01 mM.

El tampoén en la etapa (c) puede contener aproxmadamente 1 a aproximadamente 20 mM Mg , mas particular
aproximadamente 5 a aproxmadamente 15 mM Mg incluso mas partlcular aproximadamente 8 a
aproximadamente 12 mM Mg lo mas particular aproxmadamente 10 mM Mg

Puede aplicarse cualqwer protocolo de hibridacion adecuado que comprende la aplicacién de una disolucién
esencialmente sin Mg y una disolucién que contiene Mg como se ha indicado anteriormente. Por ejemplo, puede
usarse el protocolo siguiente: Se aplican alicuotas de muestras clinicas a campos definidos en los portas.
Preferiblemente, se aplica una cantidad definida de 10 ul y se seca.

1. Las muestras se fijan con calor a los portas.

2. Los organismos Gram positivos se someten a una digestion con Lisozimal/Lisostafina segun especificaciones
publicadas. En una realizacion preferida, la digestion se lleva a cabo durante 7 minutos a 46°C en una camara
humidificada.

3. Se forman poros por ejemplo sumergiendo el porta en 100% metanol o etanol durante varios minutos. En una
realizacién preferida, el metanol o etanol se enfria en hielo y el tiempo de inmersion es 7 minutos para organismos
Gram negativos y 3 minutos para organismos Gram positivos.

4. El porta se seca en un secador de portas, por ejemplo a 55°C.
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5. Las balizas se disuelven en un tampdn de hibridacion (que puede ser esencialmente sin Mg”) y se aplican a cada
campo del porta mientras estan en el secador de portas.

6. El porta se pone en una camara de hibridacion, humidificada con tampdn de hibridacion. En una reahzacmn
preferida, el porta se cubre con un cubre portas hidrofébico y se pone en un secador de portas cubierto a 46 °c
durante 12 minutos.

7. El porta se lava con un tampén que contiene magnesio, por ejemplo a pH>8 oly a temperatura ambiente. El
tampon puede contener aproxmadamente 1 a aproximadamente 20 mM Mg2 mas particular aproxmadamente 5a

aproximadamente 15 mM Mg incluso mas particular aproximadamente 8 a aproximadamente 12 mM Mg lo mas
particular 10 mM Mg

8. El porta se seca y puede montarse con fluido de montaje y puede leerse bajo un microscopio de epifluorescencia
con un aumento total, por ejemplo, de 400x, 600x 6 1.000x.

Si se usan otros recipientes para la hibridacion, la deteccién puede ser mediante citometria de flujo o lector de
fluorescencia automatizado muy conocido en la técnica.

Otra realizacion mas comprendida se refiere a aplicaciones de chip de las balizas de la presente invencién. Para las
aplicaciones de chip, es necesario unir covalentemente las balizas a una superficie transportadora. Para facilitar
esto, la base 3' terminal de las balizas disefiadas puede biotinilarse o unirse mediante un reactivo hetero-bifuncional
a una enzima usando métodos muy conocidos en la técnica de la quimica de proteinas y acidos nucleicos. Las
balizas biotiniladas pueden afadirse a chips recubiertos con estreptavidina que pueden obtenerse libremente de
fuentes comerciales (19). En esta aplicacion, los bucles de horquilla biotinilados respectivos pueden unirse a una
pluralidad de campos distintos de un chip, por ejemplo al menos 10, al menos 50, al menos 100, al menos 200 o al
menos 500 campos o como maximo 500, como maximo 400 o como maximo 300 campos. EI ARN total puede
extraerse de las muestras usando kits disponibles comercialmente (20) y puede aplicarse al chip en condiciones de
hibridacion. Después de la hibridacion, el chip puede lavarse brevemente con un tampén que contiene magnesio,
por ejemplo a pH>8. La fluorescencia en un campo indica la presencia de la secuencia diana especifica, por
ejemplo, un ARN especifico que indica la presencia de un organismo respectivo en la muestra.

Con el fin de ampliar los ensayos de hibridacion a aplicaciones rutinarias a gran escala, es necesario analizar una
pluralidad de muestras secuencialmente en un chip reusable. El disefio del chip debe permitir la produccion a gran
escala, un control de calidad eficaz y una vida larga a temperatura ambiente.

Con el fin de cumplir con estas especificaciones, en otra realizaciéon de la presente invencién, una baliza de la
presente invencion se une covalentemente a una enzima que produce una sefal catalizando una reaccion
especifica. En particular, la enzima puede producir una sefal electroquimica. Las enzimas adecuadas comprenden,
pero no estan limitadas a, tirosinasa, peroxidasa, sulfito oxidasa, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, guanina
oxidasa. En una realizacion preferida, la enzima se obtiene recombinantemente de una secuencia gendmica de un
organismo termo o hipertermofilico para volverla estable en condiciones de hibridacion y temperaturas elevadas (21).
La enzima puede estar unida a la baliza en un extremo de la molécula de baliza. En el otro extremo de la molécula,
puede estar unido un inhibidor que es capaz de inhibir la actividad de la enzima. Cuando no esta presente ninguna
secuencia cognada para dichos bucles de horquilla el inhibidor inhibe la enzima y no se genera ninguna sefal. En
presencia de una secuencia cognada el bucle permanecera no plegado con el inhibidor alejado de la enzima y la
enzima producira una sefal electroquimica que puede detectarse por dispositivos bien descritos en la técnica.
Puede emplearse un conector para la unién de la enzima oly el inhibidor, en particular para la unién del inhibidor.

En una realizacién preferida adicional, la glucosa oxidasa se une a un extremo de dichos bucles de horquilla y un
inhibidor de la glucosa oxidasa, tal como un nucleétido de adenina o analogo de nucledtido de adenina, se une al
otro extremo del bucle de horquilla. Los nucleétidos de adenina son inhibidores conocidos de la glucosa oxidasa (22,
23). Puede emplearse un conector para la union de la glucosa oxidasa o/y el inhibidor de la glucosa oxidasa, en
particular para la union del inhibidor de la glucosa oxidasa. Cuando no esta presente ninguna secuencia cognada
para dichos bucles de horquilla, el inhibidor, en particular el nucleétido de adenina, inhibe la enzima y no se genera
ninguna sefal. En presencia de una secuencia cognada, el bucle permanecera no plegado con el inhibidor alejado
de la enzima y la enzima producira una sefal electroquimica que puede detectarse por dispositivos bien descritos en
la técnica.

Para realizar dicho ensayo, se han desarrollado una gran pluralidad de secuencias con caracteristicas idénticas
(Tabla 1), que pueden aplicarse a posiciones definidas en el dispositivo de deteccion (chip) respectivamente. El ARN
total se extrae de una muestra utilizando un procedimiento de extraccion y kits facilmente disponibles en el mercado
(20) y se pone en el chip en condiciones de hibridacion. Después de la hibridacién, el chip se lava con tampoén de
sustrato a 46°C y se lee la sefal. Al final del ciclo, todo el ARN hibridado se elimina por lavado con tampodn de
hibridacion a temperatura elevada. Preferiblemente, la temperatura de lavado se elige 10 °c por encima de la T,
respectiva. En una reallzamon preferida, el chip se lava a 60°C con tampon de hibridacion. La temperatura puede
bajarse entonces hasta 46°C para equilibrar para el siguiente ciclo analitico.
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Leyendas

La Tabla 1 describe secuencias de baliza de la presente invencién. Abreviaturas: R&G: un marcador fluorescente
rojo o/y verde puede unirse a la baliza, tal como Cy3 o FITC o un derivado de éstos.

La Tabla 2 describe que las balizas de PNA no son adecuadas en la presente invencién. Los calculos se realizaron
con las secuencias de la Tabla 1 asumiendo que la baliza era una baliza de PNA. A diferencia de las balizas de
ADN, todos los cinco criterios siguientes tienen que cumplirse: contenido de GC < 60%, < 3 bases
autocomplementarias, 4 purinas seguidas, longitud maxima de 18, palindromos de secuencia inversa o repeticiones
u horquillas. "Si" ("No") en la Tabla 2 indica que el criterio se cumple (no se cumple). La columna "Final" indica si una
baliza PNA es adecuada en la presente invencion ("Si") o no ("No"). "No" en final indica que uno de los cinco
criterios no se cumple. "Si" indicaria que todos los criterios se cumplen. Se juzga que todas las secuencias de la
Tabla 2 son "No". Asi, ninguna de las secuencia de la Tabla 1 seria adecuada en una baliza PNA.
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico capaz de formar un hibrido con una secuencia de acido nucleico diana y capaz de formar una
estructura en horquilla si no se forma ningun hibrido con la secuencia diana, comprendiendo dicho acido nucleico

(a) una parte de acido nucleico que comprende

(a1) una secuencia complementaria a la secuencia de acido nucleico diana, en el que la secuencia de acido nucleico
diana es una secuencia de &cido nucleico de un miocoroganismo,

(a2) un par de dos secuencias complementarias capaces de formar un tallo,

(b) un efector y un inhibidor, en el que el inhibidor inhibe al efector cuando el acido nucleico forma una estructura en
horquilla y en el que el efector es activo cuando el acido nucleico no esta formando una estructura en horquilla y en
el que el efector es un marcador luminiscente, en particular un marcador fluorescente y el inhibidor es un extintor,

caracterizado porque el acido nucleico se construye en un método que comprende

(i) disefiar la secuencia de (a1) de manera que la AG del hibrido de la secuencia de (a1) con su secuencia diana
esta en el intervalo de aproximadamente -17 a aproximadamente -25 kcal/mol en condiciones de hibridacién que
comprenden hibridacién en un tampon que tiene una concentracion de Mg2+ de menos de 1 mM, y

(i) disefar las secuencias de (a2) de manera que la AG del hibrido de las secuencias de (a2) es menor de 0 en
ausencia de la secuencia diana y mayor que la AG del hibrido de la secuencia de (a1) con su secuencia diana.

2. El acido nucleico de la reivindicacion 1, en el que la Tr, del hibrido de las secuencias de (a2) es esencialmente
igual a o menor que la Tr, del hibrido de la secuencia de (a1) con la secuencia diana, por ejemplo, como maximo
agroximadamente 5°C, aproximadamente 4°C, aproximadamente 3°C, agroximadamente 2°C o aproximadamente
1°C menor en particular en un tampén que tiene una concentracion de Mg“” de menos de 1 mM.

3. El &cido nucleico de la reivindicacion 1 6 2, en el que la AG del hibrido de las secuencias de (a2) es menor que la
AG de un hibrido del acido nucleico con una secuencia que se empareja erroneamente o/y una secuencia diferente
de la secuencia diana.

4. El acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la formacion del tallo tiene lugar en
presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM Mgz", en particular en presencia de aproximadamente
5 azaproximadamente 10 mM Mg”, mas particular en presencia de aproximadamente 8 a aproximadamente 10 mM
Mg*".

5. El acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la parte de acido nucleico (a)
consiste en ribonucledtidos, andlogos de ribonucledtidos, desoxirribonucledtidos o/y analogos de
desoxirribonucleétidos, siendo dichos analogos de nucledtidos diferentes de bloques estructurales de PNA.

6. El acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la parte de acido nucleico (a) se
selecciona de las secuencias baliza de la Tabla 1.

7. Una combinacion que comprende al menos dos acidos nucleicos segun se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.

8. La combinacion de la reivindicacion 7, en la que los valores AG del hibrido de las secuencias de (a2) o/y el hibrido
de la secuencia de (a1) con una secuencia diana de los acidos nucleicos individuales se diferencia como maximo
aproximadamente 4kcal/mol, o/y en el que los valores de T, del hibrido de las secuencias de (a2) o/y el hibrido de la
secuencia de (al) con una secuencia diana de los acidos nucleicos individuales se diferencia como maximo
aproximadamente 3°C.

9. La combinacion de la reivindicacion 7 u 8, en la que los acidos nucleicos individuales funcionan uniformemente en
las condiciones de hibridacion requeridas para hibridar en condiciones de hibridacion in situ.

10. Un método de hibridacion in situ que comprende

(a) poner en contacto al menos un acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o una combinacion de
acidos nucleicos de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 con una muestra biolégica,

(b) hibridar el acido nucleico o la combinacién de acido nucleico de (a) con la muestra en un tampoén que tiene una
concentracion de Mg2+ de menos de 1 mM de manera que el tallo del acido nucleico esta abierto, e

(c) inducir condiciones que permitan la formacién del tallo en aquellas moléculas de acido nucleico de (a) que no
forman un hibrido con la muestra, en el que la formacion del tallo tiene lugar en un tampén que tiene una
concentracion de Mg2+ de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM M92+.

12
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11. El método de la reivindicacion 10, en el que la formacion del tallo tiene lugar en un tampén que tiene una
concentracién de Mg2+ de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 mM M92+, en particular aproximadamente 8 a
aproximadamente 10 mM M92+.

12. Uso de al menos un acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o/y una combinaciéon de
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 en el método de la reivindicacién 10 u 11 para identificar la presencia o
ausencia de uno o una pluralidad de organismos, en particular microorganismos, en una muestra biolégica tal como
una pluralidad de materia viva o muerta de origen humano, animal o/y alimentario.

13. Uso de la reivindicacion 12, que es un uso diagndstico.

13
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[ Tabla 3

Lista de las sondas de Baliza que
funcionan en condiciones idénticas
ala Tabla 1y poseen condiciones

fisicoquimicas muy similares
Organismo diana Nombre de la haliza Secuencia 5'-3"
Acinetobacter spp, B-Acibact-1 TGCCGGTT
TTAGGCCAGATGGCTGCC
AATCCCGGCA
Aspergillus fumigatus, Aspfum - CCGG CCC CCG AGA GGT
GATACAT GCCGG
Aspergillus niger, Aspnig CCGGC AAT TAC AAT GCG
GAC TCC GAA G CCGG
Klebsiella pneumoniae, B;Klepne-2 ACGCCGGCGT A
TJTAACC TCATCG CCT
TCGCCCAGCGT
Mycobacterium avium Complex, B.Mycav CCC GGT GTT GAT ATA
AGG CAG GTG CCGGG
Mycobacterium chelonae, B-Mchel CCCGG CATGAAGT GTG
TGG TCC TAT CCGGG
Myc&bac!erfum fortuitum, B-Mfort . CCCGG TGA AGC GCG
- N | IGG TCATAT TC CCGGG |
Mycobactenium gordonae, B-Mgord CCCGG IGTGTCCTGTGG |
JCC TAT IC CCGGG !
I
: . |
Mycobacterium intraceliulare, B-Mintra CCCGG ACATGCGTCTA |
AAG GTC CTA CCGGG
Mycobacterium kansasii/gast, B-Mkan CCCGG TAGAG CTG AGA

CGT ATC GATC CGGG
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Mycobacterium malmoense,

B-Mmalm

ES 2401 183 T3

CCG CGCCAC
CGC CCT ATT CGCGG

Mycobacterium smegmatis,

B-Msmeg

CCCGG CAC GTC GAG
GGC TCT GAC CCGGG

Mycobacterium tuberculosis
complex,

B-Mib-compl

CCA CCG GAG AGG AAA
AGG AGG TGG

Mycobacterium xenopi,

B-Mxen

CCGCG C CGC TAC CAA
ACGCTITTC GCGG

Shigella {some E.coli),

B-Shig

CCGGG _tca cce gt atc gea
cacct CCCGG

Staphylococcus aureus,

B-Staphau

TGCCGGATT TICTCGTCC

GTT CGC TCG ACTTGC
AATCCCGGCA

Streptococcus agalactiae,

B-Straga-2

GCCGCCGGCGT ACT CCT

ACC AAC GTT CTT CTC
TCGCCCAGCGGC

Streptococcus pyogenes,

B-Strpyo-C

TGCCTTC GAG CAATIG
CCC CTT TTA AAT TAC

GAAGGCA

Citrobacter freundii,

Citfreu-Wi

CCCGGT CGCTTCATT

ACG CTATGTATCC
ACCGGG

Streptococcus pyogenes,

B-Strpyo-D

CGCTC GAG CAATTG CCC
CTT TTA AAT TAC GAGCG

Streptococcus pneumoniae,

B-Strepne-2

CCGT TAA GCA AAT GTC
ATG CAA CAT CTACTTA

ACGG

Streptococei, F111

B-Strept-2

CGCCTTC GCC GIC CCT
TTC TGG TTAGTT ' '
GAAGGCG

Strepfococcus agalactiae,

B-Straga-3

CCGCT ACT CCT ACC AAC
GITCTT CTC AGCGG

Serratia marcescens,

B-Sermarc

CCGCTC CGAGACTC TAG
CTT GCC AGT GAGCGG

Pseudomonas spp.,

B-Psspp

CGCTC GGC AGA TTC CTA
GGC A T GAGCG

Staphylococci,

B-Staphspp-2

CCAAC TTTCG CACATC
AGCGTCAGTT GG
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Salmonella,

ES 2401 183 T3

| B-Sal 1686

CGCTC CIT CAC CTA CGT
GTC AGC G GAGCG

Pseudomonas aeruginosa,

B- Psaer D

CCCGG A AGA CGA
GICATCAGC T CCGGG

Legionella preumophila ,

B-Legpne

CCGG ATCTGACCGTCC
CAG GTT CCGG

Klebsiella oxyloca,

B-Kleboxy

CCGAGGT AGG TTATTA
ACC TCA CTC CCT TCC
TCGG

Staphylococcus aureus,

B-Staur-W1

CCCCT CAAGCT TCT CGT
CCGTTIC G AGGGG

Listeria monocytogenes,

Lismon

CCTA GCATGC GCC ACA
TCT TAT CA GCTAGG

Klebsiella pneumoniae,

B-Klepne-3

CAGGCTT AGGTTATTA
ACCTCATCGCCT G

Hasmophilus influenzae,

B-Haeinf

CCCGG CCGCACTT TCA
TCT TCC GAT CCGGG

Burkholderia spp.,

B-Burk. Spp

CCCGG CCA GTC ACC AAT
GCA GTT CC CCGGG
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Burkholderia cepatis & Burkholderia
cenocepatia,

B-Burcep-cen WI

CCT GCC TATGT ATT CAG
CCATGG CAGG

Burkholderia malii & Burkholderia
pseudomalei,

B-Burpseumal WI

GGGCC I CGC CTC ACT
AGA CCT ATG CCGGG

Burkholderia vietnamensis,

B-Burviet WI

CCCGG TCGCTTCTCT
GGA CCT ATG CCGGG

Burkholderia multivarans,

B-Burmuit Wi

CCCGG CIT CAC CCT ICC
AGC GCA CCGGG

Burkhaolderia gladioli,

B-Burgla Wi

CCAGC GG TAC GGT CAC
TGT TAA ACT GCTGG

Acinetobacter spp.

B-Acibact-2

CCGTAG ACC ATC CTC
TCC CAT ACT CTA CGG

Acinetobacter baumanii,

B-Acinbaum-3

C CGCTA GGT CCG GTA
GCA AGC GG

Aspergillus flavus,

B-Aspfla-3

CGGCC TAC ATT CCG GGA
GCCTITG GCCG

Aspergillus terreus,

Aspter

CCGAT CAG ACA CCC CGC
CCC ATA GATCGG

Bacteroides/Prevotella,

B-BacPrev

CCGCG GIGTCTCAGTT
CCAATGTGG G CGCGG

Borrelia B-Borrcompl CCCGG GGT AAC AGA TAA
burgdorferi+garinii+afzelii+valaisiana, CAA GGG TTG CCCGGG
Bordetella pertussis, B-Borper CCGGG CT

JICGTGC A CCCGG
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Escherichia coli,
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B-Ecol-ll

CCG GCA AAG AAG CAA
GCTTCTTCC CCGG

Gardnerella vaginalis,

anag

CCGCTC CAC CAT GAA
GCA ACC CGT GAGCGG

Eu-bacteria,

B-Eub-338

CCGCGT GCT GCC TCC
CGTAGGAGT CGCGG

Enterococcus faecium,

B-Encoc-ium

C TTC AAA TCA AAA CCA
TGC GGT TTC ATTTGAAG

Stenotrophomonas mailtophilia,

B-Stemal-2

CCCGGA CCC ICT ACC
ACA CTC TAG TCG CCGGG

Enterococcus faecalis,

B-Encoc-alis-1

CAACCA CCCTCT GAT
GGG TAG GTT G

Enterococci,

B-Entcoc

CCCGG CATC CATCA
CGA CAC CCG CCG GG

Enterobacteriaceae,

B-Entero-1247

CCCGG TCT CGC GAG GTC
GCT TCT CCGGG

Clostridium perfringens,

B-Cloper-Cp2-10

GCATCA G ATT GCT CCT
JTIGGTTGAATGATG C
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Clostridium spp., B-Clospp CCC GG TAC CGT CAT TAT
CGT CCC CCGGG
Chlamydia trachomalis, ChitraA CCGC TCG GAT GCC CAA
ATATCGC GG
Candida dubliniensis, B-Can-dub CCCGG C CCG AAA GAG
TAA CTT GCA AAA CCGGG
Candida glabrata, B-Cangla CCCGG AGG CAA GGG
GCG CAA AA CCGGG
Candida krusei, (Issatchenkia B-Cankru CCGTGA CCT GCA GCA
orientalis) AGA ACC GAT CACGG
Candida lusitaniae, (Clavispora B.Canlus CACT G CCG ACT CAG ACC
lusitaniae) ACG AAA GCAGTG
Candida albicans, B-Canalb-3 CCGCG TT TAC ACA GAC
CCG GGT CAT CGCGG
Candida tropicalis, B-Cantrop CCTCGG
CAATTC TCCTAC CGAGG
Candida parapsilosis, B-Can-para CCCGG CAC ATTICT TTG
CACTTATCC TAC CCGGG
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Chlamydia pneumoniae,
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B-Chlapneu

CCGGG CTIC TTC CTC AAC
CGAAAG GT  CCCGG

grupe Chlamydia psittaci,

B-S-5-Cps-1414-a-A-18

CCGG AAG GCA AAA CCA
ACT CCC AT CCGG

Campylobacter (terméfilos
patogénicos),

B-Ctherm

CCCGG GCC CTAAGC GIiC
CTT.CCA CCGGG

Campylobacter cofj,

B-Cpcoli

CGCTC TCG ATG GCA TCA

GGG GTT GAGCG

Campylobacter lan,

Ca mpylobacter ;e]fni,

Clari

CCCGG CCC GAAGTG TTA
ACT AAA TC GCCGGG

B-Cj

CCGGG TAAGC TAA CCA
CAC CTT ATACCG CCCGG

Campylobacter upsaliensis,

B-Cpups

CCCGGGC CGT GTIGTCG
A
GCCCGGG

Pneumocystis carinii,

B-Pncari

CCCTGC TATCC AGT AAC
TGAAAC CGATGC AGGG

Mycoplasma pneumonise,

B-Myplapn

CCTCCG TGATAGCTG
TIT CCA ACT ACC GGA GG

i

Cryptococcus neoformans,

B-Cryneo

CCTGG TAT GAT TCA CCA
TAG AGG GCC AGG

EHEC,

B-EHEC

CCCG GT CAC CCC ATA
AAA GAG GCT CCGGG

|
i

Neisseria meningitidis,

B-Neimeng

CACCG ITATCCCCCACT
ACTCGG. TG

Neisseria gonorrhoeae,

B-Neigon

CCCGG ACC CCG CCA
ACC AGC TAA CCGGG

Clostridium difficile,

B-Clodiff

CGGGT CGA AGT AAA TCG
CTC AAC TTG CA CCCG

| Clostridium botulinum,

B-Clobot

CGTT GCCGTTICATG
CGA AAC TAC AA CG

Clostridium tetani,

B-Clotet

CCGG AA CTGTG TTACTC
ACCCGTCCG G

Peptostreptococcus anaerobius,

B-Pepan

CCGGC "'CTT TGA TAT ATC
JACGATGCCG G

Peptostreptococcus magnus,

B-pepmag

CCGC CTAATC CGA AAT
GAATICTGG CG G
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Peptostreplococcus magnus, B-pepmag CCGCC ATGTIGT TTC TAC
GAT TTT ATG CGG CGG
Peptostreptococcus micros, B-Pepmic CCCGG ACTTICA CA
TITCCATTIC CCG GG
Enterococcus faecalis, B-Encoc-alis-2 CCATCG GCACTC GGG
AGG AAA GAA G CGATGG
Enterococcus faecium, B-entfae-1 CGC CCATGCG
GAT TGT TAT AC GGGCG
Enterococcus casseliflavus, B-Entcas CCGCG CAAGGG ACG
C TC TC
GCGG
Enterococcus gallinarum, B-entfae-2 CCGCG CAAGGGATG
AAC GTT CTACTC GCGG
Candida albicans, - B-Canalb-2 CCCGG TITCCITICT GGG
TAG CCATT CCGGG
Morganella morganii (Proteus B.Mormorg CCGG CAAGACTCT AGC |
morganii), TGACCAGTATC GCCGG
Proteus mirabilis, B-Protmir CG CCGATA GTG CAA GGT
CCG AAG CGGCG
Proteus vulgaris, B-Protvul CCG CCGTAGACG TCA
S TGC GGT A GGCGG -
Treponema pallidumn, CCCGG TCC GCCACTCTA
; GAG AAACG CCGGG
B-Trepal .
Trichonomas vaginalis, CCCGG GAATGG CGT
Micrococci, B-Micoc CCCGG ACC TCA CAG TAT
CGCAACC GGG
Lactobacillus brevis, B-Lacbrev CGG CCGCGG GAT CAT
CCA GAA GGCCG
Yersinia enterocolitica, B-Yerent CCCGG ATC TCT GCT AAA
ITC CGT GGA TG CCGGG
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Bacillus cereus, B-Baccer
Vibrio cholerae, B-Vibchol
Vibrio parahaemolyticus, B-Vibpara
Cryplosporidium spp.,

B-Crypt
Coxiella burnetii, B-Cox
Bartonella spp., B-Bart
Enterobacter sakazakii, B-Entsak
Enterobacter cloacae, B-Entclo
Enterobacter aerogenes, B-Entaer
Ehrichia spp., B-Ehrlich
Rickettsia spp., B-Rickspp
Rickeftsia spotted fever complex, B-Rickspot
Rickettsia typhi complex, B-Ricktyph
Leishmania spp., B-Leisch
Toxoplasma gondii, B-Toxgan
Yeast spp., B-Yeast
Francisella tularensis, B-Frantul
Lactobacillus spp. A, B-actspp-A
Lactobacillus spp. B, B-lacispp-B
Burkholderia cepacia complex B-Bec
Staphylococcus aureus, B-Staur-3
Burkholderia ambifaria B-Burkamp
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CCATAC CAC TCT GCT
CCC GAA GG TATGG

CTGAT GCA TAT CCG GTA
GCGCAAG CATCAG

CCCGG TGC AGC TAT TAA
CTACACTAC C CCGGG

CCGTA CAT AAG GTG CTG

| AAG GAG TAA G TACGG

CCGGG ACC CTT GAG AAT
ITCTIC CCC GG

CCG GCACAAATT TCT
CTGTGTTATTCC G

CCGG

CCCGG _ICT CTG CAG GAT
JCTCTG GAT G CCGGG

CCGC GCT AAT CTA ACG
TAG GCT CAT C GCGG

CCGCG CAC TCACTC GGT
ATT GCT GGAT CGCGG

CTA GCC CCA ATT AGT
CCGTIC G GCTAG

CG CCC GTCTGC CAC
TAATTAACTA GGGCG

CCCGG AAA AGG CGT TAC
GGCCGG G

| CCGGC _TCC AGG GGA

AGA GGC ATG CCGG

CCCG GGT ATT TAC ATT
GTACTC ATTCCA A

CCGGG

CCAT GCG ACA GCC CGA
AAG CCA GCATGG

CCC GGAGTTCCACTG

| IECTCTTC CCGGG

CCCGG ATC AGTCIC TCA
ACTCGGC CGGG

CcCcC
GGTTGGCAACCCTCTGTTCC
CCGGG

CCT G _CAA GCT TCT
CGT _CCG TTC GC
AGG

pendiente debido a la falta
de secuencias 235
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Burkholderia anting B-Burkant pendiente debido a la falta
' de secuencias 238
Burkholdena dofosa 8-Burkdol pendliente debido a a falta
o de secuencias 235
‘Burkholderia pyrrocinia B-Burkpyrr pendiente dehide a fa falta
de secuencias 23S
Burkholderia stabilis B-Burkstab pendiente debido a la falta
de secuencias 235
Lactobacilli
Candida spp, véase'Yeast
Laclobacil,
Staphylococeus corostis,
Staphylococous aureus, B-Staur CCCQT CAA GCT TCT
CGT _CCG TTC G
AGGGG
Eu-bacteria, B-Eub-338 CCGCGT GCT GCC TCC
o CGTAGG AGT CGLGG
Eu-bacteria, B-Eub-338 CCGCET GCT.GOC IGE
. COTAGG AGT CGCGG
Eu-bacleria, B-Eyb-338 CCGCGT GCTGCCTCC
JCGTAGG AGT CGCGG
Eu-bacteria, B-Eub-338 CCGCET GCT GCC TCC

COTAGE AGT CGCGG
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