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DESCRIPCION
Métodos de deteccion de S. aureus resistente a meticilina, asi como cebadores, sondas y kits para los mismos

La presente invencién se refiere a métodos de deteccidon de la presencia o ausencia de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) en una muestra, comprendiendo el método la realizacion de una etapa de amplificacion, una
etapa de hibridacién y una etapa de deteccion. Ademas, la presente invencion se refiere a cebadores, sondas y kits
para la deteccion de MRSA.

Staphylococcus aureus (S. aureus, SA) es una bacteria cuyo reservorio natural son areas mucosas o de piel
humeda/salada tales como ingles, ano o nariz. Ademas, habita en heridas. Globalmente, la nariz es el ambiente
principal de S. aureus. Sin embargo, S. aureus puede provocar enfermedades que van desde infecciones menores
de la piel (tales como maculas, fordnculos y celulitis) y abscesos, hasta enfermedades graves tales como neumonia,
meningitis, endocarditis, sindrome del choque térmico (SCT), septicemia y sindrome de la disfuncién multiorganica
(SDMO). Cada afo, unos 500.000 pacientes en los hospitales estadounidenses contraen una infeccion
estafilocécica.

Actualmente S. aureus ha adquirido resistencia a muchos antibiéticos de uso general. En el Reino Unido, sélo 2% de
todos los aislados de S. aureus son sensibles a la penicilina, y la situacién es similar en el resto del mundo. Las
penicilinas resistentes a B-lactamasa (meticilina, oxacilina, cloxacilina flucloxacilina) han sido desarrolladas para
tratar S. aureus resistente a penicilina y todavia se utilizan como tratamiento de primera linea. La meticilina fue el
primer antibidtico de esta clase en ser utilizado (se introdujo en 1959), aunque sélo dos afios después se informo del
primer caso de S. aureus resistente a meticilina (SARM) en Inglaterra. SARM también se conoce como
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (SARO) y Staphylococcus aureus de mdltiple resistencia, mientras que
las cepas no resistentes a meticilina de S. aureus en ocasiones se denominan Staphylococcus aureus sensible a la
meticilina (SASM) en el caso de que resulte necesario realizar una distincion explicita.

A pesar de su resistencia, SARM seguia siendo una observacion infrecuente incluso en el contexto hospitalario
hasta los afios '90, cuando la prevalencia de SARM se incrementé drasticamente en los hospitales, en donde ahora
es endémica. Ademas, en los EEUU crecientemente se informan casos de brotes de colonizaciéon e infecciéon por
SARM por medio del contacto con la piel en vestuarios y gimnasios, incluso en poblaciones sanas. SARM también
se esta convirtiendo en un problema pediatrico (Johnson A.P. et al., J. Antimicrob. Chemother. 56(3): 455-62). Desde
principios de 2005 el numero de muertes en el Reino Unido atribuidas a SARM ha sido estimado por diversas
fuentes en aproximadamente 3.000 al afio (Johnson, supra).

Las infecciones causadas por SARM muestran una tasa de letalidad mas alta y sintomas mas severos, ya que el
tratamiento se encuentra restringido debido a las resistencias a unos pocos antibiéticos. El tratamiento de primera
linea para SARM actualmente son los antibiéticos glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina). Sin embargo, estos
antibidticos presentan varios problemas, principalmente centrados en la necesidad de la administracion intravenosa
(no se dispone de preparacion oral), la toxicidad y la necesidad de realizar un seguimiento de los niveles de farmaco
regularmente mediante analisis de sangre. También es problematico que los antibiéticos glucopéptidos no penetran
muy bien en los tejidos infectados (éste es un problema particular con las infecciones del cerebro y las meninges y
en la endocarditis). Sin embargo, los glucopéptidos no deben utilizarse para tratar S. aureus sensible a meticilina, ya
que los resultados son peores. Conjuntamente, los pacientes infectados por SARM presentan estancias hospitalarias
mas prolongadas que los pacientes infectados meramente por SA.

Ademas, la colonizacion no identificada con SARM puede conducir al contagio de SARM de un paciente a otro
mediante la sustitucion con SARM de la flora de los pacientes no colonizados por SARM. La colonizacion resulta
facilitada por determinados factores de riesgo, entre ellos, por ejemplo, el tratamiento antibidtico previo, la
polimorbilidad y la diabetes, asi como estancias hospitalarias anteriores.

A partir de lo anterior resulta altamente importante disponer de una herramienta segura y fiable para el diagnéstico
y/o deteccién de SARM.

En la actualidad, el diagnéstico de la mayoria de infecciones de la piel se realiza a partir del patron de sintomas y los
resultados del examen fisico, pero habitualmente no resulta posible saber si la infeccion esta causada por bacterias
Staphylococcus de un tipo particular o por otra bacteria, tal como, por ejemplo, Streptococcus B-hemolitico del grupo
A (Streptococcus pyogenes). Para realizar un diagnodstico definitivo y para confirmar que SARM es la bacteria
causante de la infeccién, puede llevarse a cabo un cultivo. Sin embargo, el diagndstico de SARM mediante cultivo
convencional requiere 16 a 72 horas, provocando un retraso en el tratamiento, perjudicando significativamente los
resultados clinicos y potencialmente facilitando la incidencia de brotes, asi como el incremento de los costes
hospitalarios.

Los analisis fenotipicos, tales como de tipo coagulasa, de tipo enterotoxina (SE), produccion de toxina 1 del
sindrome del choque toxico y susceptibilidad in vitro a antibiéticos, han sido utilizados rutinariamente para el tipado
de cepas de SARM.
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Ademas, se ha establecido el analisis genotipico para las cepas de SARM, proporcionando una clasificacion mas
detallada que los analisis fenotipicos. En particular, la electroforesis en gel de campo pulsado (EGCP) con
fragmentos de restriccion de ADN gendmico total de SARM es un método excelente de caracterizacion.

Alternativamente, se ha utilizado la tipificacion de secuencias multilococus (TSML) para caracterizar aislados de
bacterias mediante la utilizacién de secuencias de fragmentos internos de siete genes de mantenimiento. Se ha
desarrollado y validado la TSML para S. aureus (Enright et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 99: 7687-7692, 2002) y
proporciona un método discriminatorio que permite identificar con facilidad cepas relacionadas que se han
recuperado en paises diferentes.

La patente EP n° 1529847 da a conocer un método para detectar SARM utilizando cebadores especificos para la
union situada a la derecha respecto a SSC mec.

Se han desarrollado kits de ensayo para detectar SARM (por ejemplo el ensayo IDI-MRSA, Becton Dickinson, USA),
el cual es un ensayo diagndstico in vitro para la detecciéon directa de la colonizacion nasal por parte de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) para ayudar a prevenir y controlar las infecciones por SARM
en el ambito clinico.

Sin embargo, dicho kit presenta una serie de desventajas que limitan su utilidad. En primer lugar, no detecta el
SARM del casete cromosomico estafilocécico (SCC) de tipo V, el cual resulta importante ya que SCC tipo V es un
tipo identificado con anterioridad, especialmente presente en Asia y Australia. En segundo lugar, su aplicabilidad es
limitada si el numero de sondas es elevado. En tercer lugar, la preparacion de las muestras es bastante complicada
o resulta dificil. En cuarto lugar, el concepto utilizado para los controles no es del estado de la técnica. Ademas, la
tasa de inhibicion es bastante elevada y, finalmente, se requiere un numero elevado de cebadores y sondas,
resultando en una herramienta diagndstica con tendencia a los errores. Ademas, el analisis de curvas de fusion que
puede utilizarse en el ensayo de sondas FRET permite una especificidad mas alta dentro de la sefial de salida que
con las curvas de amplificacién. Por lo tanto, un objetivo de la presente invencién es proporcionar un método
alternativo para detectar el SARM, preferentemente un método alternativo que evita las desventajas anteriormente
indicadas.

El objetivo de la presente invencién se ha resuelto proporcionando un método para detectar la presencia o ausencia
de S. aureus resistente a la meticilina (SARM) en una muestra, comprendiendo el método:

(a) la realizacién de una etapa de amplificacién que comprende poner en contacto la muestra con un conjunto de
cebadores de SARM con el fin de producir un producto de amplificacion en el caso de que SARM se encuentre
presente en la muestra,

(b) la realizacién de una etapa de hibridacion que comprende poner en contacto el producto de amplificacion de
la etapa (a) con una pareja de sondas de SARM,

en la que una primera sonda de SARM de la pareja de sondas de SARM se marca con una fraccién fluorescente
donante y en la que una segunda sonda de SARM de la pareja de sondas de SARM se marca con una fraccion
fluorescente aceptora correspondiente, y

(c) la deteccion de la presencia o ausencia de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET) entre
la fraccion fluorescente donante de la primera sonda de SARM vy la fraccion fluorescente aceptora de la segunda
sonda de SARM, en la que la presencia de FRET es indicativa de la presencia de SARM en la muestra, y en la
que la ausencia de FRET es indicativa de la ausencia de SARM en la muestra,

en el que el método es capaz de detectar cada uno de los casetes cromosémicos estafilococicos (SSCmec) tipos | a
V del SARM, y en el que el conjunto de cebadores es tal como se define en la reivindicacion 1 adjunta.

El método puede utilizarse para la deteccion rapida y fiable de SARM en una muestra. Particularmente, el método
puede utilizarse para detectar SARM en una muestra o para diagnosticar una infecciéon por SARM en un individuo,
tal como un paciente.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la deteccion rapida de SARM mejora la situacion de los pacientes que
sufren SARM, por ejemplo mediante un tratamiento mas precoz, evita los brotes de SARM mediante, por ejemplo, la
aplicacion rapida y estricta de precauciones de barrera para los pacientes colonizados o infectados por SARM en
hospitales y, por lo tanto, reduce los costes sanitarios. Ademas, en realizaciones preferentes de la invencién, puede
utilizarse un numero limitado de cebadores, por ejemplo 3 6 4, con el fin de detectar elementos de todos los tipos de
SCCmec actualmente conocidos, es decir, los tipos I, Il, 1ll, IV y V, lo que proporciona una herramienta altamente
fiable para la deteccién del SARM.

Tal como se ha detallado anteriormente, el método de la presente invencion resulta adecuado para la deteccion de
SARM de todos los tipos conocidos de casete cromosdmico estafilococico (SCCmec), es decir, de los tipos |, I, IlI,
IV y V. Esto resulta particularmente importante para seleccionar el tratamiento apropiado, por ejemplo para un
paciente infectado por SARM.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2403 587 T3

Gen de resistencia a la meticilina (mecA). El gen MecA codifica una proteina de unién a la penicilina resistente a la
meticilina (PBP2a 6 PBP2'), una proteina de unién a la penicilina con afinidad reducida para los anillos B-lactamo (el
sitio activo primario de los antibidticos B-lactamo, tales como las penicilinas, las cefalosporinas y los carbapenemos)
(Guignard B. et al., Curr. Opin. Pharmacol. 5(5): 479-89, 2005), que no se encuentra presente en las cepas
susceptibles y que se cree que ha sido adquirida de una especie de parentesco lejano. El gen MecA se encuentra en
un elemento genético movil, el casete cromosémico estafilocécico mec (SCCmec) de las cepas de SARM, del que se
han descrito cinco formas que difieren en tamafio y composicion genética. Los elementos SCC también se
encuentran en S. aureus sensible, pero no portan el gen mecA o portan un gen mecA no funcional. Dichas cepas
son una fuente importante de resultados falsos positivos debido a que no presentan la misma unién en el extremo
derecho.

Sin embargo, la deteccion de SARM a partir de un espécimen nasal mediante la deteccién del gen mecA y un gen
especifico de S. aureus conduce a valores predictivos positivos (VPP) bajos debido a la presencia de cantidades
variables de estafilococos SA negativos para coagulasa tanto no resistentes como resistentes a la meticilina
(SCoNRM). Una combinacién de ellos resulta indistinguible de SARM debido a la presencia de ambas dianas.
Dependiendo de la prevalencia de SARM, esta situacion conduce hasta a 30% de resultados falsos positivos. Para
un mejor VPP, la diana seleccionada debe ser uUnica para SARM. La unica diana conocida actualmente es el casete
cromosoémico estafilococico (SCCmec), que amplifica el sitio de integracidon de trasposones para el elemento
genético que porta el gen mecA.

SCCmec, el elemento SCC del SARM (con gen mecA funcional) es un trasposén que presenta una longitud de 16 a
67 kb integrado en la parte 3' del marco de lectura abierto X de S. aureus (orfX) que contiene el gen mecA. El gen
MecA codifica PBP2a, que proporciona resistencia a la meticilina y sus derivados, asi como a otros antibioticos. OrfX
no presenta ninguna funcion definida en S. aureus y es unico de SA. La integracion de SCCmec crea una firma
Unica para SARM.

Los elementos SCCmec presentan dos componentes esenciales: el complejo del gen ccr (ccr) y el complejo del gen
mec (mec). El complejo del gen ccr esta compuesto de genes ccr y marcos de lectura abiertos (ORF) circundantes, y
el complejo del gen mec esta compuesto del gen mecA, genes reguladores y secuencias de insercion cadena arriba
0 abajo de mecA. Se han encontrado varios alotipos de mec y ccr entre los elementos SCCmec, lo que ha conducido
a la clasificacion siguiente (Ito et al., Antimicrob. Agents Chemother. 48: 2637-2651, 2004):

- SCCmec de tipo |, con mec de clase B y ccr de tipo 1,

- SCCmec de tipo Il, con mec de clase Ay ccr de tipo 2,

- SCCmec de tipo lll, con mec de clase Ay ccr de tipo 3,

- SCCmec de tipo IV, con mec de clase B y ccr de tipo 2, y
- SCCmec de tipo V, con mec de clase C2 y ccr de tipo 5.

Sin embargo, la clasificacion de SARM vy la asignacién a SCCmec de tipos | a V es un enfoque fenotipico.
Alternativamente, puede utilizarse un enfoque que utilice diferentes genotipos de SARM. Una diana para la
deteccién y clasificacion de SARM basada en el genotipo podria ser la uniéon en el extremo derecho (ED) de
SCCmec. Este método alternativo de tipificacion de SARM se denomina, por lo tanto, tipificacion ED (extremo
derecho de SCCmec). Este método de tipificacion aprovecha el polimorfismo en el extremo derecho de los ADN
SCCmec situados contiguamente al sitio de integracion entre los tres tipos de SCCmec. Basandose en las
secuencias de acidos nucleicos de SEC ID n° 78 a n° 85, el SARM puede clasificarse de la manera siguiente:

RE2 Tipo A (GenBank gi|73537130|gb|DQ106887.1|; SEC ID n° 78)

TTTGCTTCACTATAAGTATTCAGTATAAAGAATATTTCGCTATTATTTACTTGAAATGAAA
GACTGCGGAGGCTAACTATGTCAAAAATCATGAACCTCATTACTTATGATAAGCTTCTTAA
AARACATAACAGCAATTCACATAAACCTCATATGTTCTGATACATTCAAAATCCCTTTATGA
AGCGGCTGAAAAAACCGCATCATTTGATATGCTTCTTAAAAACATAACAGCAATTCACATA
AACCTCATATGTTCTGATACATTCAAAATCCCTTTATGAAGCGGCTGAAAAAACCGCATCA
TTTATGATATGCTTCTCCACGCATAATCTTAAATGCTCTATACACTTGCTCAATTAACACA
ACCCGCATCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGCTGAATGATAGTGCGTAGTTACTGCGTT
GTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCCAATGACGAATACAAAGTCGCTTTGCCC
TTGGGTCATGCGTTGGTTCAATTCTTGGGCCAATCCTTCGGAAGATAGCATCTTTCCTTGT
ATTTCTAATGTAATGACTGTGGATTGTGGTTTAATTTTGGCTAGTATTCGTTGGCCTTCTT
TTTCTTTTACTTGCTCAATTTCTTTGTCGCTCA

RE2 Tipo_B (GenBank gi|73537130|gb|DQ106887.1|; SEC ID n° 79)
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TTTGCTTCACTATAAGTATTCAGTATAAAGAATATTTCGCTATTATTTACTTGAAATGAAA
GACTGCGGAGGCTAACTATGTCAAAAATCATGAACCTCATTACTTATGATAAGCTTCTTAA
AAACATAACAGCAATTCACATAAACCTCATATGTTCTGATACATTCAAAATCCCTTTATGA
AGCGGCTGAAARAACCGCATCATTTATGATATGCTTCTCCACGCATAATCTTAAATGCTCT
ATACACTTGCTCAATTAACACAACCCGCATCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGCTGAAT
GATAGTGCGTAGTTACTGCGTTGTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCCAATGA
CGAATACAAAGTCGCTTTGCCCTTGGGTCATGCGTTGGTTCAATTCTTGGGCCAATCCTTC
GGAAGATAGCATCTTTCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTGTGGATTGTGGTTTAATTTTG
GCTAGTATTCGTTGGCCTTCTTTTT

RE2 Tipo_C (GenBank gi|57284222|gb|CP000046.1]; SEC ID n° 80)

TTTGCTTCACTATAAGTATTCAGTATAAAGAATATTTCGCTATTATTTACTTGAARATGAAA
GACTGCGGAGGCTAACTATGTCAAAAATCATGAACCTCATTACTTATGATAAGCTTCTCCA
CGCATAATCTTAAATGCTCTATACACTTGCTCAATTAACACAACCCGCATCATTTGATGTG
GGAATGTCATTTTGCTGAATGATAGTGCGTAGTTACTGCGTTGTAAGACGTCCTTGTGCAG
GCCGTTTGATCCGCCAATGACGAATACAAAGTCGCTTTGCCCTTGGGTCATGCGTTGGTTC
AATTCTTGGGCCAATCCTTCGGAAGATAGCATCTTTCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTG
TGGATTGTGGTTTAATTTTGGCTAGTATTCGTTGGCCTTCTTTTT

RE3 (GenBank gi|23451317|gb|AF422696.1]; SEC ID n° 81)

CATTCTTTCTTGATTCCATTAGTTTAAATTTAAAATTTNTCATACAATTTCTTAATTTAAT
TGTAGTTCCATAATCAATATAATTTGTACAGTTATTATATATTCTAGATCATCAATAGTTG
AAAAATGGTTTATTAAACACTCTATAAACATCGTATGATATTGCAAGGTATAATCCAATAT
TTCATATATGTAATTCCTCCACATCTCATTAAATTTTTAAATTATACACAACCTAATTTTT
AGTTTTATTTATGATACGCTTCTCCACGCATAATCTTAAATGCTCTGTACACTTGTTCAAT
TAACACAACCCGCATCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGCTGAATGATAGTGCGTAGTTA
CTGCGTTGTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCCAATGACGAATACAAAGTCGC
TTTGCCCTTGGGTCATGCGTTGGTTCAATTCTTGGGCCAATCCTTCGGAAGATAGCATCTT
TCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTGTTGATTGTGGTTTGATTTTGGCTAGTATTCGTTGG
CCTTCTTTTTCTTTTACTTGCTCAATTTGCTTTGTCGTCTCATATT

RE4 (GenBank AY267374_; SEC ID n° 82)

TCCATCTCTACTTTATTGTTTTCTTCAAATATTATCTCGTAATTTACCTTGTTCATTAAAC
AAAAAACTGGATAAAAAACCGCATCATTTGTGGTACGCTTCTCCACGCATAATCTTAAATG
CTCTGTACACTTGTTCAATTAACACAACCCGCATCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGCT
GAATGATAGTGCGTAGTTACTGCGTTGTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCCA
ATGACGAATACAAAGTCGCTTTGCCCTTGGGTCATGCGTTGGTTCAATTCTTGGGCCAATC
CTTCGGAAGATAGCATCTTTCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTGTTGATTGTGGTTTGAT
TTTGGCTAGTATTCGTTGGCCT

RE5 (GenBank AY267381; SEC ID n° 83)

AGATGCCTATAAACTAACAATTACAAATTATTATTTTGTGTTTCACATTATAATATATCAA
CTAGAATTAATTCTTAATAAAAAGTAATCATTAAAATTTRAATAAACTCTGCTTTATATTAT
AARATTACGGCTGAARATAACCGCATCATTTATGATATGCTTCTCCTCGCATAATCTTAAAT
GCTCTATACACTTGTTCAATTAACACAACCCGCATCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGC
TGAATGATAGTGCGTAGTTACTGCGTTGTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCC
AATAACGAATACARAAGTCGCTTTGCCCTTGGGTCATGCGTTGGTTCAATTCTTGGGCCAAT
CCTTCGGAAGATAGCATCTTTCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTGTGGATTGTGGTTTGA
TTTTGGCTAGTATTCGTTGGCCTTCTTTTTCTTTTACTTGCTCGATTTCTTT

REG6 (GenBank AY267375; SEC ID n°® 84)
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AAARAGAAGTCGATTTACACACCATGTATTAAATAATGGAAATTCTTAATCTTTACTTGTA
CCTAAATTATCAAACTTAATATTCACTTTTTATTCTTCAAAGATTTGAGCTAATTTAATAA
TTTTCTCATATTTTTTAGTTTTATTTGTGGTACGCTTCTCCTCGCATAATCTTAAATGCTC
TATACACTTGTTCAATTAACACAACCCGCATCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGCTGAA
TGATAGTGCGTAGTTACTGCGTTGTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCCAATA
ACGAATACAAAGTCGCTTTGCCCTTGGGTCATGCGTTGGTTCAATTCTTGGGCCAATCCTT
CGGAAGATAGCATCTTTCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTGTGGATTGTGGTTTGATTTT
GGCTAGTATTCGTTGGCCTTCTTTTTCTTTTACTTGCTCGATTTCTTT

RE7 (GenBank gi|49257031|dbj|AB121219.1]; SEC ID n° 85)

CAAADAAATATATTTACTTTAGTCAAATCATCTTCACTAGTGTAATTATCGAATGATTTATA
ACTAACATTTTICTAATTTATTTAACATAAAATCAATCCTTTTTATATTTAAAATATATTAT
ACACAATCCGTTTTTTAGTTTTATTTATGATACGCCTCTCCACGCATAATCTTAAATGCTC
TATACACTTGTTCAATTAACACAACCCGCATCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGCTAAA
TGATAGTGCATAGTTACTGCGTTGTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCCAATG
ACGAATACAAAGTCGCTTTGCCCTTGGGTCATGCGTTGGTTCAATTCTTGGGCCAATCCTT
CGGAAGATAGCATCTTTCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTGTGGATTGTGGTTTGATTTT
GGCTAGTATTCGTTGGCCTTCTTTTTCTTTTACTTGCTCAATTTCTTTGT

Tal como se ha detallado anteriormente, los tipos de ED describen variaciones de secuencia de la unién del extremo
derecho del trasposén SCCmec. RE2 constituye la mayor parte de los tipos de ED (representando los tipos |, II, Il
(algunos) y algunos IV de SCCmec). RE3 y RE7 representan los tipos Ill y V de SCCmec y tipo V de SCCmec,
respectivamente.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se dan a conocer en la presente memoria conjuntos particulares de
cebadores utilizados para proporcionar la deteccion de todos los tipos de SCCmec. El conjunto de cebadores puede
comprender:

(i) un cebador especifico para SARM de tipo RE2, particularmente un cebador que comprende o que consiste de
una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de entre el grupo que consiste de:

- 5’-GCA ATT CAC ATA AAC CTC ATATGT TC -3 (AR mec1 sentido; SEC ID n°® 1),

- 5’-ACC TCA TAT GTT CTG ATA CAT TCA -3’ (AR mec2 sentido; SEC ID n° 2),

- 5-GCA ATT CAC ATA AAC CTC ATAT -3’ (AR mec3 sentido; SEC ID n° 3),

- 5-CAT AAC AGC AAT TCA CAT AAA CCT C -3’ (AR mec4 sentido; SEC ID n° 4),

- 5-TAA CAG CAATTC ACA TAA ACC T -3’ (AR mec5 sentido; SEC ID n° 5),

- 5-CGC TAT TAT TTA CTT GAA ATG AAA GAC -3’ (AR mec 6 sentido; SEC ID n° 6),

- 5’-CTT GAA ATG AAA GAC TGC GGA -3’ (AR mec 7 sentido; SEC ID n° 7),

- 5-TTG CTT CAC TAT AAG TAT TCA GTA TAA AGA -3’ (AR mec 8 sentido; SEC ID n° 8),
- 5-ATT TAC TTG AAA TGA AAG ACT GCG -3’ (AR mec 9 sentido; SEC ID n° 9),

- 5’-AAA GAA TAT TTC GCT ATT ATT TAC TTG AA -3’ (AR mec 10 sentido; SEC ID n® 10),
- 5-TCA GTA TAA AGA ATATTT CGC TAT TAT TT -3’ (AR mec 11 sentido; SEC ID n°® 11),
- 5-TGA AAT GAA AGA CTG CGG AG -3’ (AR mec 12 sentido; SEC ID n° 12),

- 5-AAC CTC ATATGT TCT GAT ACA TTC AAA -3’ (JU1 sentido; SEC ID n° 13),

- 5-TAT GTC AAA AAT CAT GAA CCT CAT TAC T -3’ (JU2 sentido; SEC ID n° 14),

- 5’-CAT AAC AGC AAT TCA CAT AAA CCT C -3’ (JU3 sentido; SEC ID n° 15),

- 5’-GAC TGC GGA GGC TAA CT -3’ (JU4 sentido; SEC ID n°® 16),

- 5-ATC CCT TTA TGA AGC GGC -3’ (JU5 sentido; SEC ID n® 17), y

- 5’-TGA AAT GAA AGA CTG CGG AG -3 (SARM directo RE2 sentido; SEC ID n°® 92),

especialmente AR mec 11 sentido o AR mec 12 sentido o SARM directo RE2 sentido, particularmente SARM directo
RE2 sentido, y/o
(i) un cebador especifico para SARM de tipo RE3, particularmente un cebador que comprende o que consiste de
una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de entre el grupo que consiste de:

- 5’-GCA AGG TAT AAT CCAATATTT CAT ATATGT -3’ (AR mecA 3/1; SEC ID n°® 18),
- 5-AGT TCC ATA ATC AAT ATAATT TGT ACA GT -3’ (AR mecA 3/2; SEC ID n° 19),

- 5’-ACA TCG TAT GAT ATT GCA AGG TA -3’ (AR mecA 3/3; SEC ID n° 20),

- 5-CTTTCATTCTTT CTT GAT TCC ATT AG -3’ (AR mecA 3/4; SEC ID n° 21),

- 5-CAC TCT ATA AAC ATC GTA TGA TAT TGC -3’ (AR mecA 3/5; SEC ID n° 22),

- 5-TTC TTAATT TAATTG TAG TTC CAT AAT CAA -3’ (AR mecA 3/6; SEC ID n° 23),
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- 5-AAT TAT ACA CAA CCT AAT TTT TAG TTT TAT -3’ (AR mecA 3/7; SEC ID n° 24),

- 5-AAT TTT TAG TTT TAT TTA TGA TAC GCT TC -3’ (AR mecA 3/8; SEC ID n° 25),

- 5-ACA CAA CCT AAT TTT TAG TTT TAT TTATGA -3’ (AR mecA 3/9; SEC ID n° 26),

- 5-TTT ATT AAA CAC TCT ATA AAC ATC GTA TGA -3’ (AR mecA 3/10; SEC ID n° 27),

- 5-CCA CAT CTC ATT AAATTT TTA AAT TAT ACA C -3’ (AR mecA 3/13 SEC ID n° 28), y

- 5-CCA CAT CTC ATT AAATTT TTA AAT TAT ACA C -3’ (MRSA directo RE3 sentido; SEC ID n° 93),

especialmente AR mecA 3/8 6 AR mecA 3/1 6 SARM directo RE3 sentido, particularmente SARM directo RE3
sentido, y/o

(iii) un cebador especifico para SARM de tipo RE7,

particularmente un cebador que comprende o que consiste de una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de
entre el grupo que consiste de:

- 5-ATATTATAC ACAATC CGT TTT TTAGTT TTA -3’ (AR mec 5/1, SEC ID n° 29),

- 5-ACACAATCC GTTTTT TAG TTT TAT TTA TG -3’ (AR mec 5/2, SEC ID n° 30),

- 5-TTC TAATTT ATT TAA CAT AAA ATC AAT CCT -3’ (AR mec 5/3, SEC ID n° 31),

- 5-CAATCCTTT TTATAT TTA AAATAT ATT ATA CAC -3’ (AR mec 5/16 SEC ID n°® 32), y

- 5-CAATCCTTT TTATAT TTA AAA TAT ATT ATA CAC -3’ (MRSA directo RE7 sentido; SEC ID n°® 94),

especialmente AR mec 5/2 6 AR mec 5/16 6 SARM directo RE7 sentido, particularmente SARM directo RE7 sentido.

El término "cebador" se utiliza en la presente memoria tal como es conocido por el experto en la materia y se refiere
a "compuesto oligomérico", principalmente a "oligonucledétido”, aunque también a "oligonucleétidos modificados" que
son capaces de "cebar la sintesis de ADN por parte de una ADN polimerasa dependiente de molde, es decir, el
extremo 3' de, por ejemplo, un oligonucledtido, proporciona un grupo 3'-OH libre al que una ADN polimerasa
dependiente de molde puede unir "nucledtidos" adicionales estableciendo enlaces 3' a 5' fosfodiéster, en el que se
utilizan desoxinucledsidos trifosfato, liberando pirofosfato. Por lo tanto, no existe (excepto para la funcion deseada)
ninguna diferencia fundamental entre un "cebador”, un "oligonucleétido" o una "sonda" segun la invencion.

En la invencion, el conjunto de cebadores consiste de un cebador especifico para SARM de tipo RE2, un cebador
especifico para SARM de tipo RE3 y un cebador especifico para SARM de tipo RE7, en el que los cebadores para
SARM de tipo RE2, para SARM de tipo RE3 y para SARM de tipo RE7 consisten de las secuencias SEC ID n® 92,
SEC ID n°® 93y SEC ID n°® 94, respectivamente. Se dan a conocer ademas conjuntos en los que los cebadores para
SARM de tipo RE2, para SARM de tipo RE3 y para SARM de tipo RE7 comprenden o consisten de las secuencias
de nucledtidos SEC ID n° 11, SEC ID n® 25y SEC ID n® 30, respectivamente, o en las que los cebadores para
SARM de tipo RE2, para SARM de tipo RE3 y para SARM de tipo RE7 comprenden o consisten de las secuencias
de nucledtidos SEC ID n® 12, SEC ID n® 28 y SEC ID n°® 32, respectivamente.

En una realizacion preferente de la invencién, el conjunto de cebadores comprende ademas un cebador adicional
especifico para S. aureus resistente a la meticilina (SARM), asi como S. aureus sensible a la meticilina (SASM)
(cebador para SARM/SASM). Los ejemplos de dicho cebador se seleccionan de entre el grupo de cebadores que
comprende o que consiste de la secuencia de acidos nucleicos seleccionada de entre el grupo que consiste de:

- 5’-AGG AAA GAT GCT ATC TTC CGA -3’ (AR mec 1 inv., SEC ID n° 33),

- 5’-GAA AGA TGC TAT CTT CCG AAG -3’ (AR mec 2 inv., SEC ID n° 34),

- 5-GAT GCT ATC TTC CGA AGG -3’ (AR mec 3 inv., SEC ID N° 35),

- 5-GTC ATT ACA TTA GAA ATA CAA GGA AAG AT -3’ (AR mec 4 inv., SEC ID n° 36),
- 5’-GCC AAC GAA TAC TAG CC -3’ (AR mec 5 inv., SEC ID n° 37),

- 5’-ACG AAT ACT AGC CAA AAT TAA ACC -3’ (AR mec 6-2 inv., SEC ID n° 38),
- 5’-CAC AAT CCA CAG TCA TTA CAT TAG A -3’ (AR mec 7 inv., SEC ID n° 39),
- 5’-CAA GGA AAG ATG CTATCT TCC G -3’ (JU1 inv., SEC ID n° 40),

- 5-AGT CAT TAC ATT AGA AAT ACA AGG AAA GA -3’ (JU2 inv., SEC ID n° 41),
- 5-AGGAAAGATGCTATCTTCCGA -3’ (JU3 inv., SEC ID n° 42),

- 5-AGG AAA GAT GCT ATC TTC CGA -3’ (JU4 inv., SEC ID n° 43),

- 5-ACA ATC CAC AGT CAT TAC ATT AGA A -3’ (JUS inv., SEC ID n° 44), y

- 5’-CAA GGA AAG ATG CTATCT TCC G -3’ (SARM directo inv.; SEC ID n° 95),

especialmente AR mec 6-2 inv. o JU1 inv. o SARM directoinv., particularmente SARM directo inv.

Tal como se ha detallado anteriormente, es un objetivo de la presente invencidn proporcionar una herramienta
altamente fiable para la detecciéon de SARM. Con el fin de reducir la propensién a errores del método de la
invencién, puede restringirse el nimero de cebadores utilizado en el método. De acuerdo con lo anteriormente
expuesto, en una realizacion preferente adicional de la invencion el conjunto de cebadores consiste de como
maximo 5, preferentemente como maximo 4 cebadores. Son ejemplos de dichos conjuntos dados a conocer en la
presente memoria:
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- un cebador especifico para SARM de tipo RE2, un cebador especifico para SARM de tipo RE3, y un

cebador especifico para SARM de tipo RE7, especialmente en el que uno, dos o tres de los cebadores se

seleccionan de entre los acidos nucleicos de secuencias SEC ID n° 1an®32yn®92an°94,

- un cebador especifico para SARM de tipo RE2, un cebador especifico para SARM de tipo RE3, y un

cebador especifico para SARM de tipo RE7, y un cebador especifico para SARM, asi como SASM (cebador

para SARM/SASM), especialmente en el que uno, dos, tres o cuatro de los cebadores se seleccionan de entre los

acidos nucleicos de SEC ID n°® 1 an° 44 yn°92an®°95 AR mec 11 sentido, AR mecA 3/8 y AR mec 5/2 y

opcionalmente un cebador inverso,

- AR mec 12 sentido, AR mecA 3/13 y AR mec 5/16 y opcionalmente un cebador inverso,

- AR mec 11 sentido, AR mecA 3/8 y AR mec 3/2 y AR mec 6-2 inv.,

- AR mec 12 sentido, AR mecA 3/13, AR mec 5/16 y JU1 inv.,

- SARM directo RE2 sentido, SARM directo RE3 sentido y SARM directo RE7 sentido y opcionalmente un
cebador inverso, o

- SARM directo RE2 sentido, SARM directo RE3 sentido, SARM directo RE7 sentido y SARM directo inv.

En otro aspecto dado a conocer, el cebador para RE2, RE3, RE7 y/o SARM/SAMS comprende o consiste de una
variante funcionalmente activa de cualquiera de los cebadores de SEC ID n°® 1 a n® 44 6 n®° 92 a n°® 95,
opcionalmente comprendido en cualquiera de las combinaciones preferentes de cebadores particulares, tal como se
ha detallado anteriormente.

Una variante funcionalmente activa de cualquiera de los cebadores de SEC ID n°® 1 a n® 44 6 n° 92 a n° 95 puede
identificarse mediante la utilizacién del cebador en el método de la exposicidon. Una variante funcionalmente activa
de un cebador de cualquiera de SEC ID n°® 1 a n® 44 6 n° 92 a n° 95 se refiere a un cebador que proporciona una
especificidad y sensibilidad similares o mas altas en el método o kit de la exposicidon que la secuencia respectiva de
SECIDn® 1an®44 6n°92an°95.

El término "especificidad" en un ensayo de clasificacidn binaria con respecto a una clase dada es la probabilidad de
que el ensayo clasifique correctamente casos no pertenecientes a dicha clase. Es decir, es la proporciéon de
verdaderos negativos de entre todos los casos negativos en la poblacion. Es un parametro del ensayo. En el
presente caso, para la deteccién de SARM con el fin de determinar si se encuentra presente un SARM, la
especificidad para la presencia de SARM es la probabilidad de que, si SARM se encuentra ausente, el ensayo sea
negativo.

nimero de verdaderos negativos
nim. de verdaderos negativos + niim. de falsos positivos

especificidad

Por consiguiente, una especificidad de 100% significa que el ensayo reconoce todas las muestras positivas para
SARM como positivas para SARM.

Una especificidad similar en el contexto de la presente invencién se refiere a una especificidad que es como maximo
10%, preferentemente como maximo 5%, mas preferentemente como maximo 4, 3, 2 6 1% menor que la del cebador
respectivo, en caso de que los cebadores (el cebador variante y correspondiente sin mutacion) se sometan a ensayo
en el método de la invencion, preferentemente el método descrito en el Ejemplo 3.

El término "especificidad" en un ensayo de clasificacidon binaria con respecto a una clase dada es la probabilidad de
que el ensayo clasifique correctamente casos no pertenecientes a dicha clase. Es decir, es la proporcién de
verdaderos positivos de entre todos los casos positivos en la poblacion. Es un parametro del ensayo. En el presente
caso, para la deteccion de SARM con el fin de determinar si se encuentra presente un SARM, la sensibilidad a la
presencia de SARM es la probabilidad de que, si SARM se encuentra presente, el ensayo sea positivo.

nimero de verdaderos positivos
niam. de verdaderos positivos + nim. de falsos negativos

sensibilidad=

Una sensibilidad de 100% significa que el ensayo reconoce todas las personas enfermas como tales. En todos los
casos resulta posible disefiar un ensayo trivial que alcance una sensibilidad del 100% al clasificar todos los casos de
ensayo como positivos.

Una sensibilidad similar en el contexto de la presente invencién se refiere a una sensibilidad que es como maximo
10%, preferentemente como maximo 5%, mas preferentemente como maximo 4, 3, 2 6 1% menor que la del cebador
respectivo, en caso de que los cebadores (el cebador variante y correspondiente sin mutacion) se sometan a ensayo
en el método de la invencion, preferentemente el método descrito en el Ejemplo 3.

En un aspecto preferente, el cebador comprende o consiste de una variante funcionalmente activa de cualquiera de
los cebadores de SEC ID n°® 1an®44 6 n°92 an®95, en el que:
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(a) la variante funcionalmente activa es una parte funcionalmente activa de un cebador de SECIDn® 1an®°44 ¢
n° 92 a n° 95, comprendiendo la parte por lo menos 70%, preferentemente por lo menos 80%, mas
preferentemente por lo menos 90%, todavia mas preferentemente por lo menos 95% de cualquiera de las
secuencias de SECIDn® 1an®°44 6n®°92 an°95,

(b) la variante funcionalmente activa es una variante funcionalmente activa que presenta una identidad de
secuencia de por lo menos 70%, preferentemente de por lo menos 80%, més preferentemente de por lo menos
90%, todavia mas preferentemente de por lo menos 90%, todavia mas preferentemente de por lo menos 95%
respecto a cualquiera de las secuencias de SEC ID n° 1an®44 6 n°92 an°95,

(c) la variante funcionalmente activa es una sonda de SEC ID n°® 1 an®44 6 n° 92 a n° 95, que comprende por lo
menos un acido nucleico quimicamente modificado, y/o

(d) la variante funcionalmente activa es una parte funcionalmente activa complementaria a cualquiera de las
secuencias de SEC ID n° 1 an®44 6 n° 92 a n° 95 6 una variante funcionalmente activa de (a), (b) y/o (c).

La parte del cebador puede obtenerse mediante delecién terminal de nucleétidos (en el extremo 5' y/o en el extremo
3'). La identidad de secuencia puede determinarse mediante alineacion de secuencias. Los métodos de alineacion
de secuencias para la comparacion son bien conocidos de la técnica. Se han descrito diversos programas y
algoritmos de alineacion en, por ejemplo, Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981, o en Pearson y Lipman,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448, 1988.

La herramienta de busqueda de alineaciones locales basicas (BLAST) del NCBI (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:
403-410, 1990) se encuentra disponible de varias fuentes, incluyendo el National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Bethesda, MD) y en Internet, para la utilizacion en relacion con los programas de analisis de
secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Las variantes de un cebador de cualquiera de los cebadores de
SEC ID n°® 1 an®44 6 n°92 a n° 95 se caracterizan tipicamente utilizando Blast 2.x del NCBI.

La variante puede variar, por ejemplo, respecto a la secuencia de SEC ID n°® 1 an®44 6 n° 92 a n° 95 en una o mas
adiciones, deleciones o sustituciones de nucledtidos, particularmente una o mas adiciones, deleciones o
sustituciones de nucleétidos en el extremo 5' y/o 3' de la secuencia respectiva de SECIDn°® 1an®44 6n°92an°
95.

Tal como se ha detallado anteriormente, el cebador (y/o la sonda) puede modificarse quimicamente, es decir, el
cebador y/o la sonda comprenden un nucleétido modificado o un compuesto no nucleétido. La sonda (o el cebador)
en este caso es un oligonucledtido modificado. Los "nucledtidos modificados" (o "analogos de nucledtido") difieren
de un "nucleotido" natural en alguna modificacion, aunque todavia consisten de una base, un azucar pentofuranosilo,
una parte fosfato, de tipo base, una parte de tipo azucar pentafuranosilo y una parte de tipo fosfato o combinaciones
de los mismos. Por ejemplo, puede unirse un "marcaje" a la parte base de un "nucleétido”, obteniendo de esta
manera un "nucleétido modificado". También puede sustituirse una base natural en un "nucleétido” por, por ejemplo,
una 7-desazapurina, de manera que también se obtiene un "nucleétido modificado”. Las expresiones "nucleétido
modificado" o "analogo de nucleétido" se utilizan intercambiablemente en la presente solicitud. Un "nucledsido
modificado" (o "analogo de nucledsido") difiere de un nucledsido natural en alguna modificacion de la manera
indicada de manera general anteriormente para un "nucleétido modificado" (o "analogo de nucleétido").

Un "oligonucledtido modificado" (o "analogo de oligonucledtido") pertenece a otro subgrupo especifico de los
"compuestos oligoméricos", que presenta uno o mas "nucleétidos”, uno o mas "compuestos no nucleétidos" o
"nucledtidos modificados" como "unidades monoméricas". De esta manera, la expresién "oligonucleétido modificado”
(o "analogo de oligonucledtido") se refiere a estructuras que funcionan de una manera sustancialmente similar a
"oligonucledtido" y se utilizan intercambiablemente en la totalidad de la memoria. Desde un punto de vista sintético,
un "oligonucleétido modificado" (o un "analogo de oligonucledtido") puede prepararse mediante, por ejemplo,
modificacién quimica de "oligonucledtidos" mediante modificacion apropiada del esqueleto de fosfatos, unidades de
ribosa o bases nucleotidicas (Uhimann y Peyman, Chemical Reviews 90:543, 1990; Verma S. y Eckstein F., Annu.
Rev. Biochem. 67:99-134, 1998). Entre las modificaciones representativas se incluyen fosforotioato, fosforoditioato,
fosfonato de metilo, enlaces entre nucledsidos fosfotriéster o fosforamidato en lugar de enlaces entre nucledsidos
fosfodiéster; purinas o pirimidinas deaza o aza en lugar de bases purinas y pirimidinas naturales, bases pirimidinas
con grupos sustituyentes en la posicién 5 6 6, bases purinas con grupos sustituyentes alterados en las posiciones 2,
6 6 8, o en la posicién 7, tales como las 7-deazapurinas; azucares que presentan grupos sustituyentes en, por
ejemplo, su posicién 2', o analogos de azucares carbociclicos o aciclicos. El experto en la materia conocera otras
modificaciones. Dichos "oligonucledtidos modificados" (o "analogos de oligonucleétidos") se describen mejor como
funcionalmente intercambiables aunque estructuralmente diferentes de los "oligonucleétidos" naturales (o de
"oligonucledtidos" sintéticos en lineas naturales). En mas detalle, se dan a conocer modificaciones ejemplares en
Verma S. y Eckstein F., Annu. Rev. Biochem. 67:99-134, 1998, o en el documento WO n° 02/12263. Ademas, puede
realizarse una modificacién en la que las unidades nucleésidos se unen mediante grupos que sustituyen los enlaces
de fosfato o de azucar-fosfato entre nucledsidos. Entre dichos enlaces se incluyen los dados a conocer en Verma S.
y Eckstein F., Annu. Rev. Biochem. 67:99-134, 1998. En el caso de que se utilicen enlaces diferentes de los enlaces
fosfato para unir las unidades nucledsido, dichas estructuras también se han descrito como "oligonucleésidos".

Sin embargo, pueden disefiarse cebadores alternativos que amplifican una molécula de acidos nucleicos codificante
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de SARM, por ejemplo acidos nucleicos codificantes de partes alternativas de partes de RE2, RE3 6 RE7, utilizando,
por ejemplo, un programa informatico tal como OLIGO (Molecular Biology Insights Inc., Cascade, CO). Entre las
caracteristicas importantes durante el disefio de los oligonucleétidos que se utilizaran como cebadores de
amplificacion se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, un producto de amplificacion de tamario apropiado para
facilitar la deteccion (por ejemplo mediante electroforesis), temperaturas de fusion similares para los miembros de
una pareja de cebadores, y la longitud de cada cebador (es decir, los cebadores deben ser suficientemente largos
para hibridarse con especificidad de secuencia y para iniciar la sintesis, pero no tan largos que se reduzca la
fidelidad durante la sintesis de los oligonucledtidos). Tipicamente, los cebadores oligonucleétidos presentan una
longitud de 8 a 50 nucledtidos (por ejemplo una longitud de 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46, 48 6 50 nucleotidos).

Las secuencias de SCCmec de diversos tipos de SARM se encuentran disponibles para el publico, por ejemplo en la
base de datos de nucleétidos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (ver, por ejemplo, AB033763
para el casete cromosémico estafilocécico mec: cepa NCTC10442; D86934 para el casete cromosdmico
estafilocécico mec de tipo II: cepa N315; AB047089, extremo derecho para el casete cromosdmico estafilococico
mec de tipo lll y su regién cromosdmica flanqueante: cepa 85/3907; AB063172 para el casete cromosomico
estafilocdcico mec de tipo IV.1 (IVa): cepa CA05(JCSC1968), o el casete cromosémico estafilococico mec de tipo V
AB121219: cepa JCSC3624(WIS)).

Los "cebadores especificos para RE2" o "cebadores especificos para RE3" o "cebadores especificos para RE7" tal
como se utilizan en la presente memoria se refieren a los cebadores oligonucledtidos que se hibridan con
secuencias de acidos nucleicos codificantes de RE2 6 RE3 6 RE7, respectivamente, e inician la sintesis a partir de
los mismos bajo condiciones apropiadas.

Ademas del conjunto de cebadores tal como se define en la reivindicacion 1 adjunta, el método de la invencién
utiliza una pareja de sondas con el fin de detectar la presencia o ausencia de SARM. El término "sonda" se refiere a
acidos nucleicos producidos sintética o biolégicamente (ADN o ARN) que, por su disefio o por la seleccion,
contienen secuencias de nucleétidos especificas que les permiten hibridarse bajo astringencias predeterminadas
definidas de manera especifica (es decir, preferentemente) con "acidos nucleicos diana”, en el presente caso a un
acido nucleico (diana) de SARM. Una "sonda" puede identificarse como "sonda de deteccién”, lo que significa que
detecta el &cido nucleico diana.

En un aspecto preferente de la exposicién, por lo menos una sonda de la pareja de sondas comprende o consiste de
una fraccién fluorescente y una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de entre el grupo que consiste de:

- 5-AAG TCG CTT TGC CTT TGG GTC A -3’ (AR mec Fluo 1 sin marcaje; SEC ID n° 45),

- 5-TAC AAA GTC GCT TTG CCT TTG GGT CA -3’ (AR mec Fluo 2 sin marcaje; SEC ID n° 46),

- 5-GGC CGT TTG ATC CGC CAA T -3’ (AR mec Fluo 3 sin marcaje; SEC ID n° 47),

- 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GTA -3’ (AR mec Fluo 4 sin marcaje; SEC ID n° 48),

- 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GT -3’ (AR mec Fluo 4-2 sin marcaje; SEC ID n° 49),

- 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GTC A -3’ (AR mec Fluo 4-3 sin marcaje; SEC ID n° 50),

- 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G -3’ (AR mec Fluo 4-GV sin marcaje; SEC ID n° 51),

- 5-CAA GAA TTG AAC CAA CGC AT -3’ (AR mec Fluo 4k sin marcaje; SEC ID n° 52),

- 5-CAA TGA CGA ATA CAT AGT CGC TTT GCC CTT -3’ (AR mec Fluo 5 sin marcaje; SEC ID n° 53),
- 5-CGT TTG ATC CGC CAA TGA CGA -3’ (AR mec Fluo 6 sin marcaje; SEC ID n° 54),

- 5-GCC AAT CCT TCG GAA GAT AGC A -3’ (AR mec Fluo 7 sin marcaje; SEC ID n° 55),

- 5'-ATT AAC ACA ACC CGC ATC -3’ (AR mec Fluo UR sin marcaje; SEC ID n° 56),

- 5-GTC GCT TTG CCC TTG GGT C -3’ JU1 sonda 1 sin marcaje; SEC ID n° 57),

- 5-TCG CTT TGC CCT TGG GTC AT -3’ JU2 sonda 1 sin marcaje; SEC ID n° 58),

- 5-GGC CGT TTG ATC CGC CAAT -3’ JU3 sonda 1 sin marcaje; SEC ID n° 59),

- 5-GTC CTT GTG CAG GCC GTT TGA T -3’ JU4 sonda 1 sin marcaje; SEC ID n° 60),

- 5-CTT GGG TCA TGC GTT GGT TCA ATT -3’ JU5 sonda 1 sin marcaje; SEC ID n° 61),

- 5-CGA ATA CAA AGT CGC TTT GCC CTT GGG -3’ (AR mec 640 3 sin marcaje; SEC ID n° 62),
- 5-ATG CGT TGG TTC AAT TCT TG -3’ (AR mec 640 4 sin marcaje; SEC ID n° 63),

- 5-GCG TTG GTT CAATTC TTG GG -3’ (AR mec 610 4-3 sin marcaje; SEC ID n° 64),

- 5-ACC CAA GGG CAA AGC GAC TT -3’ (AR mec 640 4k sin marcaje; SEC ID n° 65),

- 5-GGT AAT GCG TTG GTT CAATTC TTG -3’ (AR mec 640 5 sin marcaje; SEC ID n° 66),

- 5-ACA AAG TCG CTA TGC CCT TGG GTC A -3’ (AR mec 640 6 sin marcaje; SEC ID n° 67),

- 5-CTT TCC TTG TAT TTC TAA TGT AAT GAC TG -3’ (AR mec 640 7 sin marcaje; SEC ID n° 68),
- 5-TTG ATG TGG GAA TGT CAT TTT GCT GAA -3’ (AR mec 640 UR sin marcaje; SEC ID n° 69),
- 5-GCGTTG GTT CAATTC TTG GGC CAAT -3’ JU1 sonda 2 sin marcaje; SEC ID n° 70),

- 5-GTT GGT TCA ATT CTT GGG CCA ATC CTT CG -3’ JU2 sonda 2 sin marcaje; SEC ID n° 71),
- 5'-CGA ATA CAA AGT CGC TTT GCC CTT GG -3’ JU3 sonda 2 sin marcaje; SEC ID n° 72),

- 5-GCC AAT GAC GAA TAC AAA GTC GCT TTG CC -3’ JU4 sonda 2 sin marcaje; SEC ID n° 73),
- 5-TGG GCC AAT CCT TCG GAA GAT AGC A -3 JU5 sonda 2 sin marcaje; SEC ID n° 74),

- 5-ATG CGT TGG TTC GAT TCT TG -3’ (AR mec 610 4-MM2 sin marcaje; SEC ID n° 75),
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- 5-CAT GCG TTG GTT CGATTC TTG -3’ (AR mec 610 4-MM2-GV sin marcaje; SEC ID n° 76),
- 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G -3’ (MRSA directo Fluos sin marcaje; SEC ID n° 96), y
- 5-CAT GCG TTG GTT CGATTC TTG -3’ (MRSA directo Red 610 sin marcaje; SEC ID n° 97),

especialmente AR mec Fluo 4 sin marcaje y/o AR mec 610 4-MM2 sin marcaje o especialmente AR mec Fluo 4-GV
sin marcaje y/o AR mec 610 4-MM2-GV sin marcaje o especialmente SARM directo Fluos sin marcaje y/o SARM
directo Red 610 sin marcaje, preferentemente SARM directo Fluos sin marcaje y/o SARM directo Red 610 sin
marcaje, mas preferentemente SARM directo Fluos sin marcaje y SARM directo Red 610 sin marcaje.

En una realizaciéon de la invencion, la primera sonda comprende o consiste de una fraccion fluorescente y las
secuencias de acidos nucleicos de SEC ID n°® 96 y la segunda sonda comprende o consiste de una fraccion
fluorescente y la secuencia de acidos nucleicos SEC ID n°® 97 6 viceversa. Segun la invencion, la primera sonda de
SARM de la pareja de sondas de SARM se marca con una fraccion fluorescente donante y la segunda sonda de
SARM de la pareja de sondas de SARM se marca con una fraccion fluorescente aceptora correspondiente. Se listan
posteriormente ejemplos de marcajes adecuados y preferentes, en los que cada una de las sondas puede marcarse
con cualquiera de los marcajes. Sin embargo, una pareja de sondas preferente es una en la que la primera sonda,
que incluye el primer marcaje, es fluoresceina-5'-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GTA-3' (AR mec Fluo 4) y en la que
la segunda sonda, que incluye el segundo marcaje, es LC-Red 610-5'-ATG CGT TGG TTC GAT TCT TG-3' (AR mec
610 4MM2). Una pareja de sondas preferente alternativa es una en la que la primera sonda, que incluye el primer
marcaje, es fluoresceina-5'-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G-3' (AR mec Fluo 4-GV) y en la que la segunda sonda,
que incluye el segundo marcaje, es LC-Red 610-5'-CAT GCG TTG GTT CGA TTC TTG-3' (AR mec 610 4MM2-GV).
Una pareja de sonda todavia mas preferente es una en la que la primera sonda, que incluye el primer marcaje, es 5'-
AAG TCG CTT TGC CCT TGG G-3' (SARM Fluos directo) y en la que la segunda sonda, que incluye el segundo
marcaje, es LC-Red 610-5'-CAT GCG TTG GTT CGA TTC TTG-3' (SARM Red 610 directo).

En otro aspecto, la sonda comprende o consiste de una fraccion fluorescente y una variante funcionalmente activa
de cualquiera de las sondas de SEC ID n® 45 an° 76, n° 96 6 n° 97, particularmente en la que:

(a) la variante funcionalmente activa es una parte funcionalmente activa de una sonda de las secuencias de
SEC ID n® 45 an° 76, n° 96 6 n° 97, comprendiendo la parte por lo menos 70%, preferentemente por lo menos
80%, mas preferentemente por lo menos 90%, todavia mas preferentemente por lo menos 95% de cualquiera de
las secuencias de SEC ID n°® 45an°®76, n° 96 6 n° 97,

(b) la variante funcionalmente activa es una variante funcionalmente activa que presenta una identidad de
secuencia de por lo menos 70%, preferentemente de por lo menos 80%, mas preferentemente de por lo menos
90%, todavia mas preferentemente de por lo menos 95%, respecto a cualquiera de las secuencias de SEC ID n°
45 an®76,n°96 6 n° 97,

(c) la variante funcionalmente activa es una sonda de SEC ID n° n° 45 a n° 76, n°® 96 6 n° 97, que comprende por
lo menos un acido nucleico quimicamente modificado, y/o

(d) la variante funcionalmente activa es una parte funcionalmente activa complementaria a cualquiera de las
secuencias de SEC ID n° n°45 an® 76, n° 96 6 n° 97 & una variante funcionalmente activa de (a), (b) y/o (c).

Puede identificarse una variante funcionalmente activa de cualquiera de dichas sondas mediante la utilizacion de la
variante y la sonda respectiva en el método de la invencion. Una variante funcionalmente activa de una sonda que
comprende cualquiera de entre SEC ID n°® 45 a n° 76, n° 96 6 n° 97, se refiere a uan sonda que presenta una
especificidad y una sensibilidad similares o mas altas que la secuencia correspondiente de SEC ID n® 45 a n° 76, n°
96 6 n° 97. Los términos "especificidad" y "sensibilidad" se han definido anteriormente para los cebadores y pueden
determinarse tal como se ha detallado para las variantes de cebadores.

La parte de la sonda puede obtenerse mediante delecion terminal de nucleétidos (en el extremo 5' y/o en el extremo
3"). La identidad de secuencia puede determinarse mediante alineacién de secuencias. Los métodos de alineacion
de secuencias para la comparacion son bien conocidos de la técnica. Se han descrito diversos programas y
algoritmos de alineacion en, por ejemplo, Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981, o en Pearson y Lipman,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448, 1988.

La herramienta de busqueda de alineaciones locales basicas (BLAST) del NCBI (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:
403-410, 1990) se encuentra disponible de varias fuentes, incluyendo el National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Bethesda, MD) y en Internet, para la utilizacion en relacion con los programas de analisis de
secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Las variantes de una sonda que comprende cualquiera de las
secuencias de SEC ID n° 45 a n® 76, n° 96 6 n° 97 se caracterizan tipicamente utilizando Blast 2.x del NCBI.

La variante puede variar, por ejemplo, respecto a la secuencia de SEC ID n° 45 an° 76, n° 96 6 n° 97 en una o mas
adiciones, deleciones o sustituciones de nucleétidos, particularmente una o mas adiciones, deleciones o
sustituciones de nucledtidos en el extremo 5' y/o 3' de la secuencia correspondiente de SEC ID n® 45 a n°® 76, n° 96
6 n° 97.

Ademas, se hace referencia a los datos anteriormente indicados con respecto a las variantes de cebadores, que
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pueden aplicarse analogamente a las variantes de las sondas.
En un aspecto de la exposicion, el conjunto de cebadores comprende o consiste de:

a) AR mec 11 sentido, AR mecA 3/8, AR mec 5/2 y opcionalmente AR mec 6-2 inv. y en la que la primera sonda
es fluoresceina 5’-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GTA -3’ (AR mec Fluo 4) y en la que la segunda sonda es LC-
Red 610-5-ATG CGT TGG TTC GAT TCT TG -3’ (AR mec 610 4-MM2) o

b) AR mec 12 sentido, AR mecA 3/13, AR mec 5/16 y opcionalmente JU1 inv. y en la que la primera sonda es
fluoresceina 5’-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G -3’ (AR mec Fluo 4-GV) y en la que la segunda sonda es LC-
Red 610-5-CAT GCG TTG GTT CGATTC TTG -3’ (AR mec 610 4-MM2-GV) o

c) SARM directo RE2 sentido, SARM directo RE3 sentido, SARM directo RE7 sentido y opcionalmente SARM
directo inv. y en el que el primer marcaje es 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G -3'-fluoresceina (SARM directo
Fluos) y en el que la segunda sonda es LC-Red 610-5-CAT GCG TTG GTT CGA TTC TTG -3’ (SARM directo
Red 610).

El disefio de oligonucleétidos que deben utilizarse como sondas (de hibridacion) puede llevarse a cabo de una
manera similar al disefio de cebadores, aunque los elementos de una pareja de sondas preferentemente se hibridan
con un producto de amplificacion separados por no mas de 5 nucleétidos en la misma cadena, de manera que
puede producirse la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) (por ejemplo separados por no
mas de 1, 2, 3 6 4 nucleodtidos). Este grado minimo de separacion tipicamente acerca las fracciones fluorescentes
respectivas lo suficiente para que se produzca la FRET (ver posteriormente). Sin embargo, debe entenderse que
resultan posibles otras distancias de separacion (por ejemplo 6 6 mas nucledtidos), con la condicion de que las
fracciones fluorescentes se sitlen correctamente unas respecto a las otras (por ejemplo con un brazo conector), de
manera que pueda producirse la FRET. Ademas, pueden disefiarse sondas para hibridarse con dianas que
contienen una mutacién o polimorfismo, permitiendo de esta manera la deteccion diferencial de SARM basandose
en la hibridacién absoluta de diferentes parejas de sondas correspondientes a cada subtipo particular de SARM que
debe distinguirse o en temperaturas de fusion diferentes en, por ejemplo, los elementos de una pareja de sondas y
cada producto de amplificacién generado a partir de un SARM. Al igual que con los cebadores oligonucleétidos, las
sondas oligonucleétidas habitualmente presentan temperaturas de fusion similares, y la longitud de cada sonda debe
ser suficiente para que se produzca la hibridacion especifica de secuencia, pero no tan larga que se reduzca la
fidelidad durante la sintesis. Las sondas oligonucleétidas presentan una longitud de 8 a 50 nucleétidos (una longitud
de por ejemplo 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 6 50 nucledtidos).

La invencion proporciona métodos para detectar la presencia o ausencia del SARM en una muestra. Los métodos
proporcionados por la invencion evitan los problemas de contaminacion de las muestras, los falsos negativos y los
falsos positivos. Entre los métodos se incluye llevar a cabo por lo menos una etapa de amplificaciéon y por lo menos
una etapa de hibridacion. Una etapa de amplificaciéon incluye poner en contacto la muestra con un conjunto de
cebadores adecuados con el fin de producir un producto de amplificacion en el caso de que una molécula de acidos
nucleicos de SARM se encuentre presente en la muestra. Cada uno de los cebadores se hibrida con una diana
dentro de la molécula diana de acidos nucleicos de SARM, de manera que por lo menos una parte del producto de
amplificacion contiene una secuencia de acidos nucleicos correspondiente al acido nucleico correspondiente del
SARM, en el que se selecciona el conjunto de cebadores para permitir la deteccion de SARM de tipos | a V. La
etapa de hibridacién incluye poner en contacto la muestra con una pareja de sondas de SARM. Generalmente, los
elementos de la pareja de sondas de SARM se hibridan con el producto de amplificaciéon apropiado separados por
no mas de cinco nucledtidos. Segun la invencion, la primera sonda de SARM de la pareja de sondas de SARM se
marca con una fraccion fluorescente donante y la segunda sonda de SARM de la pareja de sondas de SARM se
marca con la fraccion fluorescente aceptora correspondiente. El método incluye ademas detectar la presencia o
ausencia de FRET entre la fraccion fluorescente donante de la primera sonda de SARM vy la fraccién fluorescente
aceptora correspondiente de la segunda sonda de SARM. Pueden llevarse a cabo multiples etapas de amplificacion
e hibridacion, preferentemente en un termociclador.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "amplificacion” se refiere al procedimiento de sintesis de moléculas de
acidos nucleicos que son complementarias a una o ambas cadenas de un acido nucleico molde (por ejemplo
moléculas de acidos nucleicos de SARM). La amplificacién de una molécula de acidos nucleicos tipicamente incluye
la desnaturalizacion del acido nucleico molde, la hibridacién de cebadores con el acido nucleico molde a una
temperatura que es inferior a las temperaturas de fusion de los cebadores y el alargamiento enzimatico a partir de
los cebadores con el fin de generar un producto de amplificacion. Cada una de las etapas de desnaturalizacion,
hibridacion y alargamiento puede llevarse a cabo una vez. Sin embargo, generalmente las etapas de
desnaturalizacion, apareamiento y alargamiento se llevan a cabo mdltiples veces, de manera que se incrementa la
cantidad de producto de amplificacién, con frecuencia exponencialmente, aunque los presentes métodos no
requieren la amplificacion exponencial. La amplificacidn tipicamente requiere la presencia de desoxirribonucledsidos
trifosfato, un enzima ADN polimerasa (por ejemplo la polimerasa Taq) y un tampén apropiado y/o cofactores para la
actividad 6ptima del enzima polimerasa (por ejemplo MgCl, y/o KCI).

En el caso de que se produzca la amplificacion del acido nucleico de SARM y se produzca un producto de
amplificacion, la etapa de hibridacion resulta en una sefial detectable basada en la FRET entre los elementos de la
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pareja de sondas. Tal como se utiliza en la presente memoria, "hibridacion" se refiere al apareamiento de sondas
con un producto de amplificacion. Entre las condiciones de hibridacion tipicamente se incluyen una temperatura que
es inferior a la temperatura de fusion de las sondas pero que evita la hibridacién no especifica de las sondas.

En el método de la invencién, la presencia o ausencia de SARM se detecta utilizando la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET) (ver, por ejemplo, las patentes US n°® 4.996.143, n° 5.565.322, n°® 5.849.489 y
n°® 6.162.603). FRET es una técnica para medir las interacciones entre dos moléculas, en el presente caso dos
sondas. En esta técnica, se fusionan genéticamente dos moléculas fluorescentes diferentes (fluoréforos o marcajes)
con una pareja de sondas adecuada para la deteccion del SARM.

La transferencia de energia resonante es un mecanismo por el que la energia se transfiere directamente de una
molécula a otra. El principio de la FRET se basa en las caracteristicas combinadas de los dos marcajes. En el caso
de que un marcaje se excite con una luz de una longitud de onda particular (frecuencia de absorcién), reemite esa
energia con una longitud de onda diferente (la frecuencia de emisién). En la FRET, el primer marcaje se excita, con
lo que a su vez emite luz que presenta la frecuencia de emisién. En el caso de que el pico de emision del primer
marcaje (donante) se solape con el pico de excitacion del segundo marcaje (aceptor), puede determinarse la
proximidad de los dos marcajes, ya que el primer marcaje transfiere energia al segundo marcaje y el segundo
marcaje emite luz a su propia frecuencia de emision. El resultado neto es que el donante emite menos energia de lo
que emitiria normalmente (ya que parte de la energia que radiaria en forma de luz es transferida por el contrario al
aceptor), mientras que el aceptor emite mas energia luminica a su frecuencia de excitaciéon (porque obtiene una
entrada adicional de energia procedente del fluoréforo donante).

El beneficio de la tecnologia de FRET es que presenta una resolucion excelente. La fisica de la transferencia de
energia por FRET entre donante y aceptor (que es no radioactiva) es tal que la eficiencia cae drasticamente con la
sexta potencia de la distancia entre moléculas. De esta manera, la FRET generalmente se produce cuando dos
fluoréforos se encuentran separados por 20 a 100 A (0,002 a 0.01 um), lo que implica que los fluoréforos deben
aproximarse hasta bastante poca distancia.

Tal como se utiliza en la presente memoria, dos sondas oligonucledtidas, conteniendo cada una fraccién
fluorescente, pueden hibridarse con un producto de amplificacion en posiciones particulares determinadas por la
complementariedad de las sondas oligonucledtidas con la secuencia de acidos nucleicos diana, es decir, el acido
nucleico de SARM. Al hibridarse las sondas oligonucleétidas con el producto de amplificacion en las posiciones
apropiadas, se genera una sefial de FRET. En una realizacién preferente, los elementos de la pareja de sondas de
SARM (sondas de deteccion) se hibridan con el producto de amplificacion separados por no mas de cinco, cuatro o
tres nucledtidos, particularmente no mas de dos nucleétidos, especialmente no mas de un nucleétido.

Tal como se ha detallado anteriormente, cada sonda de la pareja de sondas se marca con un
marcaje/fluoréforo/fraccion fluorescente adecuada. Los "marcajes"”, con frecuencia denominados "grupos
informadores”, "fluoréforo" o "fraccion fluorescente" son generalmente grupos que sefialan o marcan un &cido
nucleico diana para distinguirlo del resto (los acidos nucleicos que presentan unido un "marcaje" también pueden
denominarse compuestos de union a acido nucleico marcados, sondas marcadas o simplemente sondas).

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "relacion de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia" y expresiones similares se refieren a la hibridacién contigua de una "sonda" marcada con una
"fraccion fluorescente donadora" y otra "sonda" marcada con una "fraccién fluorescente aceptora" con un "acido
nucleico diana", de manera que el "marcaje fluorescente donador” puede transferir la energia resonante al "marcaje
fluorescente aceptor”, de manera que el "marcaje fluorescente aceptor" produce una emisién fluorescente medible.
En el caso de que el "marcaje fluorescente donador" y el "marcaje fluorescente aceptor" se encuentren separados
por una distancia excesiva, el "marcaje fluorescente donador" no podra transferir energia por resonancia al "marcaje
fluorescente aceptor”, de manera que el "marcaje fluorescente aceptor" pueda emitir fluorescencia medible, y por lo
tanto el "marcaje fluorescente donador" y el "marcaje fluorescente aceptor" no se encontraran en una relacion de
transferencia de energia por resonancia.

Los marcajes adecuados son conocidos de la técnica y el experto en la materia podré seleccionar una combinacion
adecuada de marcajes para ambas sondas. Tal como se utiliza en la presente memoria con respecto a las
fracciones fluorescentes donante y aceptora correspondiente, "correspondiente" se refiere a una fraccion
fluorescente aceptora que presenta un espectro de emision que se solapa con el espectro de excitacion de la
fraccion fluorescente donadora. Sin embargo, ambas sefiales deben ser mutuamente separables. Por consiguiente,
el maximo de longitud de onda del espectro de emision de la fraccion fluorescente aceptora preferentemente deber
ser de por lo menos 30 nm, mas preferentemente por lo menos 50 nm, tal como por lo menos 80 nm, por lo menos
100 nm o por lo menos 140 nm superior al maximo de longitud de onda del espectro de excitacion de la fraccidon
fluorescente donadora. De acuerdo con lo anterior, puede producirse la transferencia eficiente de energia no
radiativa entre las fracciones.

Las fracciones fluorescente donadora y la aceptora correspondiente generalmente se seleccionan para: (a) una
transferencia de energia de Forster altamente eficiente, (b) un desplazamiento de Stokes final elevado (>100 nm),
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(c) un desplazamiento maximo de la emisién hacia dentro de la parte roja del espectro visible (>600 nm), y (d) un
desplazamiento de la emisiéon a una longitud de onda mas alta que la emision fluorescente de Raman del agua
producida por la excitaciéon a la longitud de onda de excitacién del donador. Por ejemplo, puede seleccionarse una
fraccion fluorescente donadora que presente su maximo de excitacion proximo a una linea laser (por ejemplo Helio-
Cadmio 442 nm o Argon 488 nm), un elevado coeficiente de extincion, un rendimiento cuantico elevado y un buen
solapamiento de su emisién fluorescente con el espectro de excitacion de la fraccion fluorescente aceptora
correspondiente. Puede seleccionarse una fraccion fluorescente aceptora correspondiente que presente un elevado
coeficiente de extincién, un rendimiento cuantico elevado, un buen solapamiento de su excitaciéon con la emision de
la fraccién fluorescente donadora y emisién en la parte roja del espectro visible (>600 nm). Sin embargo, el objetivo
principal es obtener sefales mutuamente separables.

Entre las fracciones fluorescentes donadoras representativas que pueden utilizarse con diversas fracciones
fluorescentes aceptoras en la tecnologia FRET se incluyen fluoresceina, amarillo Lucifer, B-ficoeritrina, 9-acridin-
isotiocianato, amarillo Lucifer VS, acido 4-acetamido-4'-isotiocianatoestilbén-2,2'-disulfénico, 7-dietilamino-3-(4'-
isotiocianatofenil)-4-metilcoumarina, 1-pirenbutirato de succinimidilo y derivados de &cido 4-acetamido-4'-
isotiocianatoestilbén-2,2'-disulfénico. Entre las fracciones fluorescentes aceptoras representativas, dependiendo de
la fraccion fluorescente donadora utilizada, se incluyen LC-Red 610, LC-Red 640, LC-Red 670, LC-Red 705, Cy5,
Cy5.5, cloruro de rodamina B de lisamina sulfonilo, isotiocianato de tetrametil-rodamina, rodamina x isotiocianato,
isotiocianato de eritrosina, fluoresceina, pentaacetato de dietilentriamina u otros quelatos de iones lantanidos (por
ejemplo europio o terbio). Pueden obtenerse fracciones fluorescentes donadoras y aceptoras de, por ejemplo,
Molecular Probes (Junction City, OR) o de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Los marcajes preferentes segun la invenciéon son los marcajes fluorescentes, que son, por ejemplo, pigmentos
fluorescentes tales como el pigmento fluoresceina, el pigmento rodamina, el pigmento cianina y el pigmento
coumarina. Por ejemplo, la fraccion fluorescente donadora puede ser fluoresceina y/o la fraccion fluorescente
aceptora puede seleccionarse de entre el grupo que consiste de LC-Red 610, LC-Red 640, LC-Red 670, LC-Red
705, Cy5 y Cy5.5, preferentemente LC-Red 610 6 LC-Red 640. Mas preferentemente, la fraccion fluorescente
donadora es la fluoresceina y la fraccion fluorescente aceptora es LC-Red 640 6 LC-Red 610.

Para la pareja de donador-aceptor de fluoresceina-rodamina, podria utilizarse un filtro de excitacion de 470-490 nm y
un filtro de emisién de 500-520 nm para recoger la luz procedente del donante fluoresceina. A continuacion podria
utilizarse un filtro de emisiéon de 600-650 nm para recoger la luz del aceptor rodamina. Estos filtros de emision
necesitan recoger unicamente el rango de longitudes de onda mas cortas del donador, y Unicamente la cola de
emision larga del aceptor, para evitar la interferencia entre los dos canales de imagen. Es decir, deberia evitarse la
recogida de emision procedente de la fluoresceina en el canal de la rodamina y viceversa. El problema es que para
que FRET funcione, los espectros de emisién del donador y de excitacion del aceptor deben solaparse (un buen
nivel de solapamiento es bueno), pero para la obtencién de imagenes con una buena proporcién de sefial-a-ruido
debe evitarse la recogida de fotones "erréneos" a través de un filtro.

Las fracciones fluorescentes donadora y aceptora pueden unirse a la sonda oligonucleétida apropiada mediante un
brazo conector. La longitud de cada brazo conector puede resultar importante, ya que los brazos conectores afectan
a la distancia entre las fracciones fluorescentes donadora y aceptora. La longitud de un brazo conector para el
propdsito de la presente invencién es la distancia en Angstroms entre la base nucleétida y la fraccién fluorescente.
En general, un brazo conector presenta entre aproximadamente 10 y aproximadamente 25 A. El brazo conector
puede ser del tipo descrito en el documento WO n° 84/03285. El documento WO n° 84/03285 da a conocer ademas
métodos para unir los brazos conectores a bases nucleétidas particulares, y también para unir fracciones
fluorescentes a un brazo conector.

Una fraccién fluorescente aceptora tal como LC-Red 640(éster de NHS), LC-Red 610(éster de NHS) o LC-Red 670
(éster de NHS) puede combinarse con C6-fosforamiditas (disponibles de ABI (Foster City, CA) o de Glen Research
(Sterling, VA)) para producir, por ejemplo, LC-Red 640-fosforamidita. Entre los conectores utilizados con frecuencia
para acoplar una fraccién fluorescente donadora, tal como fluoresceina, a un oligonucleétido se incluyen conectores
tiourea (derivados de FITC, por ejemplo fluoresceina-CPG de Glen Research o de ChemGene (Ashland, MA)),
conectores amida (derivados de éster de NHS de fluoresceina, tal como fluoresceina-CPG de BioGenex (San
Ramon, CA)) 6 3'-amino-CPG, que requieren el acoplamiento de un éster de NHS de fluoresceina tras la sintesis de
oligonucledétido.

En una realizacion de la invencion, la etapa de deteccion comprende excitar la muestra a una longitud de onda
absorbida por la fracciéon fluorescente donadora y visualizar y/o medir la longitud de onda emitida por la fraccion
fluorescente aceptora. Preferentemente la deteccion comprende cuantificar la FRET. El analisis fluorescente puede
llevarse a cabo utilizando, por ejemplo, un sistema de microscopia epifluorescente de recuento de fotones (que
contiene el espejo dicroico apropiado y filtros para el seguimiento de la emision fluorescente en un intervalo
particular), un sistema fotomultiplicador de recuento de fotones o un fluorimetro.

La excitacion para iniciar la transferencia de energia puede llevarse a cabo con un laser de i6n argén, una lampara
de arco de mercurio de alta intensidad (Hg), una fuente luminica de fibra 6ptica u otra fuente luminica de alta
intensidad apropiadamente filtrada para la excitacion en el intervalo deseado.
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Otro objetivo de la presente invencion se refiere a un método alternativo para detectar la presencia o ausencia de S.
aureus resistente a la meticilina (SARM) en una muestra, comprendiendo el método:

(a) la realizacion de una etapa de amplificaciéon que comprende poner en contacto la muestra con un conjunto de
cebadores de SARM con el fin de producir un producto amplificacién en el caso de que SARM se encuentre
presente en la muestra,

(b) la realizaciéon de una etapa de hibridacion que comprende poner en contacto el producto de amplificacion de
la etapa (a) con una sonda de SARM, en la que la sonda de SARM se marca con una fraccion fluorescente
donadora y con una fraccion fluorescente aceptora correspondiente, y

(c) la deteccion de la presencia o ausencia de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET) entre
la fraccion fluorescente donadora y la fraccion fluorescente aceptora de la sonda de SARM, en la que la ausencia
de FRET es indicativa de la presencia de SARM en la muestra, y en la que la presencia de FRET es indicativa de
la ausencia de SARM en la muestra,

en el que el método es capaz de detectar cada uno de los casetes cromosémicos estafilococicos (SSCmec) tipos | a
V del SARM, y en el que el conjunto de cebadores es tal como se define en las reivindicaciones 1 a 6 adjuntas.

Un formato comun de la tecnologia FRET utiliza dos sondas de hibridaciéon, en la que cada sonda puede marcarse
con una fraccion fluorescente diferente y generalmente se disefian para hibridarse en estrecha proximidad entre si
en una molécula de ADN diana (por ejemplo un producto de amplificacion) (ver el método anterior descrito en primer
lugar). Sin embargo, un formato alternativo de FRET utiliza sondas de hidrolizacion (segundo método de la
invencién) para detectar la presencia o ausencia de un producto de amplificacion y, por lo tanto, la presencia o
ausencia de SARM. Esta tecnologia utiliza una sonda de hibridacién de cadena sencilla marcada con dos fracciones
fluorescentes. Al excitarse una primera fraccion fluorescente con luz de una longitud de onda adecuada, la energia
absorbida se transfiere a una segunda fraccion fluorescente segun los principios de la FRET. La segunda fraccion
fluorescente es generalmente una molécula extintora. Durante la etapa de hibridacion de la reaccién de PCR, la
sonda de hidrolizacion marcada se une al ADN diana (es decir, el producto de amplificacion) y es degradada por la
actividad de exonucleasa 5' a 3' de la polimerasa Taq durante la etapa de alargamiento posterior. Por consiguiente,
la fraccion fluorescente excitada y la fraccion extintora quedan espacialmente separadas entre si. En consecuencia,
al excitarse la primera fraccion fluorescente en ausencia del extintor, puede detectarse la emisiéon fluorescente
procedente de la primera fraccion fluorescente. A titulo de ejemplo, un sistema de deteccién de secuencias ABI
PRISM® 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) utiliza tecnologia de sondas de hibridacién y resulta adecuada
para llevar a cabo los métodos descritos en la presente memoria para la deteccion de SARM. Puede encontrarse
informaciéon sobre la amplificacién y deteccion mediante PCR utilizando un sistema ABI PRISM® 770 en
http://www.appliedbiosystems.com/products.

Son ejemplos de sondas de hidrolizacién adecuadas:

TP mec 1: 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GTC AT -3’ (SEC ID n° 87) y
TP mec 2: 5-TGC TCA ATT AAC ACA ACC CGC ATC A -3'(SEC ID n° 88).

En una realizacién preferente de la invencion, el método puede definirse adicionalmente a partir de una o mas de las
caracteristicas siguientes:

a) el conjunto de cebadores es tal como se ha definido anteriormente en el contexto del primer método de la
invencién, comprendiendo o consistiendo de un cebador especifico para SARM tipo RE2, un cebador especifico
para SARM tipo RE3 y un cebador especifico para SARM tipo RE7.

b) la sonda comprende o consiste de dos fracciones fluorescentes, preferentemente tal como se ha definido
anteriormente en el contexto del primer método de la invenciéon y una secuencia de acidos nucleicos de
cualquiera de las SEC ID n® 45 a n® 76, n° 96 6 n° 97, o una variante funcionalmente activa de las mismas tal
como se ha definido en el contexto del primer método de la invencién,

c) la etapa de amplificacién utiliza un enzima polimerasa que presenta actividad de exonucleasa 5' a 3',

d) las fracciones fluorescentes donadora y aceptora se encuentran separadas por no mas de 5 nucleétidos en la
sonda,

e) la sonda comprende una secuencia de acidos nucleicos que permite la formacién de estructuras secundarias,
en la que la formacién de estructura secundaria resulta en proximidad espacial entre la fraccién fluorescente
donadora y la aceptora,

f) la fraccion fluorescente aceptora es un extintor.

Las balizas moleculares conjuntamente con FRET también pueden utilizarse para detectar la presencia de un
producto de amplificacion utilizando los métodos de PCR en tiempo real de la invencién (segundo método alternativo
de la invencion). La tecnologia de balizas moleculares utiliza una sonda de hibridacion marcada con una primera
fraccion fluorescente y con una segunda fraccion fluorescente. La segunda fraccion fluorescente es generalmente un
extintor, y los marcajes fluorescentes tipicamente se localizan en cada extremo de la sonda. La tecnologia de balizas
moleculares utiliza una sonda oligonucleétida que presenta secuencias que permiten la formacion de estructura
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secundaria (por ejemplo una horquilla). Como resultado de la formacion de estructura secundaria en la sonda,
ambas fracciones fluorescentes se encuentran espacialmente préximas cuando la sonda se encuentra en solucion.
Tras la hibridacién con los acidos nucleicos diana (es decir, los productos de amplificacion), se interrumpe la
estructura secundaria de la sonda y las fracciones fluorescentes se separan una de otra de manera que, tras la
excitacion con luz de una longitud de onda adecuada, puede detectarse la emision de la primera fraccion
fluorescente.

Son ejemplos de balizas moleculares adecuadas:

MB mec 1: 5-GCC GCG CTG CTC AAT TAA CAC AAC CCG CGC GGC-3' (SEC ID n° 89) y
MB mec 2: 5-GCC GCG CAT GCG TTG GTT CAATTC TGC GCG GC-3’ (SEC ID n° 90).

Se indica que los datos anteriores referentes al primer método de la invencién resultan aplicables analogamente al
segundo método de la invencién, con la excepcion de que en el segundo método de la invencion se utiliza
unicamente una sonda marcada con una fraccién fluorescente donadora y con una fraccion fluorescente aceptora
correspondiente.

Por consiguiente, tal como se utiliza en la presente memoria, "relacién de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia" y expresiones similares se refieren a una "sonda" marcada con una "fraccion fluorescente donadora" y
una "fraccion fluorescente aceptora”, de manera que el "marcaje fluorescente donador" puede transferir energia de
resonancia al "marcaje fluorescente aceptor" de manera que el "marcaje fluorescente aceptor” produce una emision
de fluorescencia medible. En el caso de que el "marcaje fluorescente donador" y el "marcaje fluorescente aceptor" se
encuentren separados por una distancia excesiva, el "marcaje fluorescente donador" no podré transferir energia por
resonancia al "marcaje fluorescente aceptor", de manera que el "marcaje fluorescente aceptor" emitira fluorescencia
medible, y por lo tanto el "marcaje fluorescente donador" y el "marcaje fluorescente aceptor" no se encontraran en
una relacién de transferencia de energia por resonancia. Preferentemente, la fraccion fluorescente aceptora es un
extintor que absorbe la energia emitida por la fraccion fluorescente donadora.

El primer método (utilizando (a) una o mas sondas de hibridacién) y el segundo método (utilizando (a) una o mas
sondas de hibridacién o (a) una o mas balizas moleculares) segun la invencion pueden llevarse a cabo en un
formato para la utilizacion en el instrumento LightCycIer®, el cual se describe en la patente US n° 6.174.670. Este
formato comprende la amplificacion y deteccion, en la que ésta ultima utiliza la deteccién de la fluorescencia para la
deteccién del producto de unién entre una pareja de sondas o de una Unica sonda y el acido nucleico diana. Estos
formatos aplican la tecnologia FRE (ver, por ejemplo, las patentes US n°® 4.996.143, n° 5.565.322, n® 5.849.489 y n°
6.162.603). Tal como se utiliza en la presente memoria, dos sondas, conteniendo cada un marcaje fluorescente, o
una unica sonda que contiene ambos marcajes fluorescentes pueden hibridarse con un producto de amplificacion en
posiciones particulares determinadas por la complementariedad de las sondas oligonucleétidas con el acido nucleico
diana. El marcaje fluorescente puede ser un marcaje fluorescente donador o aceptor. Al hibridarse la sondas o
sondas con el producto de amplificacion en las posiciones apropiadas, se genera una sefial de FRET. Pueden
utilizarse los componentes ejemplificados tal como se ha detallado anteriormente (por ejemplo los dispositivos de
deteccion, las fuentes de luz, etc.).

En una realizacion preferente de la invencion, la etapa de amplificacion a) en el primer método segun la invencion
comprende poner en contacto la muestra con el conjunto de cebadores y opcionalmente con una polimerasa
adecuada, especialmente mediante PCR, con el fin de producir un producto de amplificacién en caso de encontrarse
presentes acidos nucleicos de SARM en dicha muestra, en el que dicha etapa de hibridacién b) comprende poner en
contacto dicha muestra con la pareja de sondas, en el que los elementos de dicha pareja de sondas se hibridan con
dicho producto de amplificacién separados por no mas de cinco nucleétidos, en el que la primera sonda de dicha
pareja de sondas se marca con un marcaje fluorescente donador y en el que la segunda sonda de dicha pareja de
sondas se marca con un marcaje fluorescente aceptor correspondiente, y detectar el producto de unién entre el
acido nucleico de SARM y la pareja de sondas en la etapa c) mediante la deteccidn de la presencia o ausencia de
FRET entre dicho marcaje fluorescente donador de dicha primera sonda y dicho marcaje fluorescente aceptor de
dicha segunda sonda, en el que la presencia de FRET es indicativa de la presencia del acido nucleico diana en la
muestra, y en el que la ausencia de FRET es indicativa de la ausencia del acido nucleico diana en la muestra.

En una realizacién preferente alternativa de la invencién, la etapa de amplificacién a) en el segundo método segun la
invencién comprende poner en contacto la muestra con el conjunto de cebadores y opcionalmente con una
polimerasa adecuada, especialmente mediante PCR, con el fin de producir un producto de amplificaciéon en caso de
encontrarse presentes acidos nucleicos de SARM en dicha muestra, en el que dicha etapa de hibridacion b)
comprende poner en contacto dicha muestra con la sonda, en el que la sonda se marca con un marcaje fluorescente
donador y un marcaje fluorescente aceptor correspondiente, por ejemplo un extintor, y en el que la sonda se hibrida
con dicho producto de amplificacion, y detectar el producto de unién entre el acido nucleico de SARM y la sonda en
la etapa c) mediante la deteccién de la presencia o ausencia de FRET entre dicho marcaje fluorescente donador de
la sonda y el marcaje fluorescente aceptor, en el que la presencia o ausencia de FRET es indicativa de la presencia
o ausencia del acido nucleico diana en la muestra.
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Las patentes US n° 4.683.202, n° 4.683.195, n° 4.800.159 y n°® 4.965.188 dan a conocer técnicas de PCR
convencional. La PCR tipicamente utiliza dos cebadores oligonucleétidos que se unen a un acido nucleico molde
seleccionado (por ejemplo de ADN o ARN). Entre los cebadores utiles en la presente invenciéon se incluyen
oligonucledtidos capaces de actuar como punto de inicio de la sintesis de acidos nucleicos dentro de una secuencia
de acidos nucleicos de SARM.

Puede purificarse un cebador a partir de un digerido de restriccion mediante métodos convencionales, o puede
producirse sintéticamente. El cebador preferentemente es de cadena sencilla, para una eficiencia maxima de la
amplificacion. El cebador puede producirse mediante sintesis quimica.

Los ensayos de PCR pueden utilizar un molde de acidos nucleicos (ADN o ARN) en ADN general. El acido nucleico
de molde no necesita purificarse, puede ser una fraccion menor de una mezcla compleja, tal como acido nucleico de
toxina de SARM contenido en células humanas. El ADN (o ARN) puede extraerse de cualquier muestra, tal como
liquidos corporales o hisopos mediante técnicas rutinarias, tales como las descritas en Diagnostic Molecular
Microbiology: Principles and Applications (Persing et al. (editores), 1993, American Society for Microbiology,
Washington D.C.).

Los cebadores oligonucledétidos se combinan con otros reactivos de PCR bajo condiciones de reaccion que inducen
la extension de los cebadores. Por ejemplo, las reacciones de extension de cadena generalmente incluyen KCI 50
mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl, 1,5 mM, gelatina al 0,001% (p/v), 0,5 a 1,0 ug de ADN molde desnaturalizado,
50 pmoles de cada cebador oligonucledtido, 2,5 U de polimerasa Tag y DMSO al 10%. Las reacciones
habitualmente contienen 150 a 320 mM de cada uno de dATP, dCTP, dTTP, dGTP o uno o mas analogos de los
mismos. En determinadas circunstancias, dUTP 300 a 640 mM puede sustituirse por dTTP en la reaccion.

Las cadenas recién sintetizadas forman una molécula de doble cadena que pueden utilizarse en las siguientes
etapas de la reaccion. Las etapas de separacion, hibridacién y alargamiento de cadena pueden repetirse con la
frecuencia necesaria para producir la cantidad deseada de productos de amplificacién correspondiente a la molécula
diana de acido nucleico de SARM. Los factores limitantes de la reaccién son las cantidades de cebadores, enzima
termoestable y nucledsidos trifosfato presentes en la reaccion. La etapa de amplificacion y la etapa de hibridacion
preferentemente se repiten por lo menos una vez. Para la utilizacion en la deteccién, el numero de etapas de
amplificaciéon e hibridacién dependera, por ejemplo, de la naturaleza de la muestra. En el caso de que la muestra
sea una mezcla compleja de acidos nucleicos, pueden resultar necesarias mas etapas de amplificacion e hibridaciéon
para amplificar la secuencia diana en grado suficiente para la deteccion. Generalmente, las etapas de amplificacion
e hibridacién se repiten por lo menos aproximadamente 20 veces, pero pueden repetirse hasta 40, 60 ¢ incluso 100
veces. En una realizacion preferente de la invencion, la presencia de FRET en 55, 45 6 35 ciclos de amplificacion e
hibridacion es indicativa de la presencia de SARM en la muestra.

La reaccién en cadena de la polimerasa puede comprender las etapas de afadir una polimerasa termoestable,
nucledtidos y cebadores, en las que un cebador es preferentemente un cebador segun la invencién, para el acido
nucleico diana a la muestra y ciclar térmicamente la muestra entre por lo menos una temperatura de
desnaturalizacion y una temperatura de alargamiento; excitar la muestra con luz a una longitud de onda absorbida
por el marcaje fluorescente donador y detectar la emision fluorescente de la pareja de transferencia de energia
fluorescente.

La expresién "polimerasa termoestable" se refiere a un enzima polimerasa que es termoestable, es decir, el enzima
cataliza la formacién de productos de extension de cebador complementarios a un molde y no se desnaturaliza
irreversiblemente al ser sometido a temperaturas elevadas durante el tiempo necesario para llevar a cabo la
desnaturalizacion de los acidos nucleicos molde de doble cadena. Generalmente, la sintesis se inicia en el extremo
3' de cada cebador y transcurre en la direcciéon 5' a 3' a lo largo de la cadena de molde. Se han aislado polimerasas
termoestables de Thermus flavus, T. ruber, T. thermophilus, T. aqualicus, T. lacteus, T. rubens, Bacillus
stearothermophilus y Methanothermus fervidus. Sin embargo, también pueden utilizarse polimerasas que no son
termoestables en la PCR, con la condiciéon de que se reponga el enzima.

En otra realizacién preferente de la invencion, un método para la deteccién de un acido nucleico de SARM
comprende las etapas de amplificar el acido nucleico mediante reaccién en cadena de la polimerasa en presencia de
dos sondas de acidos nucleicos que se hibridan con regiones contiguas del acido nucleico, marcando una de dichas
sondas con un marcaje fluorescente aceptor y la otra sonda con marcaje fluorescente donador de una pareja de
transferencia de energia fluorescente, de manera que, al hibridarse las dos sondas con el acido nucleico diana, los
marcajes fluorescentes donador y aceptor se encuentran separados por 25 é menos nucleétidos, comprendiendo
dicha reaccién en cadena de la polimerasa las etapas de adicion de una polimerasa termoestable, nucleétidos y
cebadores, en las que los cebadores son los definidos anteriormente, para el acido nucleico diana, a la muestra, y el
ciclado térmico de la muestra entre por lo menos una temperatura de desnaturalizaciéon y una temperatura de
alargamiento; excitar la muestra con luz de una longitud de onda absorbida por el marcaje donador y realizar un
seguimiento de la fluorescencia dependiente de la temperatura procedente de la pareja de transferencia de energia
fluorescente.
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En ofra realizacion preferente alternativa de la invencion, un método para la deteccién de un acido nucleico de
SARM comprende las etapas de amplificar el acido nucleico mediante reaccién en cadena de la polimerasa en
presencia de una sonda de acidos nucleicos que se marca con un marcaje fluorescente aceptor, por ejemplo un
extintor, y un marcaje fluorescente donador de una pareja de transferencia de energia fluorescente, hibridar la sonda
con el acido nucleico diana, comprendiendo dicha reaccién en cadena de la polimerasa las etapas de adiciéon de una
polimerasa que opcionalmente presenta actividad de exonucleasa 5' a 3', nucledtidos y cebadores, en la que los
cebadores son los definidos anteriormente, para el acido nucleico diana, a la muestra, y el ciclado térmico de la
muestra entre por lo menos una temperatura de desnaturalizacion y una temperatura de alargamiento; excitar la
muestra con luz de una longitud de onda absorbida por el marcaje donador y realizar un seguimiento de la
fluorescencia dependiente de la pareja de marcajes de transferencia de energia fluorescente.

Para los métodos anteriormente descritos, los acidos nucleicos pueden encontrarse presentes en forma de doble
cadena o de cadena sencilla. En el caso de que el acido nucleico molde sea de doble cadena resulta necesario
separar las dos cadenas antes de que pueda utilizarse como molde en la PCR. La separacién de las cadenas puede
llevarse a cabo mediante cualquier método de desnaturalizacion adecuado, incluyendo por medios fisicos, quimicos
0 enzimaticos. Un método de separacion de las cadenas de acidos nucleicos implica el calentamiento del acido
nucleico hasta que se encuentre predominantemente desnaturalizado (por ejemplo desnaturalizado mas del 50%,
60%, 70%, 80%, 90% 6 95%). Las condiciones de calentamiento necesarias para desnaturalizar el acido nucleico
molde dependera, por ejemplo, de la concentracion salina del tampén y de la longitud y composicién de nucleétidos
de los acidos nucleicos que se desnaturalizan, aunque tipicamente se encuentran comprendidas entre
aproximadamente 90°C y aproximadamente 105°C durante un tiempo dependiente de caracteristicas de la reaccion
tales como la temperatura y la longitud del acido nucleico. La desnaturalizacion tipicamente se lleva a cabo durante
aproximadamente 0 segundos a 4 minutos.

En una realizaciéon de la invencion, la etapa de deteccion se lleva a cabo tras cada etapa de amplificacion e
hibridacion y/o en tiempo real. Puede encontrarse una descripcion detallada del seguimiento en tiempo real y en
linea de la PCR en http:/Ibiochem.roche.com/lightcycler. Las solicitudes de patente siguientes describen PCR en
tiempo real utilizada en la tecnologia LightCycler: WO n° 97/46707, WO n° 97/46714 y WO n° 97/46712. El
instrumento LightCycler es un ciclador térmico rapido combinado con un fluorimetro de microvolumen que utiliza
Optica de alta calidad. Esta técnica de termociclado rapido utiliza cubetas de vidrio delgadas como recipientes de
reaccion. El calentamiento y el enfriamiento de la camara de reaccién se controlan mediante el alternado de aire
caliente y aire ambiente. Debido a la reducida masa de aire y la elevada proporcién de area superficial a volumen de
las cubetas, pueden conseguirse velocidades de transicion de la temperatura muy rapidas dentro de la camara
térmica del LightCycler. La adicion de pigmentos fluorescentes seleccionados a los componentes de reaccion
permite realizar un seguimiento de la PCR en tiempo real y en linea. Ademas, las cubetas sirven como elemento
Optico para la recogida de sefiales (de manera similar a la 6ptica de la fibra de vidrio). El efecto es la iluminacion
eficiente y el seguimiento de la fluorescencia de microvolimenes de muestra. Se describen protocolos de PCR a
titulo de ejemplo en el Ejemplo 3.

El carrusel del LightCycIer® que aloja las cubetas puede ser extraido del instrumento. Por lo tanto, las muestras
pueden cargarse en el exterior del instrumento (en una sala estéril para PCR, por ejemplo). Ademas, esta
caracteristica permite que el carrusel de muestras se limpie y esterilice faciimente. El fluorimetro, como parte del
aparato LightCycler®, aloja la fuente luminica. La luz emitida se filira y se enfoca mediante una lente de epi-
iluminacion sobre la parte superior de la cubeta. A continuacion, la luz fluorescente emitida por la muestra es
enfocada por la misma luz, pasada a través de un espejo dicroico, filtrada apropiadamente y enfocada sobre
fotohibridos colectores de datos. La unidad o6ptica disponible actualmente en el instrumento LightCycIer® (Roche
Diagnostics GmbH, n° de catalogo 03531414001) incluye seis filtros de paso de banda (530 nm, excitacién de Hex,
610 nm, 640 nm, 670 nm y 705 nm) que proporcionan la deteccion en cuatro colores y varias opciones de captacion
de la fluorescencia. Entre las opciones de recoleccion de datos se incluyen el seguimiento de una vez por cada
etapa de ciclado, la captacion de muestras individuales totalmente continua para el andlisis de curvas de fusion, el
muestreo continuo (en el que la frecuencia de muestreo depende del nimero de muestras) y/o la medicién en etapas
de todas las muestras tras un intervalo de temperatura definido.

El LightCycIer® puede operarse utilizando una estacion de trabajo PC y puede utilizar un sistema operativo Windows,
por ejemplo Windows XP, Windows NT o Windows 2000. Las sefiales de las muestras se obtienen a medida que el
aparato situa los capilares secuencialmente sobre la unidad optica. El software puede mostrar las sefiales de
fluorescencia en tiempo real inmediatamente después de cada medicion. El tiempo de captacion de la fluorescencia
es de 10 a 100 milisegundos (ms). Tras cada etapa de ciclado, una visualizacion cuantitativa de la fluorescencia vs.
el numero de ciclo puede actualizarse continuamente para todas las muestras. Los datos generados pueden
almacenarse para el analisis posterior.

En todavia otra realizacion de la invencién, el método comprende ademas determinar la temperatura de fusion entre
una de las dos sondas y el producto de amplificacion de la etapa (a), en la que la temperatura de fusién confirma la
presencia o la ausencia de SARM. El analisis de curvas de fusién es una etapa adicional que puede incluirse en un
perfil de ciclado. El analisis de curvas de fusion se basa en el hecho de que el ADN se funde a una temperatura
caracteristica denominada temperatura de fusion (Tm), que se define como la temperatura a la que la mitad de los
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duplex de ADN se han separado en cadenas sencillas. La temperatura de fusion de un ADN depende principalmente
se su composicion de nucledtidos y de su longitud. De esta manera, las moléculas de ADN ricas en nucleétidos G y
C y/o que son mas largas, presentan una Tm mas alta que las que presentan una abundancia de nucleétidos Ay T
y/o que son mas cortas. Mediante la deteccién de la temperatura a la que se pierde la sefial, puede determinarse la
temperatura de fusion de las sondas. De manera similar, mediante la deteccion de la temperatura a la que se genera
la sefal, puede determinarse la temperatura de hibridacion de las sondas. La temperatura o temperaturas de fusion
de las sondas de SARM del producto de amplificacién respectivo pueden confirmar la presencia de SARM en la
muestra.

En todavia otra realizacion de la invencién, el método comprende ademas bloquear la amplificacién de un acido
nucleico contaminante, comprendiendo particularmente la realizacion de la etapa de amplificacion (a) en presencia
de uracilo, comprendiendo especialmente el tratamiento de la muestra con uracil-ADN-glucosilasa previamente a la
primera etapa de amplificacion. Por ejemplo, se describe un método enzimatico que utiliza la uracil-ADN-glucosilasa
en las patentes US n°® 5.035.996, n° 5.683.896 y n° 5.945.313 para reducir o eliminar la contaminacién entre una
operacion del termociclador y la siguiente. Ademas, resultan deseables practicas y procedimientos estandares de
contencion de laboratorio durante la ejecucion de los métodos de la invencion. Entre las practicas y procedimientos
de contencion se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, areas de trabajo separadas para diferentes etapas de un
método, campanas de contencion, puntas de pipeta de filiro de barrera y pipetas de desplazamiento por aire
dedicadas. Las practicas y procedimientos de contencion consistentes del personal resultan deseables para una
mayor exactitud en un laboratorio diagndéstico que manipule muestras clinicas.

Antes de que los acidos nucleicos de la muestra puedan analizarse en uno de los ensayos anteriormente indicados,
posiblemente deberian aislarse o purificarse a partir de las muestras (biolégicas) que contienen mezclas complejas
de diferentes componentes. Con frecuencia, para las primeras etapas, se utilizan procedimientos que permiten el
enriquecimiento de los acidos nucleicos.

En una realizacién preferente de los métodos de la invencién, la muestra puede utilizarse como lisado crudo, que
puede prepararse de la manera siguiente:

la muestra, por ejemplo un hisopo, puede transferirse a un tampdn adecuado y opcionalmente puede tratarse con
el fin de inactivar las bacterias. Para liberar el contenido de las células, pueden tratarse con enzimas o con
compuestos quimicos para disolver, degradar o desnaturalizar las paredes celulares. Este procedimiento se
denomina comunmente lisis o lisis mecanica. La solucion resultante que contiene dicho material lisado se
denomina lisado. El lisado puede purificarse mediante, por ejemplo centrifugacion del mismo, descartando el
pellet (residuos). El sobrenadante puede utilizarse directamente como muestra en una reaccion de amplificacion.

Particularmente, el kit S.E.T.S. (Roche Diagnostics Corporation, n° de catalogo 03753158001) puede resultar de
utilidad para preparar un lisado crudo. El método puede describirse a titulo de ejemplo de la manera siguiente: la
muestra, por ejemplo un hisopo, se rompe del asa y la punta del hisopo se inserta en los tubos internos del S.E.T.S.
(tubo de 0,5 ml que contiene un orificio en el fondo y que se ajusta en el interior de los tubos externos de S.E.T.S.,
en estado cerrado). Los tubos se situan en tubos de S.E.T.S. externos que contienen perlas de silice y tampon de
neutralizacion (TN). El TN neutraliza el medio de transporte derivado del dispositivo de obtencion de hisopos. El
material adherente en el hisopo se retira de la punta del hisopo y es transferido al interior del tubo externo del
S.E.T.S. por la fuerza gravitatoria (centrifugacién). Se cierra el tubo del S.E.T.S. y se calienta a 95°C para la
inactivacion por calor de las bacterias. Se rompen las células mediante fuerza mecanica en un dispositivo de
agitacién, por ejemplo el instrumento MagNALyser®. Se recogen residuos del fondo del tubo mediante una
centrifugacion corta y el sobrenadante se utiliza directamente como muestra en una reaccion de amplificacion. El
método se describe en mayor detalle en Uhl et al., J. Clin. Microbiol. 8:4046-51, 2005.

Un problema observado durante la lisis es que otros enzimas degradantes del componente de interés, por ejemplo
las desoxirribonucleasas o ribonucleasas que degradan los acidos nucleicos, entran en contacto con el componente
de interés durante la lisis. Estos enzimas degradativos también pueden encontrarse presente en el exterior de las
células o pueden haber sido separados espacialmente en diferentes compartimientos celulares antes de la lisis y de
esta manera entrar en contacto con el componente de interés. Otros componentes liberados durante este
procedimiento pueden ser, por ejemplo, endotoxinas pertenecientes a la familia de los lipopolisacaridos, que son
téxicos para las células y pueden provocar problemas para los productos destinados a la utilizacion en terapia
humana o animal.

Existe una diversidad de medios para tratar este problema, mencionado anteriormente. Es comun utilizar agentes
caotrépicos tales como, por ejemplo, tiocianato de guanidinio o detergentes aniénicos, catidnicos, zwiteriénicos o no
i6nicos en el caso de que se pretenda liberar los acidos nucleicos. También es una ventaja utilizar proteasas que
degradan rapidamente estos enzimas o proteinas no deseadas. Sin embargo, esto puede producir otro problema, ya
que dichas sustancias o enzimas pueden interferir con reactivos o componentes en etapas posteriores.

Los enzimas que pueden utilizarse ventajosamente en dichos procedimientos de lisis o de preparacion de muestras
mencionados anteriormente son enzimas que cortan los enlaces amida en los sustratos proteina y que se clasifican
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como proteasas o (intercambiablemente) como peptidasas (ver Walsh, Enzymatic Reaction Mechanisms, W.H.
Freeman and Company, San Francisco, 1979, capitulo 3). Las proteasas que han sido utilizadas en la técnica
anterior son, por ejemplo, las proteasa alcalinas (documento WO n° 98/04730) o las proteasas acidas (patente US n°
5.386.024). La ptoeasa que se ha utilizado ampliamente en la técnica anterior para la preparacion de muestras para
el aislamiento de acidos nucleicos es la proteinasa K de Tritirachium album (ver, por ejemplo, Sambrook J. et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York,
1989), el cual se encuentra activo a un pH aproximadamente neutro y pertenece a una familia de proteasas conocida
por el experto en la materia como subtilisinas.

En las siguientes etapas de la preparacion de muestras que siguen a la etapa de lisis, el componente de interés
puede enriquecerse adicionalmente. En el caso de que los componentes de interés no proteicos sean, por ejemplo,
acidos nucleicos, se extraen normalmente de las mezclas complejas de lisis antes de utilizarse en un ensayo basado
en sondas.

Existen varios métodos para la extraccion de acidos nucleicos:
- métodos dependientes de la secuencia o bioespecificos, tales como, por ejemplo:

» la cromatografia de afinidad
» la hibridacion con sondas inmovilizadas
- métodos independientes de la secuencia o fisicoquimicos, tales como, por ejemplo:

« extraccion liquido-liquido con, por ejemplo, fenol-cloroformo

e precipitacidon con, por ejemplo, etanol puro

e extraccion con papel de filtro

e extraccion con agentes formadores de micelas, tales como bromuro de cetiltrimetilamonio

¢ union a pigmentos intercalantes inmovilizados, por ejemplo derivados de acridina

e adsorcion a gel de silice o a tierras diatomaceas

e adsorcién a particulas magnéticas de vidrio (PMV) o particulas de organosilano, bajo condiciones
caotropicas

Resulta particularmente interesante para los fines de extraccion la adsorcidn de los acidos nucleicos a una superficie
de vidrio, aunque resultan posibles otras superficies. En los ultimos afos se han propuesto muchos procedimientos
para el aislamiento de acidos nucleicos a partir de su ambiente natural, a partir de la utilizacion de su
comportamiento de unién a las superficies de vidrio. En el caso de que los acidos nucleicos no modificados sean la
diana, resulta preferente una union directa de los acidos nucleicos a un material con una superficie de silice debido a
que no resulta necesario modificar los acidos nucleicos e incluso pueden unirse a acidos nucleicos nativos. Estos
procedimientos se han descrito en detalle en diversos documentos. En Vogelstein et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA
76: 615-169, 1979, por ejemplo, se propone un procedimiento para la unién de acidos nucleicos de geles de agarosa
en presencia de yoduro sodico a vidrio blanco molido. La purificacion del plasmido de ADN a partir de bacterias
sobre vidrio molido en presencia de perclorato sodico se describe en Marko et al., Anal. Biochem. 121: 382-387,
1982. En el documento n° DE A 37 34 442 se describe el aislamiento de ADN de fago M13 de cadena sencilla sobre
filtros de fibra de vidrio mediante precipitacion de las particulas fagicas con acido acético vy lisis de las particulas
fagicas con perclorato. Los acidos nucleicos unidos a los filtros de fibra de vidrio se lavan y después se eluyen con
un tampon Tris/EDTA que contiene metanol. Se describe un procedimiento similar para purificar ADN a partir de
fagos lambda en Jakobi R. et al., Anal. Biochem. 175:196-201, 1988. El procedimiento comprende la unién selectiva
de acidos nucleicos a superficies de vidrio en soluciones salinas caotropicas y la separacion de los acidos nucleicos
de contaminantes tales como agarosa, proteinas o residuos celulares. Para separar las particulas de vidrio de los
contaminantes, las particulas pueden centrifugarse o aspirarse liquidos a través de filtros de fibra de vidrio. Esta es,
sin embargo, una etapa limitante que impide que el procedimiento sea utilizado para procesar grandes cantidades de
muestras. La utilizacion de particulas magnéticas para inmovilizar acidos nucleicos tras la precipitacion mediante
adicion de sal y etanol resulta mas ventajosa y se describe en, por ejemplo, Alderton et al., Anal. Biochem. 201: 166-
169, 1992. En este procedimiento, los acidos nucleicos se aglutinan conjuntamente con las particulas magnéticas.
Se separa el aglutinado del solvente original mediante la aplicacion de un campo magnético y realizando una etapa
de lavado. Tras una etapa de lavado, se disuelven los acidos nucleicos en un tampon Tris. Sin embargo, este
procedimiento presenta una desventaja en que la precipitaciéon no es selectiva para los acidos nucleicos. Antes bien,
también se aglutina una diversidad de sustancias sélidas y disueltas. En consecuencia, este procedimiento no puede
ser utilizado para eliminar cantidades significativas de cualesquiera inhibidores de reacciones enzimaticas
especificas que podrian encontrarse presentes. También se encuentra disponible en el mercado vidrio poroso
magnético que contiene particulas magnéticas en una matriz vitrea porosa particular y que se recubre con una capa
que contiene estreptavidina. Este producto puede utilizarse para aislar materiales bioldgicos, por ejemplo proteinas o
acidos nucleicos, en el caso de que se modifiquen en una etapa preparativa compleja de manera que se unan
covalentemente a la biotina. Los adsorbentes magnetizables particulares demostraron ser muy eficientes y
adecuados para la preparacion automatica de muestras. Con este fin se utilizan pigmentos ferrimagnéticos y
ferromagnéticos, asi como superparamagnéticos. Las PVM y métodos mas preferentes con particulas vitreas
magnéticas son las descritas en el documento n® WO 01/37291.
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Tras la purificacion o aislamiento de los acidos nucleicos, incluyendo el acido nucleico diana de su medio natural,
puede detectarse el acido nucleico diana, el acido nucleico especifico para SARM.

En cada operaciéon del termociclador, también pueden ciclarse muestras de control. Por consiguiente, en una
realizacién adicional de la invencion, el método de la invencion incluye una muestra de control, particularmente en la
que la muestra de control comprende una molécula de acidos nucleicos de SARM. El acido nucleico molde de
control puede amplificarse a partir de una muestra de control positivo (control de reactivo) utilizando, por ejemplo,
cebadores de control y sondas de control. También pueden utilizarse muestras de control positivas para amplificar,
por ejemplo, un constructo plasmido que contenga moléculas de acido nucleico de SARM. Dicho plasmido de control
puede amplificarse internamente (por ejemplo dentro de cada muestra biolégica) (control interno) o en muestras
separadas analizadas en paralelo con las muestras de los pacientes. Cada operacién del termociclador también
deberia incluir un control negativo que no contenga, por ejemplo, acido nucleico de SARM. Dichos controles son
indicadores del éxito o fracaso de la amplificacion, hibridacién y/o reaccion de FRET. Por lo tanto, las reacciones de
control pueden determinar facilmente, por ejemplo, la capacidad de los cebadores de aparearse con especificidad de
secuencia y de iniciar el alargamiento, asi como la capacidad de las sondas de hibridarse con especificidad de
secuencia y de que se produzca la FRET.

Un concepto preferente de control comprende un control positivo (que detecta un ADN de SARM conocido), un
control de reactivo (que detecta un plasmido que comprende la secuencia diana de SARM) y un control interno (que
detecta un plasmido que comprende la secuencia diana de SARM, en el que el sitio de unién de la sonda, por
ejemplo el de la sonda detectora de SARM, ha sido sustituida por otra secuencia que no se une a la sonda detectora
de SARM pero que resulta reconocida por la sonda detectora de control interno; alternativamente, los sitios de unién
para ambas sondas pueden intercambiarse). El control interno puede ser parte de cada una de las reacciones, es
decir, el control positivo, control de reactivo, control negativo y cada muestra.

Un ejemplo de una sonda adecuada para el control interno (Cl) es:

Cl de SARM 4: 5-CCA GCA GAA TGC CAA CCA -3’ (SEC ID n° 91), por ejemplo marcado en el extremo 5' con
LC-Red 670, o

Cl directo de SARM: 5-CCA GCA GAA TGC CAG CCA AT -3’ (SEC ID n° 98), por ejemplo marcado en el
extremo 5' con LC-Red 670.

La muestra que debe analizarse puede ser cualquier muestra. Sin embargo, la muestra en general sera una muestra
bioldgica, preferentemente una muestra procedente de un sujeto humano. Entre las muestras bioldgicas
representativas que pueden utilizarse en la practica de los métodos de la invencién se incluyen hisopos o liquidos
corporales, tales como una muestra seleccionada de entre el grupo que consiste de un hisopo de una herida
infectada, un hisopo de piel, un hisopo nasal, un hisopo de garganta, un hisopo de ingle, un hisopo de axila, un
hisopo del sitio de un dispositivo invasivo, un hisopo del sitio de posible infeccién, una muestra de sangre, una
muestra de orina y un hisopo de perineo. Los métodos de recoleccién y almacenamiento de muestras biolégicas son
conocidos por el experto en la materia. La recoleccion inadecuada de especimenes, los retrasos en el transporte, las
condiciones de transporte inadecuadas o la utilizacion de determinados hisopos de recoleccién (por ejemplo alginato
calcico o varilla de aluminio) son todas condiciones que pueden afectar al éxito y/o precisiéon del resultado del
ensayo. Las muestras bioldgicas pueden procesarse (por ejemplo mediante métodos estandares de extraccion de
acidos nucleicos y/o utilizando kits comerciales) para liberar el acido nucleico de SARM; la muestra bioldgica se
pone en contacto directamente con los componentes de reaccion de PCR vy los oligonucleétidos apropiados.

Un objeto adicional de la exposicion se refiere a un cebador, un conjunto de cebadores, una sonda y/o una pareja de
sondas tal como se define en cualquiera de las realizaciones anteriormente indicadas de la invencion.

Todavia un objeto adicional de la presente invencion se refiere a un kit que comprende:

(a) un conjunto de cebadores tal como se define en cualquiera de los de tipo RE7, reivindicaciones 1 a 5
adjuntas,

(b) una pareja de sondas o una sonda segun cualquiera de las reivindicaciones 6 ¢ 8 adjuntas, o una sonda
segun la reivindicacion 10, y

(c) una fraccion fluorescente donadora y una fraccién fluorescente correspondiente, de marcaje de la sonda o
sondas,

en el que el kit es capaz de detectar cada uno de los casetes cromosémicos estafilocdcicos (SCCmec) de tipos | a VvV
del SARM.

El conjunto de cebadores, sonda y/o pareja de sondas pueden ser tales como los indicados para las realizaciones
(preferentes) anteriormente indicadas o los adecuados para cualquiera de los métodos de la invencion descritos
anteriormente. Ademas, el kit puede comprender una etiqueta en el paquete o material impreso en el mismo con
instrucciones de utilizacidon del conjunto de cebadores de SARM y de la pareja de sondas de SARM para detectar la
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presencia o ausencia del mismo en una muestra. Son componentes opcionales adicionales del kit de la invencion
por lo menos un enzima adecuado, particularmente uracil-ADN-glucosilasa y/o una ADN polimerasa y/o un tampon
adecuado. El kit también puede contener una polimerasa dependiente de molde con actividad exonucleolitica 3' a 5',
preferentemente la polimerasa Taq, nucledtidos y oligonucledtidos. En otra realizacion de la invencion se
proporciona un kit que comprende una ADN polimerasa dependiente de molde, nucleétidos y un oligonucleétido o
una pareja de cebadores segun la invencion.

Dichos kits conocidos de la técnica comprenden ademas material de plastico que puede utilizarse durante el
procedimiento de ampilificacién, tales como, por ejemplo, placas de microtitulacion en el formato de 96 6 384 pocillos
o simplemente tubos de reaccién ordinarios fabricados por, por ejemplo, Eppendorf, Hamburg, Alemania, y todos los
demas reactivos para llevar a cabo el método segun la invencion.

En otra realizacion de la invencion, el kit contiene reactivos adicionales para aislar el acido nucleico. Por lo tanto, el
kit puede contener ademas un material con una afinidad para acidos nucleicos, preferentemente el material con una
afinidad para los acidos nucleicos comprende un material con una superficie de silice. Preferentemente, el material
con una superficie de silice es un vidrio. Mas preferentemente, el material con una afinidad para los acidos nucleicos
es una composicion que comprende particulas vitreas magnéticas tal como se describe en los documentos n°®° WO
96/41811 y n°® WO 01/37291. El kit puede comprender ademas o adicionalmente un tampodn de lisis que contiene,
por ejemplo, agentes caotrépicos, detergentes o alcoholes, o mezclas de los mismos, que permitan la lisis de las
células y, separadamente, una proteasa, por ejemplo proteinasa K, para las digestiones de proteinas no deseadas.
Estos componentes del kit segun la invenciéon pueden proporcionarse separadamente en tubos o recipientes de
almacenamiento. Dependiendo de la naturaleza de los componentes, estos pueden proporcionarse incluso en un
unico tubo o recipiente de almacenamiento. El kit puede comprender ademas o adicionalmente una solucién de
lavado que resulte adecuada para la etapa de lavado de las particulas vitreas magnéticas cuando se encuentra
unido a las mismas ADN o ARN. Esta solucion de lavado puede contener etanol y/o agentes caotropicos en una
solucion o soluciones tamponadas con un pH acido sin etanol y/o agentes caotrépicos tal como se ha indicado
anteriormente. Con frecuencia, la solucién de lavado u otras soluciones se proporcionan en forma de soluciones
madre que deben diluirse antes de la utilizacion. El kit puede comprender ademas o adicionalmente un eluyente o
tampon de elucion, es decir una solucién o un tampén (por ejemplo Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) o agua pura
para eluir el ADN o ARN unido a las particulas vitreas magnéticas. Ademas, pueden encontrarse presentes reactivos
o soluciones tamponadas adicionales que pueden utilizarse para el procedimiento de purificacién de un acido
nucleico, es decir, ADN o ARN.

En una realizacion preferente de la invencion el kit contiene tubos de S.E.T.S. internos, externos y/o el tampén de
neutralizacion como reactivos de preparacion de muestras. Preferentemente, el método de la invencién se lleva a
cabo sin purificacion de las muestras mediante preparacion de lisados crudos, por ejemplo tal como se ha detallado
anteriormente. Por consiguiente, el kit puede adaptarse a este método en el aspecto de que los medios para el
aislamiento o purificaciéon adicional de acidos nucleicos no se incluyen en el kit.

Una realizacién preferente de la presente invencion es utilizar el método o el kit de la presente invencién en métodos
automatizables, tal como se describe en, por ejemplo, el documento n® WO 99/16781. La expresiéon "método
automatizable" se refiere a que las etapas del método resultan adecuadas para su realizacién con un aparato o
maquina capaz de funcionar con poco o ningun control o influencia externo de un ser humano. La expresién "método
automatizado" se refiere a que las etapas del método automatizable se llevan a cabo con un aparato o maquina
capaz de funcionar con poco o ningtn control o influencia externo de un ser humano. Unicamente las etapas de
preparacién para el método podria ser necesario que se realizasen manualmente, por ejemplo los recipientes de
almacenamiento deben rellenarse y colocarse, la eleccion de las muestras debe ser realizada por un ser humano y
etapas adicionales conocidas por el experto en la materia, por ejemplo la operacion del ordenador de control. El
aparato o maquina puede, por ejemplo, afiadir automaticamente liquidos, mezclar las muestras o llevar a cabo
etapas de incubacién a temperaturas especificas. Tipicamente, dicha maquina o aparato es un robot controlado por
un ordenador que ejecuta un programa en el que se encuentran especificados las etapas y comandos individuales.
Los métodos automatizados preferentes son aquellos que se llevan a cabo en un formato de alto rendimiento, lo que
implica que los métodos y la maquina o aparato utilizado han sido optimizados para un rendimiento elevado de
muestras en un tiempo corto. En otra realizacion de la invencion, los métodos o los kits segun la presente invencion
se utilizan en un procedimiento semiautomatizado, lo que implica que algunas etapas de reaccion puede resultar
necesario realizarlas manualmente. En una realizacion preferente de la invencion, se extrae una suspension que
contiene PVM segun la presente invencion de un recipiente de almacenamiento y se afiaden volumenes parciales a
diferentes recipientes de reaccioén. Los recipientes de reaccién pueden ser tubos de reaccioén realizados en plastico,
finalmente en formato de placa de microtitulacién de 96 6 384 6 mas pocillos en los que se lleva a cabo una
reaccion. Sin embargo, estos recipientes pueden realizarse en otro material, por ejemplo en acero.

En realizaciones preferentes de la invencion, el kit segun la invencion se utiliza para investigacién, bioanalisis o
diagndstico. En realizaciones preferentes segun la invencion, el kit segun la invencién o el método segun la
invencioén se utiliza en un formato de alto rendimiento, es decir, en un método automatizado que permite el analisis
de un numero elevado de diferentes muestras en un tiempo muy corto.
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Debe entenderse que, aunque la invencion se ha descrito conjuntamente con la descripcion detallada de la misma,
la descripcion anteriormente proporcionada pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se esta
definida por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones se encuentran
comprendidas dentro del alcance segun las reivindicaciones, posteriormente. Ademas, se entiende que la presente
invencion no se encuentra limitada por la configuracion de uno o mas instrumentos disponibles comercialmente,
particularmente los indicados en la presente memoria.

FIGURAS

La fig. 1 muestra secuencias de amplicén para SARM, particularmente RE2, RE3 y RE7 (incluyendo cada uno el
inicio de orfX (CC)), asi como orfX.

---------- cebador

............ primera sonda (sonda de anclaje)

------ segunda sonda (sonda detectora)
indica un apareamiento incorrecto

La fig. 2 muestra la secuencia de alineacion de RE2 de 93 cepas de SARM diferentes. Se indican mutaciones
puntuales, incluyendo el nimero de mutaciones y el tipo de la alteracion. Se identifica una duplicacion de 102 pb
presente en SCCmec de tipo I. La transiciéon de SCCmec a la parte SA de la secuencia se identifica mediante CC.

La fig. 3 muestra las curvas de amplificacion (fig. 3A) y las curvas de fusion (fig. 3B) para la deteccion de RE2. En
experimentos analiticos, un rango dinamico de 5 saltos log y una sensibilidad en el rango de 10 copias genémicas
demostré satisfacer los requisitos para el uso diagnéstico. Estos experimentos demuestran la funcionalidad del
ensayo.

La fig. 4 muestra curvas de amplificacion (fig. 4A) y curvas de fusion (fig. 4B) para la deteccion de RE3. En
experimentos analiticos, un rango dinamico de 5 saltos log y una sensibilidad en el rango de 10 copias gendmicas
demostré satisfacer los requisitos para el uso diagnoéstico. Estos experimentos demuestran la funcionalidad del
ensayo.

La fig. 5 muestra las curvas de amplificacion (fig. 5A) y las curvas de fusion (fig. 5B) para la deteccion de RE7. En
experimentos analiticos, un rango dinamico de 5 saltos log y una sensibilidad en el rango de 10 copias genémicas
demostré satisfacer los requisitos para el uso diagnoéstico. Estos experimentos demuestran la funcionalidad del
ensayo.

Ejemplos
EJEMPLO 1: ENSAYO DIAGNOSTICO IN VITRO DE SARM

El ensayo directo de SARM LightCycler® es un ensayo diagnéstico in vitro cualitativo para la deteccién directa de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) de ayuda en la prevencién y control de la colonizacion por
SARM en, por ejemplo, el ambito clinico. El ensayo llevado a cabo en el instrumento LightCycIer® 2.0 con
especimenes de pacientes que se sospecha que han sido colonizados utiliza la extraccion de hisopo y la lisis
mecanica para la preparacion de especimenes, seguido de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para la
amplificacion de ADN de SARM y sondas de hibridaciéon especificas de diana fluorogénicas para la deteccién del
ADN amplificado.

Reaquisitos del instrumento: para este ensayo se especifica LightCycIer® 2.0.

Requisitos de reactivo: el ensayo consistia de reactivos de prep. de muestras y reactivos de amplificacion. La
preparacién de muestras se llevd a cabo mediante extraccion de bacterias de hisopos y una posterior etapa de lisis.
La lisis puede llevarse a cabo enzimatica o mecanicamente. Para SA la lisis mecanica ha proporcionado buenos
resultados en el pasado. Ademas, la lisis mecanica puede llevarse a cabo con independencia de las bacterias o
fenotipo bacteriano presente en la muestra. Por lo tanto, la lisis mecanica fue el método favorecido. Para el
procesamiento adicional del lisado se dispone de dos opciones.

1. Lisis de las muestras con la posterior extraccion del ADN
2. Lisis de las muestras y utilizaciéon de los extractos crudos

Debido a que el tiempo hasta el resultado era importante vy la lisis por si sola es rapida, preferentemente no se llevo
a cabo ninguna purificacion del ADN, sino que se generd Unicamente un lisado crudo y se utilizé directamente para
la PCR.

El ensayo utilizé la amplificacion mediante PCR y la deteccidon con sondas de FRET. Se incluyeron controles para la
amplificacion y controles internos, con el fin de controlar la amplificacion y la hibridacion. La deteccion se realizé a
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partir del analisis de las curvas de amplificacién o de las curvas de fusion. Requisitos de software: Se utilizo el
software SW 4.05 para el analisis de los datos para el ensayo directo de SARM. Para el andlisis de los datos pueden
utilizarse dos posibles algoritmos.

Al utilizar curvas de amplificacién (moédulo de deteccion cualitativa), se consiguieron los datos con el LightCycler SW
sin etapas manuales adicionales. La programacion, los controles y la visualizacion de los resultados se dirigieron
mediante un macro. Para esta solucion, la obtencién de datos se basoé en el algoritmo intrinseco SW. Los datos
obtenidos no fueron controlados mediante analisis experto.

El analisis de curvas de fusidn requirié la realizaciéon de una etapa manual de analisis por parte del cliente. La
ventaja fue una mayor especificidad.

Descripcion del flujo de trabajo. El flujo de trabajo para el ensayo directo de SARM comprendio:

1. Extraccion de hisopo utilizando el tampoén de neutralizacion, tubos de S.E.T.S. internos y externos.

2. Lisis de las bacterias, incluyendo la adicion del control interno (Cl) mediante tampdn de neutralizacion (rotura
térmica y mecanica).

3. Transferencia del lisado crudo (extracto de espécimen) a la mezcla de reaccion (MR). La MR consistia del
cebador y las sondas, el enzima FastStart (polimerasa Taq), UNG (uracil-N-glucosilasa) y tampon.

4. Amplificacion y deteccion utilizando cebador y sondas especificas (PCR).

5. Analisis de los datos en dos etapas. Primera validacién del experimento mediante el control respectivo.
Segunda identificacion de la presencia o ausencia del analito diana.

EJEMPLO 2: disefio de cebador y sondas

El cebador y las sondas se disefiaron de manera que el cebador inverso y la pareja de sondas (sondas de
deteccidn) se encontrasen localizadas en la parte de S. aureus de la regién diana. Por lo tanto, este elemento siguid
siendo el mismo para todos los tipos de RE. Los tipos de RE describen las variaciones de secuencia de la union del
extremo derecho del trasposon SCCmec. El amplicén de RE2 que representa la mayoria de los tipos de RE ha sido
evaluado mediante secuenciacién de 93 especimenes no relacionados (fig. 2). Para este tipo predominante de RE
(que representa SCCmec de tipo |, Il, Il (algunos) y algunos IV) se han disefiado cebadores y sondas (ver la Tabla
19. Este disefio representa el ensayo central. Se afiadieron cebadores adicionales con el fin de cubrir los tipos | a V
de SCC en caso apropiado (ver la Tabla 1). Para el disefio de cebadores y sondas se utilizo el software de disefio de
sondas de LightCycler® version 2.0. Se disefiaron variantes de dichos cebadores y sondas con el fin de optimizar la
salida de la sefial (ver la Tabla 1).

Tabla 1: disefio de cebadores y sondas para la deteccién de SCCmec RE2, RE3 y RE7

ID Marcaje Secuencia (sin marcaje) g;EC ID
Cebadores cebador/sonda para la deteccién de RE2

AR mec 1 sentido ninguno 5-GCA ATT CAC ATAAAC CTC ATATGT TC -3 (1)
AR mec 2 sentido ninguno 5-ACC TCA TAT GTT CTG ATA CAT TCA -3 (2)
AR mec 3 sentido ninguno 5-GCA ATT CAC ATAAAC CTC ATAT -3 (3)
AR mec 4 sentido ninguno 5-CAT AAC AGC AAT TCA CAT AAACCT C -3 (4)
AR mec 5 sentido ninguno 5-TAA CAG CAATTC ACATAAACCT -3 (5)
AR mec 6 sentido ninguno 5-CGC TAT TAT TTA CTT GAA ATG AAA GAC -3’ (6)
AR mec 7 sentido ninguno 5-CTT GAA ATG AAA GAC TGC GGA -3 (7)
AR mec 8 sentido ninguno 5-TTG CTT CAC TAT AAG TAT TCA GTA TAA AGA -3 (8)
AR mec 9 sentido ninguno 5-ATT TAC TTG AAA TGA AAG ACT GCG -3 (9)
AR mec 10 sentido ninguno 5-AAA GAA TAT TTC GCT ATT ATT TAC TTG AA -3 (10)
AR mec 11 sentido ninguno 5-TCA GTATAAAGAATATTT CGC TAT TATTT -3 (11)
AR mec 12 sentido ninguno 5'-TGA AAT GAA AGA CTG CGG AG -3 (12)
JU1 sentido ninguno 5-AAC CTC ATATGT TCT GAT ACATTC AAA -3’ (13)
JU2 sentido ninguno 5'-TAT GTC AAA AAT CAT GAACCT CATTACT -3 (14)
JU3 sentido ninguno 5-CAT AAC AGC AAT TCA CAT AAACCT C -3 (15)
JU4 sentido ninguno 5-GAC TGC GGA GGC TAACT -3 (16)
JU5 sentido ninguno 5-ATC CCT TTA TGA AGC GGC -3’ (17)
f;'fig/'od"ecm RE2 ninguno 5'-TGA AAT GAA AGA CTG CGG AG -3 92)
Cebadores para la deteccion de RE3

AR mecA 3/1 ninguno 5-GCA AGG TAT AAT CCAATATTT CAT ATATGT -3’ (18)
AR mecA 3/2 ninguno 5-AGT TCC ATA ATC AAT ATAATT TGT ACA GT -3’ (19)
AR mecA 3/3 ninguno 5-ACA TCG TAT GAT ATT GCA AGG TA -3’ (20)
AR mecA 3/4 ninguno 5-CTT TCATTC TTT CTT GAT TCC ATT AG -3 (21)
AR mecA 3/5 ninguno 5-CAC TCT ATA AAC ATC GTATGA TAT TGC -3’ (22)
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AR mecA 3/6 ninguno 5-TTC TTAATT TAATTG TAG TTC CAT AAT CAA -3 (23)
AR mecA 3/7 ninguno 5'-AAT TAT ACA CAA CCT AAT TTT TAG TTT TAT -3 (24)
AR mecA 3/8 ninguno 5-AAT TTT TAG TTT TAT TTA TGA TAC GCT TC -3 (25)
AR mecA 3/9 ninguno 5-ACA CAA CCT AAT TTT TAG TTT TAT TTATGA -3 (26)
AR mecA 3/10 ninguno 5-TTT ATT AAA CAC TCT ATA AAC ATC GTATGA -3’ (27)
AR mecA 3/13 ninguno 5-CCA CAT CTC ATT AAATTT TTA AAT TATACAC -3 (28)
MRSA directo RES ninguno 5-CCA CAT CTC ATT AAA TTT TTA AAT TAT ACA C -3 (93)
Cebadores para la detecciéon de RE7

AR mec 5/1 ninguno 5-ATATTATAC ACAATC CGT TTT TTAGTT TTA -3’ (29)
AR mec 5/2 ninguno 5-ACA CAATCC GTTTTT TAG TTT TAT TTATG -3 (30)
AR mec 5/3 ninguno 5-TTC TAATTT ATT TAA CAT AAA ATC AAT CCT -3 (31)
AR mec 5/16 ninguno 5-CAATCC TTT TTA TAT TTA AAA TAT ATT ATA CAC -3 (32)
MRSA directo REY ninguno 5-CAA TCC TTT TTA TAT TTA AAA TAT ATT ATA CAC -3 (94)
Cebadores especificos para

SARM/SASM

AR mec 1 inv. ninguno 5-AGG AAA GAT GCT ATC TTC CGA -3’ (33)
AR mec 2 inv. ninguno 5-GAA AGA TGC TAT CTT CCG AAG -3 (34)
AR mec 3 inv. ninguno 5-GAT GCT ATC TTC CGA AGG -3 (35)
AR mec 4 inv. ninguno 5-GTC ATT ACA TTA GAA ATA CAA GGA AAG AT -3 (36)
AR mec 5 inv. ninguno 5-GCC AAC GAA TAC TAG CC -3 (37)
AR mec 6-2 inv. ninguno 5-ACG AAT ACT AGC CAA AAT TAAACC -3 (38)
AR mec 7 inv. ninguno 5-CAC AAT CCA CAG TCATTA CAT TAGA -3 (39)
JU1 inv. ninguno 5-CAA GGA AAG ATG CTATCT TCC G -3' (40)
JU2 inv. ninguno 5-AGT CAT TAC ATT AGA AAT ACA AGG AAA GA -3’ (41)
JU3 inv. ninguno 5-AGGAAAGATGCTATCTTCCGA -3’ (42)
JU4 inv. ninguno 5-AGG AAA GAT GCT ATC TTC CGA -3’ (43)
JU5 inv. ninguno 5'-ACA ATC CAC AGT CAT TAC ATT AGAA -3 (44)
SARM directo inv. ninguno 5-CAA GGA AAG ATG CTATCT TCC G -3 (95)
Sondas especificas para orfX

AR mec Fluo 1 Fluos 5-AAG TCG CTT TGC CTT TGG GTC A -3’ (45)
AR mec Fluo 2 Fluos 5-TAC AAA GTC GCT TTG CCT TTG GGT CA -3’ (46)
AR mec Fluo 3 Fluos 5-GGC CGT TTG ATC CGC CAAT -3 (47)
AR mec Fluo 4 Fluos 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GTA -3 (48)
AR mec Fluo 4-2 Fluos 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GT -3’ (49)
AR mec Fluo 4-3 Fluos 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG GTC A -3 (50)
AR mec Fluo 4-GV Fluos 5-AAG TCGCTT TGC CCTTGG G -3’ (51)
Sondas especificas para orfX

AR mec Fluo 4k Fluos 5-CAA GAA TTG AAC CAA CGC AT -3’ (52)
AR mec Fluo 5 Fluos 5-CAA TGA CGA ATA CAT AGT CGC TTT GCC CTT -3’ (53)
AR mec Fluo 6 Fluos 5-CGT TTG ATC CGC CAATGA CGA -3’ (54)
AR mec Fluo 7 Fluos 5-GCC AAT CCT TCG GAA GAT AGC A -3’ (55)
AR mec Fluo UR Fluos 5-ATT AAC ACA ACC CGC ATC -3 (56)
JU1 sonda 1 Fluos 5-GTC GCTTTG CCC TTG GGT C -3 (57)
JU2 sonda 1 Fluos 5-TCG CTT TGC CCT TGG GTC AT -3’ (58)
JU3 sonda 1 Fluos 5-GGC CGT TTG ATC CGC CAAT -3 (59)
JU4 sonda1 Fluos 5-GTC CTT GTG CAG GCC GTTTGA T -3’ (60)
JU5 sonda1 Fluos 5-CTT GGG TCATGC GTT GGT TCA ATT -3’ (61)
SARM directo Fluos Fluos 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G -3 (96)
AR mec 640 3 LC Red LC 5-CGA ATA CAA AGT CGC TTT GCC CTT GGG -3 (62) 640
AR mec 640 4 Red 640 LC  5-ATG CGT TGG TTC AAT TCT TG -3’ (63) 640
AR mec 610 4-3 Red 610 LC 5-GCGTTG GTT CAATTC TTG GG -3 (64)
AR mec 640 4k Red 640 LC  5-ACC CAA GGG CAAAGC GAC TT -3 (65)
AR mec 640 5 Red 640LC 5 -GGTAATGCGTTG GTT CAATTC TTG -3 (66)
AR mec 640 6 Red 640 LC  5-ACA AAG TCG CTATGC CCTTGG GTCA -3 (67)
AR mec 640 7 Red 640 LC 5-CTTTCCTTGTATTTCTAATGT AATGACTG -3’ (68)
AR mec 640 UR Red 640 5-TTG ATG TGG GAA TGT CAT TTT GCT GAA -3 (69)
JU1 sonda 2 LCRed 640 5-GCGTTG GTT CAATTCTTG GGC CAAT -3’ (70)
JU2 sonda 2 LCRed 640 5-GTT GGT TCAATT CTT GGG CCAATCCTT CG -3 (71)
JU3 sonda 2 LCRed 640 5-CGA ATACAAAGT CGCTTT GCC CTT GG -3 (72)
JU4 sonda 2 LCRed 640 5-GCC AAT GAC GAATAC AAAGTC GCTTTG CC -3’ (73)
JU5 sonda 2 LCRed 640 5-TGG GCC AAT CCT TCG GAA GAT AGC A -3 (74)
AR mec 610 4-MM2 LCRed 640 5-ATG CGT TGG TTC GAT TCT TG -3’ (75)
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AR mec 610 4-MM2-GV LCRed 610 5-CATGCG TTG GTTCGATTCTTG -8 (76)

MRSA directo Red610 LCRed 610 5-CATGCGTTGGTT CGATTCTTG -3 (97)

EJEMPLO 3: analisis de cebadores y sondas particulares

Para RE2, RE3 y RE7 se establecieron ensayos individuales con las mismas sondas y el mismo cebador inverso
pero cebadores sentido diferentes (ver la Tabla 1). Estos ensayos individuales se analizaron para el rango dinamico
entre aproximadamente 10° copias gendémicas/PCR y 10 copias/PCR en diluciones de diez veces (figuras 3 a 5).
Para el analisis de los datos se utilizé un médulo de deteccion cualitativa e identificacion manual de Tm ("Tm
calling").

Concentraciones de reactivo:

cebadores sentido: 0,2 a 0,5 yM

cebador inverso: 0,3 a 0,5 yM

sondas: 0,1a0,4 uM

MgCl,: 3,0 a 4,5 uM (la concentracion final necesita adaptarse segun la concentraciéon de MgCl, presente en la
mezcla de reaccién respectiva)

Uracil-ADN-glucosilasa LightCycIer®: 1 unidad/reaccion

LightCyler® 480 Probes Master resp. Li%htCycIer® FastStart DNA Master HybProbe resp.

LightCycler® Fast Start DNA Master "“° HybProbe

Protocolo de PCR:

temperatura  Choque Tasade captura
desnaturalizacion (1 95°C térmico cambio  ninguna
ciclo): amplificacion (45 95°C 10 min 20 ninguna
ciclos): 52-55°C 10s 20 unica
72°C 10 s 12- 20 ninguna
22s 20
curva de fusion (1 ciclo): 95°C Os 20 ninguna
54°C 20s 20 ninguna
45°C 20s 0.2 ninguna
80°C Os 0.1 cont.
enfriamiento (1 ciclo): 40°C 30s 20 ninguna

Tabla 2: Cebadores y sondas utilizadas en las figuras 3 a 5 para la deteccion de SCCmec RE2, RE3 y RE7

Nombre Funcién Marcaje Secuencia (SEC ID n°)
AR mec 12 deteccion de RE2 5'- TGA AAT GAA AGA CTG CGG AG
sentido -3 (12)
. 5-CCACAT CTCATTAAATITTTA
AR mecA 3/13 deteccion de RE3 AAT TAT ACA C -3' (28)
AR 5/16 deteccién de RE7 S5-CAATCCTTTTTATAT TTA AAA
mec eteccion de TAT ATT ATA CAC -3’ (32)
JUT inv.: Especificidad para 5- CAA GGA AAG ATGCTATCT
h SA TCCG-3 (40}
AR mec Fluo 4- | Especificidad para | o 5-AAGTCGCTTTGC CCTTGG G -
GV: SARM 3 (51)
AR mec 610 4- | Especificidad para | | ~ po 4610 5-CATGCGTTGGTTCGATTC
MM2-GV: SARM 116 -3 (76)
RSA Cl 4 Control interno LC-Red 670 5-CCA GCA GAATGC CAACCA -3 (91)

Concentraciones de reactivo utilizadas en las figuras 3 a 5:

AR mec 12 sentido: 0,5 uyM

AR mecA 3/13: 0,3 uM

AR mec 5/16: 0,3 uM

JU1inv.: 0,5 uM

AR mec Fluo 4-GV: 0,2 uM

AR mec 610 4-MM2-GV: 0,2 uM

Uracil-ADN-glucosilasa LightCycIer®: 1 unidad/reaccion

LightCyler® 480 Probes Master (concentracion final en la reaccion de PCR es de MgCl, 3,2 mM)
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Protocolo de PCR utilizado en las figuras 3 a 5:

temperatura choque térmico tasade captura
cambio
Siifg)"f‘t“ra"zac'on ( 95°C 10 min 20 ninguno
amplificacion (45 ciclos): 95°C 10s10s18s 20 ninguno
52 °C 20 unico
72°C 20 ninguno
curva de fusién (1 ciclo): 95°C 20 ninguno
54°C 0s20s 20 ninguno
45°C 20s 0.2 ninguno
80°C Os 0.1 cont.
enfriamiento (1 ciclo): 40°C 30s 20 ninguno

Se realizé un ejemplo adicional tal como se ha indicado anteriormente, con la excepcion de que se utilizaron los
cebadores y sondas siguientes:

AR mec 11 sentido:  para la deteccién de

RE2
. para la deteccién de
AR mecA 3/8: RE3
AR mec 5/2: para la deteccion de
RE7
AR mec 6-2 inv.: especificidad para SA
AR mec Fluo 4: especificidad para
SARM
AR mec 610 4- especificidad para
MM2: SARM

En el presente ejemplo se obtuvieron curvas similares a las de las figuras 3 a 5 y se calcularon valores de Tm de
57,21°C, 56,71°C y 56,89°C para RE2, RE3 y RE7, respectivamente.

EJEMPLO 4: analisis del sistema de ensayo de CL de SARM de la invencion

Se desarrollé un ensayo de PCR para Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) presente en
especimenes de hisopo nasal con cebadores para la amplificacion y sondas de hibridacion de FRET para la
deteccién con el instrumento LightCycler de los &cidos nucleicos diana amplificados. El ensayo se llevé a cabo tal
como se ha descrito en los Ejemplos 1 a 3 anteriores, a menos que se indique lo contrario.

El presente ejemplo describe la evaluacién del rendimiento de un conjunto preferente de cebadores y sondas
(sistema de ensayo de CL de Roche de SARM (PCR)).

Nombre de oligo Marcaje Secuencia (5 -3) SE;% ID
Cebador, SARM directo Ni TGA AAT GAA AGACTG CGG 92
RE2 sentido inguno AG
Cebador, SARM directo Ni CCACATCTCATTAAATTT

. inguno 93
RES3 sentido TTA AATTAT ACA C
Cebador, SARM directo CAATCC TTATATTTA
RE7 sentido Ninguno AAA TAT ATT ATA CAC 94
Cebador, SARM directo inv. Ninguno CAA GGA AAG ATG CTATCT 95

. TCC G

Eﬁﬂ)dsa’ SARM directo 3’ Fluoresceina AAG TCG CTT TGC CCT TGG G 96
Sonda, SARM directo 5'LC Red 610, 3’ CATGCGTTG GTT CGATTC 97
Red 610 Fosfato TTG
Sonda, SARM directo Cl 5'LC Red 670, 3’ CCA GCA GAA TGC CAG CCA 98
Red 670 Fosfato AT
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Flujo de trabajo:

Los hisopos nasales enviados al laboratorio se rompieron e introdujeron en un tubo de lisis con tapa enroscable que
contenia 600 ml de tampdén de neutralizacion y aproximadamente 50 ml de perlas de vidrio de 0,1 mm. El tubo se
tapd, se calenté durante 2 minutos en un bloque calefactor a una temperatura de entre 95°C y 100°C y se procesé
en un lisador MagNA durante 70 segundos a un ajuste de velocidad de 5.000. El tubo se centrifugd a 20.000xg
durante 1 minuto y se utilizaron 5 ml del liquido sobre el hisopo para la PCR del SARM.

PCR:

Se detectaron tres tipos de SARM (RE2, RE3 y RE7) con el ensayo de PCR. Se utilizd el analisis de curvas de fusion
de la sefial de 640 nm para detectar el SARM. Los tres tipos de SARM proporcionaron la misma temperatura de
fusion de la curva de fusién. Las curvas de fusion superiores a la linea base con una Tm en +/-2°C del control
positivo se consideraron positivas. Se incluyé un control interno (Cl) en el ensayo utilizando la deteccién de la sonda
de hibridacién a 710 nm. La deteccion del control positivo en los especimenes negativos resulta necesaria para
demostrar la falta de inhibicién de la PCR.

« Especificidad

El Staphylococcus negativo para coagulasa puede presentar una parte de la diana de PCR. Para confirmar que los
aislados de estas bacterias no reaccionaban cruzadamente en la PCR, se sometié a ensayo ADN procedente de
cultivos lisados de estafilococos negativos para coagulasa de los cuales 29 eran negativos para mecA y 75 positivos
para mecA. Ninguno de los estafilococos negativos para coagulasa proporcioné un resultado positivo.

Se sometieron a ensayo mediante PCR cien aislados clinicos de S. aureus que eran sensibles a meticilina (SASM)
para determinar si proporcionaban un resultado falso positivo en la PCR. Ninguno de los aislados de S. aureus
proporciondé un resultado de PCR positivo.

¢ Inclusividad

Se sometié a ensayo mediante PCR el ADN procedente de colonias lisadas de aislados de SARM procedentes de
EEUU (207) y de Sudafrica (105). No se detectaron mediante PCR cuatro aislados de SARM (1,3%). Se detectaron
cinco aislados de SARM con sensibilidad reducida.

« Interferencia exdégena

Se sometié a ensayo la inhibicion de PCR mediante la adicion de diversas cantidades de sangre completa a un
hisopo y el procesamiento segun el flujo de trabajo. La adicién de 5 6 10 ml de sangre completa no demostro
inhibicion del control interno. La adicion de 20 ml de sangre proporciond una inhibicion inferior al 10% en réplicas de
ensayo. La adicién de 70 ml de sangre completa al hisopo produjo la inhibicién de la PCR del control interno en la
mayoria de réplicas de ensayo.

 Sensibilidad

Se evaluo la sensibilidad de la PCR para las dianas de SARM RE2, RE3 y RE7 mediante el ensayo en 5 réplicas del
numero de resultados positivos de PCR para diluciones de ADN de cada tipo de SARM.

Tipo de

SARM
n°® de copias de
ADN RE2 | RE3 | RE7
20 5 5 5
10 5 4 5
5 3 4 3
2,5 0 1 1

La sensibilidad era 2 90% para los tres tipos de SARM al utilizar 10 copias de ADN para la PCR.

« Sensibilidad y especificidad clinicas

Se llevé a cabo un ensayo clinico con 165 especimenes de hisopo nasal. La estandar de oro para la comparacion
fue el método de detecciéon basado en cultivos con CHROMagar de SARM (BD, Becton Dickinson and Company,

NJ, USA). Se encontré que tres hisopos eran inhibidores de la PCR. Se obtuvieron los resultados siguientes en los
162 hisopos restantes.
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CHROMagar de
SARM
Pos Neg
SARM Pos 33 10*
PCR Neg 1 118

* 5 de 10 se encontraban bajo
tratamiento antibidético en el momento

del ensayo.
Todos los Pacientes' no bajo
pacientes tratgmllgntg
antibidtico
Sensibilidad 97,1% 98,0%
Especificidad 92,2% 95,2%
PPV 76,7% 90,9%
NPV 99,2% 99,0%
# Excluyendo los pacientes no bajo tratamiento
antibiético que podrian proporcionar un resultado falso
negativo en el CHROMagar de SARM basado en
cultivos

* Tipos de hisopo

Se evaluaron tres tipos de hisopo para la utilizacién con PCR de SARM. Se encontré que los hisopos liquido de
Stuart (Copan), en gel Amies (Copan) y en gel Amies (Copan) de carbono proporcionaban resultados equivalentes
para la sensibilidad e inhibicion de la PCR.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Roche Diagnostics GmbH, Mayo Foundation for Medical Education and Research, F. Hoffmann-La Roche AG,
Roche Molecular system Inc.

<120> Métodos de deteccion de S. aureus resistente a meticilina, asi como cebadores, sondas y kits para los
mismos

<130> R64410PC

<160> 98

<170> PatentIn versién 3.4
<210> 1

<211> 26

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 1 sentido

<400> 1
gcaattcaca taaacctcat atgttc 26

<210> 2
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 2 sentido

<400> 2
acctcatatg ttctgataca ttca 24

<210> 3
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<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 3 sentido

<400> 3
gcaattcaca taaacctcat at 22

<210> 4
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 4 sentido

<400> 4
cataacagca attcacataa acctc 25

<210>5
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 5 sentido

<400> 5
taacagcaat tcacataaac ct 22

<210>6
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 6 sentido

<400> 6
cgctattatt tacttgaaat gaaagac 27

<210>7
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 7 sentido

<400> 7
cttgaaatga aagactgcgg a 21

<210> 8
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 8 sentido

<400> 8

ttgcttcact ataagtattc agtataaaga 30

<210> 9

ES 2403 587 T3
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<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 9 sentido

<400> 9
atttacttga aatgaaagac tgcg 24

<210> 10
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 10 sentido

<400> 10
aaagaatatt tcgctattat ttacttgaa 29

<210> 11
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 11 sentido

<400> 11
tcagtataaa gaatatttcg ctattattt 29

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 12 sentido

<400> 12
cactctataa acatcgtatg atattgc 27

<210> 23
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU1 sentido

<400> 13
aacctcatat gttctgatac attcaaa 27

<210> 14
<211>28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> JU2 sentido

<400> 14
tatgtcaaaa atcatgaacc tcattact 28

<210> 15
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<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU3 sentido

<400> 15
cataacagca attcacataa acctc 25

<210> 16
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU4 sentido

<400> 16
gactgcggag gctaact 17

<210> 17
<211>18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> JU5 sentido

<400> 17
atccctttat gaagcgge 18

<210> 18
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA 3/1

<400> 18
gcaaggtata atccaatatt tcatatatgt 30

<210> 19
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA 3/2

<400> 19
agttccataa tcaatataat ttgtacagt 29

<210> 20
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mecA 3/3

<400> 20
acatcgtatg atattgcaag gta 23

<210> 21

ES 2403 587 T3
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<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA %

<400> 21
ctttcattct ttcttgattc cattag 26

<210> 22
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA 3/5

<400> 22
cactctataa acatcgtatg atattgc 27

<210> 23
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mecA 3/6

<400> 23
ttcttaattt aattgtagtt ccataatcaa 30

<210> 24
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA 3/7

<400> 24
aattatacac aacctaattt ttagttttat 30

<210> 25
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA 3/8

<400> 25
aatttttagt tttatttatg atacgcttc 29

<210> 26
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mecA 3/9

<400> 26
acacaaccta atttttagtt ttatttatga 30

<210> 27
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<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA 3/10

<400> 27
tttattaaac actctataaa catcgtatga 30

<210> 28
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mecA 3/13

<400> 28
ccacatctca ttaaattttt aaattataca c 31

<210> 29
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 5/1

<400> 29
atattataca caatccgttt tttagtttta 30

<210> 30
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 5/2

<400> 30
acacaatccg ttttttagtt ttatttatg 29

<210> 31
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 5/3

<400> 31
ttctaattta tttaacataa aatcaatcct 30

<210> 32
<211>33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 5/16

<400> 32
caatcctttt tatatttaaa atatattata cac 33

<210> 33
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<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 1 inv.

<400> 33
aggaaagatg ctatcttccg a 21

<210> 34
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 2 inv.

<400> 34
gaaagatgct atcttccgaa g 21

<210> 35
<211>18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 3 inv.

<400> 35
gatgctatct tccgaagg 18

<210> 36
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 4 inv.

<400> 36
gtcattacat tagaaataca aggaaagat 29

<210> 37
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 5 inv.

<400> 37 17
gccaacgaat actagec 17

<210> 38
<211>24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 6-2 inv.

<400> 38
acgaatacta gccaaaatta aacc 24

<210> 39
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<211> 25
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 7 inv.

<400> 39
cacaatccac agtcattaca ttaga 25

<210> 40
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> JU1 inv.

<400> 40
caaggaaaga tgctatcttc cg 22

<210> 41
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU2 inv.

<400> 41
agtcattaca ttagaaatac aaggaaaga 29

<210> 42
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU3 inv.

<400> 42
aggaaagatg ctatcttccg a 21

<210> 43
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> JU4 inv.

<400> 43
aggaaagatg ctatcttccg a 21

<210> 44
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU5 inv.

<400> 44
acaatccaca gtcattacat tagaa 25
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<210> 45
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec Fluo 1 sin marcaje

<400> 45
aagtcgcttt gcctttgggt ca 22

<210> 46
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec Fluo 2 sin marcaje

<400> 46
tacaaagtcg ctttgccttt gggtca 26

<210> 47
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec Fluo 3 sin marcaje

<400> 47
ggccgtttga tccgecaat 19

<210> 48
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec Fluo 4 sin marcaje

<400> 48

aagtcgcttt gcccttgggt a 21
<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec Fluo 4-2 sin marcaje

<400> 49
aagtcgcttt gcecttgggt 20

<210> 50
<211> 22

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec Fluo 4-3 sin marcaje

<400> 50
aagtcgcttt gcccttgggt ca 22

<210> 51
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<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec Fluo 4-GV sin marcaje

<400> 51
aagtcgcttt gcecttggg 19

<210> 52
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec Fluo 4k sin marcaje

<400> 52
caagaattga accaacgcat 20

<210> 53
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec Fluo 5 sin marcaje

<400> 53
caatgacgaa tacatagtcg ctttgcectt 30

<210> 54
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec Fluo 6 sin marcaje

<400> 54
cgtttgatcc gccaatgacg a 21

<210> 55
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec Fluo 7 sin marcaje

<400> 55
gccaatcctt cggaagatag ca 22

<210> 56
<211>18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec Fluo UR sin marcaje

<400> 56
attaacacaa cccgcatc 18

<210> 57
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<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU1 sonda 1 sin marcaje

<400> 57
gtcgctttge ccttgggtc 19

<210> 58
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU2 sonda 1 sin marcaje

<400> 58
tcgctttgec cttgggtcat 20

<210> 59
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> JU3 sonda 1 sin marcaje

<400> 59
ggccgtttga tccgecaat 19

<210> 60
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU4 sonda 1 sin marcaje

<400> 60
gtccttgtge aggccgtttg at 22

<210> 61
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU5 sonda 1 sin marcaje

<400> 61
cttgggtcat gcgttggttc aatt 24

<210> 62
<211>27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 640 3 sin marcaje

<400> 62
cgaatacaaa gtcgctttgc ccttggg 27

<210> 63
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<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 640 4 sin marcaje

<400> 63
atgcgttggt tcaattcttg 20

<210> 64
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 610 4-3 sin marcaje

<400> 64
gcgttggttc aattcttggg 20

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 640 4k sin marcaje

<400> 65

acccaagggc aaagcgactt 20
<210> 66

<211>24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 640 5 sin marcaje

<400> 66
ggtaatgcgt tggttcaatt cttg 24

<210> 67
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 640 6 sin marcaje

<400> 67
acaaagtcgc tatgcccttg ggtca 25

<210> 68
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 640 7 sin marcaje

<400> 68
ctttccttgt atttctaatg taatgactg 29

<210> 69
<211> 27
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 640 UR sin marcaje

<400> 69
ttgatgtggg aatgtcattt tgctgaa 27

<210> 70
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU1 sonda 2 sin marcaje

<400> 70
gcgttggttc aattcttggg ccaat 25

<210> 71
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> JU2 sonda 2 sin marcaje

<400> 71
gttggttcaa ttcttgggcec aatccttcg 29

<210> 72
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU3 sonda 1 sin marcaje

<400> 72
cgaatacaaa gtcgctttgc ccttgg 26

<210> 73
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> JU4 sonda 2 sin marcaje

<400> 73
gccaatgacg aatacaaagt cgctttgcc 29

<210>74
<211>25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> JU5 sonda 2 sin marcaje

<400> 74
tgggccaatc cttcggaaga tagca 25

<210> 75
<211> 20
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<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> AR mec 610 4-MM2 sin marcaje

<400> 75
atgcgttggt tcgattcttg 20

<210> 76
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> AR mec 610 4-MM2-GV sin marcaje

<400> 76
catgcgttgg ttcgattctt g 21

<210> 77
<211> 255
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> orfx

<400> 77

Ccacgcataa tcrtazatgc tcrgtacact tgtrcaatta acacaacccg catcatttga
Tgrtgggaatg tCcatttTgct gaatgatagt gcgtagttac tgcgttgtaa gacgrccttg
tgcaggccgt ttgatcCgcc aatgacgaat acaaagtcgc TITgoccttg ggtcatgcgt
tggttcaatt ¢ttgggccaa tocttcggaa gatagcatct TLCCTigtat tictaatgta

atgactgttg attgt

<210> 78

<211> 643

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 78

ES 2403 587 T3
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<210> 79

<211> 513

ttrgcrecac
agactgcgga

daaaacataa

tgaagcggct
cataaaccte
catcatrrat
aacacaacee
ctgegttgta
ctrrgocett
ttrecttgta
tggecrett

<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 79

<210> 80

<211> 411

agactgcgga
aaaaacataa
tgaagcgget
ctctatacac
tgaatgatag
caatgacgaa
atcctrcgga

taattrtgge

<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 80

<210> 81

trtrgcrtcac
agactgcgga
cacgcataat
gtgggaatge
gcaggcegtt
ggrrcaatte
tgactgtgga

tataagtatt
ggctaactat

cagcaattca

gaaaaaaccg
atatgttctg
gatatgcrec
gCatcatttg
agacgrcett
gggrcatgeg
tttctaatgt

Ttictittac

tataagtatt
ggctaactat
cagcaattea
gaaaaaaccg
ttgctcaatt
tgcgtagtta
tacaaagtcg
agatagcatc
tagtattcgt

tataagtatt
ggctaactat
cttaaatgct
cattttgectg
tgatccgoca
ttgggccaat
ttgtggttta

ES 2403 587 T3

cagtataaag
gtcaaaaate

cataaacctc

catcatttga
atacattcaa
tecacgeata
atgtgggaat
gtgcaggceeg
ttggticaat
aatgactgtg

trgctcaatt

cagraraaag
gtcaaaaatc
cataaacctc
catcatttat
Adacacaacce
ctgcgttota
ctttgceoctt
IItccttgia
tggcetictt

cagtataaag
gtcaaaaatc
Cratacactt
ddtgatagtg
atgacgaata
ccttoggaag

attttggcta

aatatttoge
atgaaccrca

atatgttctg

tatgottcte
datccctita
atcttaaatg
grcattitge
Trrgatcege
tcttgggeca
gattgtggtt
tctttgtege

aatartrcge
atgaacctca
atatgttctyg
gatatgette
gcatcatttg
agacgtcctt
pggtcatgeg
tttctaatgt

(494

aatatttecge
atgaacctca
gctcaattaa
cgtagttact
taaagtcget
atagcatcet
gtattcgttg

43

rattatttac
ttacttatga

atacattcaa

daaaacataa
tgaagcgget
ctetaracac
tgaatgatag
caatgacgaa
atccrtcgga
taatrttggc

tca

rattattiac
Ttacttatga
atacattcaa
tccacgeata
atgtgggaat
gtgcaggccg
ttggttcaat
aatgactgtg

tattatttac
ttacttatga
cacaacccge
gcgttgtaag
ttgccotegg
rccttgtatt
geCtLcItTT

ttgaaatgaa
taagcttctt

datcccrtta

cagcaattca
gaaaaaaccy
trtgcrcaact
tgcgtagtta
tacaaagtcyg
agatagcatc

tagtattcgt

ttgaaatgaa
taagcttett
aatcccTrta
atcttaaatg
gtcattttge
tttgatccge
tcrtgggeca
gattgtggtt

ttgaaatgaa
taagcttctec
atcatctgat
acgtecttgt
gtcatgcgtt
tctaatgtaa

t

60
120
180

240
£V
360
420
480
540
600
643

&0
120
180
240
00
360
420
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513

&0
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<211> 595
<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>

<221> misc_feature
<222> (39)..(39)
<223>nesa,c,got

<400> 81

<210> 82
<211> 388

<212> ADN

cattctirct
ttgtagtrcc
tgaaaaatgqg
tatTrcatat
ttttagtttt

TCaattaaca

tagttactge
aagrcgettt
agcatctttc
attcgttgac

TgatTccatt
ataatcaata
tttattaaac
atgtaattcc
atttatgata

Caacccgcar

gttgtaagac
gccctrgogt
CITgratitc
cttctttte

<213> Staphylococcus aureus

<400> 82

<210> 83

<211> 479
<212> ADN

tccatctcta

clttattge

Cagaaaactg gataaaaaac

tgctctgtac acttgttcaa

gctgaatgat

gccaatgacg

agtgegtagt

datacaaagt

caatccttcg gaagatagca

tttgattttg gctagtatte

<213> Staphylococcus aureus

<400> 83

ES 2403 587 T3

agtttaaatt
taattigtac
actctataaa
TCCacatctc
cgcttctocca
catttgatge

gtcettgrgc
catgegtrgg
taatgraatg
ttttacttge

ttcttcaaat
cgcatcattt
ttaacacaac
tactgcgtty
cgctitgeec
tctttcetty

gttggect

Ta33aTTINT CATACAATIT Ctraattiaa

agttattata tattctagat catcaatagt
catcgtatga tattgcaagg tataatccaa
attaaatttt taaattatac acaacctaat
cgcataatct taaatgotet gtacactigt
gggaatgtca tttrgetgaa tgatagtgcg

aggccgtttg atcecgecaat gacgaaraca

LTCaattcrt
actgrigatt
tcaattrgct

attatctegt
gtggtacgct
cogeatcatt
taagacgtece

ttgggtcatyg
tatttctaat

44

gggccaatce
grggtttgat
ttgtegrete

aatitacctt
totoccacgea
tgatgtggga
ttgtgcagac
cgttggtreca

gtaatgacty

ttcggaagat
tttggctagt
atatt

gttcattaaa
taatcttaaa
atgtcatter
cqtttgatee
attctrggge
ttgattgtgg

60
120
180
240
300
360

420
480
540
595

60
120
180
240
300
360
388
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agatgcetat aaactaacaa ttacaaatta trattttgtg ttrtcacatta taatatatca 60
acragaatta alTCcrraata aadagraatc arlaaaarTr aarTa3aacrtcr gCTTTartart 120
ataaaattac ggctgaaata accgcatcat ttatﬁatatg ctictcctog cataatctta 180
aatgerotat acactigitc aattaacaca acccgoatca TtTgatgrtgy gaatgrcatt 240
ttgctgaaty atagtgcgta gttactgogt tgtaagacgt ccttgtgcag gecgtttgat 300
£gccaataa cgaatacaaa gtcgotitgc cotigggtca tgogttggtt caattottgg 360
gecaatectt cggaagatag catctttoct tgtatttcta atgtaatgac tgtggattgt 420
ggtttgattt tggctagtat togritggoct TOTTTLTCLT trtacttgcotc gatttcttt 479
<210> 84
<211> 475
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus
<400> 84
alaaagaagt cgattitacac accatgtatl aaataatgga aattcttaat critacttgt
acctaaatta tcaaacttaa tattcacttt Ttattctica aagatttgag Craatttaat
J3ATTTLCTCE TATLTCTLag TTLTATICYT QUUacgcric TCCTCgcata atcrtaaatg
Ctctatacac ttgttcaatt aacacaaccc gcatcattitg atgrtgggaat gtcattitge
tgaatgatag tgcgtagtta ctgecgttgta agacgrectt gtgcaggocg tttgatcoge
caataacgaa tacaaagtcg ctttgoccctt ggotcatgog ttggttcaat tottgggcca
atccttcgga agatagcatc tttocttgta tttctaatgt aatgactgtg gattgtgget
tgatrrrgge tagtattcgt tggecttett TELCTTTtac TTOCtogart totrt
<210> 85
<211> 477
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus
<400> 85
Caddaaatat atttacttta gtcaaatcat cttcactagt gtaattatcg aatgattrat 60
dactaacatt ttctaattta tttaacataa aatcaatcct ttitatattt aaaatatatt 120
atacacaatc cgttttttag ttttatttat gatacgocte tocacgcata atcttaaatg 180
ctctatacac ttgttcaatt aacacaalcc goatcatitg atgtgggaat grcatttrge 240
taaatgatag tgcatagtta ctgcgttgta agacgtoctt gtgcaggccg tttgatcoge 300
caatgacgaa tacaaagtcg ctitgccctt ggotcatgcg trggttcaat tctigggeoca 360
atccttcgga agatagcate tttocctigta ttictaatgt aatgactgtg gattgtggtt 420
tgattttgge tagtattcgt tggocTTctt TTICtETitac Trgctcaatt tCitigt 477
<210> 86
<211> 643
<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(21)

45
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<223>n=corg

<220>

<221> misc_feature
<222> (322)..(322)
<223>n=co6t

<220>

<221> misc_feature
<222> (323)..(323)
<223>n=cédg

<220>

<221> misc_feature
<222> (339)..(339)
<223>n=co6t

<220>

<221> misc_feature
<222> (345)..(345)
<223>n=adg

<220>

<221> misc_feature
<222> (354)..(354)
<223>n=cot

<220>

<221> misc_feature
<222> (387)..(387)
<223>n=adg

<220>

<221> misc_feature
<222> (402)..(402)
<223>n=adg

<220>

<221> misc_feature
<222> (414)..(414)
<223>n=adg

<220>

<221> misc_feature
<222> (423)..(423)
<223>n=adg

<220>

<221> misc_feature
<222> (471)..(471)
<223>n=aot

<220>

<221> misc_feature
<222> (516)..(516)
<223>n=got

<220>

<221> misc_feature
<222> (570)..(570)
<223>n=got

<220>

<221> misc_feature
<222> (582)..(582)
<223>n=adg
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<220>

<221> misc_feature
<222> (584)..(584)
<223> n =t 6 ninguno

<220>

<221> misc_feature
<222> (627)..(627)
<223>n=adg

<400> 86

trrgetcac
agactgcgga
aaaaacataa
tgaagcggct
cataaacctc
catcatttat
aacacaaccc
ctncgttgta
crttgccctt
trtccttgta
tggcctiett

tataagtatt
ggctaactat
cagcaattca
gaaaaaaccg
atatgttctg
gatatgcttc
gcatcatttg
agacgtectt
gggtcatgeg
tttctaatgt
ttrctttac

<210> 87
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> TP mec 1

<400> 87
aagtcgcttt gcecttgggt cat 23

<210> 88
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> TP mec 2

<400> 88

tgctcaatta acacaacccg catca 25

<210> 89
<211>33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> MB mec 1

<400> 89

ES 2403 587 T3

nagtataaag
gtcaaaaatc
cataaacctc
catcatttga
atacattcaa
tnnacgcata
atgtggnaat
gtgcaggccg
ttggttcaat
aatgactgtn
trgcrenatt

aatatttcgc
atgaacctca
atatgttctg
tatgcrtctt
aatcccttta
atcttaaang
gtcattrtgc
tttgatccge
tcttgngcca
gattgtggtt
tctrtgtege

47

tattatttac
ttacttatga
atacattcaa
aaaaacataa
tgaagcgget
ctctntacac
tnaatgatag
caatgacgaa
atccttcgga
tTnantttgge

tca

ttgaaatgaa
taagcttctt
aatcccttta
cagcaattca
gaaaaaaccg
ttgntcaatt
tgcntagtta
nacaaagtcg
agatagcatc

tagtattcgt

60
120
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gccgcegcetgce tcaattaaca caacccgege gge 33

<210> 90
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> MB mec 2

<400> 90
gccgegceatg cgttggttca attctgegeg ge 32

<210> 91
<211>18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> SARM Cl 4

<400> 91
ccagcagaat gccaacca 18

<210> 92
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> SARM directo RE2 sentido

<400> 92
tgaaatgaaa gactgcggag 20

<210> 93
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> SARM directo RE3 sentido

<400> 93
ccacatctca ttaaattttt aaattataca ¢ 31

<210> 94
<211>33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> SARM directo RE7 sentido

<400> 94
caatcctttt tatatttaaa atatattata cac 33

<210> 95
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> SARM directo inv.

<400> 95
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caaggaaaga tgctatcttc cg 22

<210> 96
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> SARM directo Fluos sin marcaje

<400> 96
aagtcgcttt gcccttggg 19

<210> 97
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> SARM directo Red 610 sin marcaje

<400> 97
catgcgttgg ttcgattctt g 21

<210> 98
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> SARM directo IC Red 670 sin marcaje

<400> 98
ccagcagaat gccagccaat 20
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REIVINDICACIONES

1. Método de deteccidn de la presencia o ausencia de S. aureus resistente a meticilina (SARM) en una muestra,
comprendiendo el método:

(a) la realizaciéon de una etapa de amplificacion que comprende poner en contacto la muestra con un conjunto de
cebadores de SARM con el fin de producir un producto amplificacion en el caso de que SARM se encuentre
presente en la muestra,

(b) la realizacion de una etapa de hibridacion que comprende poner en contacto el producto de amplificacion de la
etapa (a) con una pareja de sondas de SARM, en la que una primera sonda de SARM se marca con una pareja de
sondas de SARM con una fraccién fluorescente donadora y en la que una segunda sonda de SARM de la pareja de
sondas de SARM se marca con una fraccion fluorescente aceptora correspondiente, y

(c) la deteccion de la presencia o ausencia de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET) entre la
fraccion fluorescente donante de la primera sonda de SARM vy la fraccion fluorescente aceptora de la segunda sonda
de SARM, en la que la presencia de FRET es indicativa de la presencia de SARM en la muestra, y en la que la
ausencia de FRET es indicativa de la ausencia de SARM en la muestra,

en el que el método es capaz de detectar cada uno de los casetes cromosomicos estafilocécicos (SCCmec) de tipos
I aVdel SARM, y

en el que el conjunto de cebadores comprende:

(i) un cebador especifico para SARM tipo RE2, es decir, un cebador que consiste de la secuencia de acidos
nucleicos 5'-TGA

AAT GAA AGA CTG CGG AG -3 (SARM directo RE2 sentido; SEC ID n°® 92);

y

(ii) un cebador especifico para SARM tipo RE3, es decir un cebador que consiste de la secuencia de acidos
nucleicos 5’-CCA CAT CTC ATT AAATTT TTA AAT TAT ACA C -3’ (SARM directo RE3 sentido; SEC ID n° 93);

y

(iii) un cebador especifico para SARM tipo RE7, es decir un cebador que consiste de la secuencia de acidos
nucleicos 5-CAA TCC TTT TTA TAT TTA AAA TAT ATT ATA CAC -3’ (SARM directo RE7 sentido; SEC ID n°® 94).

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el conjunto de cebadores comprende ademas un cebador adicional
especifico para S. aureus resistente a la meticilina (SARM), asi como S. aureus sensible a la meticilina (SASM).

3. Método segun la reivindicacion 2, en el que el cebador adicional comprende o consiste de la secuencia de acidos
nucleicos 5-CAA GGA AAG ATG CTA TCT TCC G -3’ (SARM directo inv.; SEC ID n® 95).

4. Método segun la reivindicacion 1 6 3,

en el que el conjunto de cebadores consiste de, como maximo, 4 6 5 cebadores, y/o
en el que el conjunto de cebadores comprende o consiste de SARM directo RE2 sentido, SARM directo RE3 sentido
y SARM directo RE7 sentido y un cebador inverso.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el cebador inverso es SARM directo inv.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que por lo menos una sonda de la pareja de sondas
comprende o consiste de una fraccion fluorescente y una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de entre el
grupo que consiste de:

5’-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G -3’ (SARM directo Fluos sin marcaje; SEC ID n°® 96), y
5-CAT GCG TTG GTT CGATTC TTG -3’ (SARM directo Red 610 sin marcaje; SEC ID n° 97).

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la primera sonda, que incluye el primer marcaje,
es 5-AAG TCG CTT TGC CCT TGG G -3'-fluoresceina (SARM directo Fluos), y en el que la segunda sonda, que
incluye el segundo marcaje, es LC-Red 610-5-CAT GCG TTG GTT CGATTC TTG -3' (SARM Red 610 directo).

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
en el que los elementos de la pareja de sondas de SARM se hibridan con el producto de amplificacion separados por
no mas de cinco, cuatro o tres nucleétidos.
ylo
en la que:

(a) la fraccion fluorescente donadora es fluoresceina, y/o
(b) en la que la fraccién fluorescente aceptora se selecciona de entre el grupo que consiste de LC-Red 610, LC-Red
640, LC-Red 670, LC-Red 705, Cy5 y Cy5.5

9.Método de deteccidon de la presencia o ausencia de S. aureus resistente a meticilina (SARM) en una muestra,
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comprendiendo el método:

(a) la realizaciéon de una etapa de amplificacion que comprende poner en contacto la muestra con un conjunto de
cebadores de SARM con el fin de producir un producto amplificaciéon en el caso de que SARM se encuentre
presente en la muestra,

(b) la realizacion de una etapa de hibridacion que comprende poner en contacto el producto de amplificacion de la
etapa (a) con una sonda de SARM, en la que la sonda de SARM se marca con una fraccion fluorescente donadora y
con una fraccién fluorescente aceptora correspondiente, y

(c) la deteccién de la presencia o ausencia de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET) entre la
fraccion fluorescente donadora y la fraccion fluorescente aceptora de la sonda de SARM, en la que la presencia o
ausencia de FRET es indicativa de la presencia o ausencia de SARM en la muestra,

en el que el método es capaz de detectar cada uno de los casetes cromosdmicos estafilocécicos (SSCmec) tipos | a
V del SARM, y en el que el conjunto de cebadores es tal como se define en las reivindicaciones 1 a 6.

10. Método segun la reivindicacion 9,

a) en el que la sonda comprende o consiste de dos fracciones fluorescentes,

b) en el que la sonda comprende o consiste de dos fracciones fluorescentes,

en la que la fraccion fluorescente donadora es la fluoresceina, y/o en la que la fraccion fluorescente aceptora se
selecciona de entre el grupo que consiste de LC-Red 610, LC-Red 640, LC-Red 670, LC-Red 705, Cy5 y Cy5.5,

c) en el que la etapa de amplificacion utiliza un enzima polimeras que presenta actividad de exonucleasa 5' a 3', d)
en el que las fracciones fluorescentes donadora y aceptora se encuentran separadas por no mas de 5 nucleétidos
en la sonda, e) en el que la sonda comprende una secuencia de acidos nucleicos que permite la formaciéon de
estructura secundaria, en la que la formacion de estructura secundaria resulta en la proximidad espacial de las
fracciones fluorescentes donadora y aceptora, y/o f) en el que la fraccién fluorescente aceptora es un extintor.

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,

a) en el que la etapa de deteccion comprende excitar la muestra a una longitud de onda absorbida por la fraccion
fluorescente donadora y visualizar y/o medir la longitud de onda emitida por la fraccion fluorescente aceptora,

b) en el que la deteccién comprende cuantificar la FRET,

c¢) en el que la presencia de FRET en 55, 45 6 35 ciclos es indicativa de la presencia de SARM en la muestra,

d) en el que la etapa de deteccion se lleva a cabo tras cada etapa de amplificacion e hibridacion y/o en tiempo real,
e) que comprende ademas determinar la temperatura de fusion entre una o ambas sondas y el producto de
amplificacion de la etapa (a), en la que la temperatura de fusion confirma la presencia o la ausencia de SARM,

f) que comprende ademas:

prevenir la amplificacién de un acido nucleico contaminante,
g) que comprende ademas:

prevenir la amplificacion de un acido nucleico contaminante mediante la realizaciéon de la etapa de amplificacion (a)
en presencia de uracilo y tratar la muestra con uracil-ADN-glucosilasa previamente a una primera etapa de
amplificacion,

h) en el que el método se lleva a cabo en una muestra de control,

i) en el que la muestra es una muestra biolégica, y/o

j) en el que la muestra se selecciona de entre el grupo que consiste de un hisopo de una herida infectada, un hisopo
de piel, un hisopo nasal, un hisopo de garganta, un hisopo de ingle, un hisopo de axila, un hisopo del sitio de un
dispositivo invasivo, un hisopo del sitio de posible infeccion, un liquido corporal, una muestra de sangre, una muestra
de orina y un hisopo de perineo.

12. Composicién que comprende un conjunto de cebadores segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

13. Composicién segun la reivindicacién 12, que comprende ademas una sonda y/o una pareja de sondas segun
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 6 12.

14. Kit que comprende:

(a) un conjunto de cebadores segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

(b) una pareja de sondas segun la reivindicacion 6 6 8 6 una sonda segun la reivindicacion 10, y (c) una fraccion
fluorescente donadora y una fraccion fluorescente correspondiente de marcaje de la sonda o sondas, en el que el kit
es capaz de detectar cada uno de los casetes cromosoémicos estafilocécicos (SCCmec) de tipos | a V de SARM.

15. Kit segun la reivindicacion 14,
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a) que resulta adecuado para llevar a cabo el método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,

b) que comprende ademas una etiqueta en el paquete o material impreso en el mismo con instrucciones de
utilizaciéon del conjunto de cebadores de SARM y de la pareja de sondas de SARM para detectar la presencia o
ausencia del mismo en una muestra, y/o

c) que comprende ademas uracil-ADN-glucosilasa y/o una ADN polimerasa y/o un tampoén adecuado.

RE2:

TTTGCTTCﬁCTﬁTHAGTATTCHGTRTﬁAﬁGAATATTTCGCTATTATTTACTZ
GAAATCAAAGACTGCGGAGGCTAACTATGTCARAMATCATEAACCTCATTAC
TTATGATAAGCTTCTTAARAACATAARCAGCAATTCACATAAACCTCATATGT
TCTGATACATTCARRATCCCTTTATGAAGCGGCTGARARMACCGCATCATTT
GATATGCTTCTTAARARACATAACAGCAATTCACATAAACCTCATATGTTCTS
ATACATTCAARATCCCTTTATGAAGCGGCTGARAMARCCGCATCATTTATGA

TATGCTTCTE® orfX —

RE3:

CATTCTTTCTITGATTCCATTAGTTTARATTTARARTTTCATCATCAATTTCT
TAATTTARTTGTAGTTCCATAATCAATATAATTTGTACAGT TATTATATATT
CTAGATCATCAATAGTTGAAAAATGGTTTATTARACACTCTATARACATCGT
ATGATATTGCAAGGTATAATCCAATATTTCATATATGTAATTCCTCCACATC
TCATTAAATTTTTAAATTATACACAACCTAATTTTTAGTTTTATTTATGATA

CGCTTCTEE orfX —»

RET:

CAanAAAATATATTTACTTTAGTCARATCATCTTCACTAGTGTAATTATCGAR
TGATTTATAACTARACATTTTCTAATTTATTTAACATAARARATCAATCCTTTTT
ATATTTARAATATATTATACACAATCCGTTTTTTAGTTTTATTTATGATACG

CCTCTEE orfx —

orfX (SEC ID n°® 77):

CCACGCATAATCTTARATGCTCTGTACACTTGTTCAATTAACACAACCCGCA
TCATTTGATGTGGGAATGTCATTTTGCTGAATGATAGTGCESTAGTTACTGCG
TTGTAAGACGTCCTTGTGCAGGCCGTTTGATCCGCCAATGACGAATACARRG

+++++++++

FaEREL RN — e = e e — —— — —

AAGATAGCATCTTTCCTTGTATTTCTAATGTAATGACTGTTGATTGT
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{SEC ID n® B6)

TTTGCTTCAC

TTGAAATGAR

TTACTTATGA

ATATGTTCTS

CATCATTTGA

TATAAGTATT

AGACTGOGGA

TARGCTTCTT

ATACATTCAA

TATGCTTCTT

CAGTATAARG

Gi1)

GGCTAACTAT

BARAMACATAR

AATCCCTTTA

ARAPACATAR

AATATTTOGC

GTCARARATC

CRGCAATTCA

TGARGOGGET

CAGCAARTTCA

TATTATTTAC

ATGARCCTCA

CATARACCTC

GAARAAACCG

CATAAMCCTC

ATATGTTCTG

ATACATTCAA

ARTCCCTTTA

TGARGOGGCT

GAARANMCCGE

CATCATTTAT
TTECTCAATT
T{8)
TGAATGATAG

Afl)
TTTGATCOGC
TTGEETTCART

TTTCTARTGT

TGECCTTCTT

GATATGCTTC
ARCACAACCC

TGOGTAGTTA
A1)
CARTGACGAR

TCTTGGGCCA
Ti1})
AATGACTETS

T(3)

TEEACGCATA

(331TG(1)
GCATCATTTG

CTGOGTTGTA
B(3)
TACAARAGTCG
R{3)
ATCCTTOGGA

GATTETGETT

{(31G

ATCTTAAATG

ci{1}

ATGTGGGART

Al2)

AGACGTCCTT

CTTTGCCCTT

AGATAGCATC

TAATTTTGEE
{1

TTTCTTTTAC TTGCTCAATT TCTTTETCGC

Gil2)
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CTCTATACAKC

G(T)

GTCATTTTGEC

GTGCAGGOCGE

GGGTCATGCG

TTTCCTTGTA

TAGTATTOGT

TCA
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Fig. 3
A Curvas de
amplificacién
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycles
B

Picos de fusion
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Fig. 4
A
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Ciclos
B 5

::._-'_:_-:__: Picos de fusion

S0 S5 60 65 70 75
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Fig. 5
A Curvas de
amplificacion
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Ciclos
B Picos de fusion

45 50 55 60 65 70 75 80
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