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Procedimiento para la identificacion y deteccion rapida de bioagentes
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a procedimientos para la deteccion e identificacion rapida de bioagentes de
muestras ambientales, clinicas u otras. Los procedimientos proporcionan la deteccién y caracterizacién de una
composicion de base distintiva (BCS) Unica de cualquier bioagente, incluyendo bacterias y virus. La BCS Unica se
usa para identificar rdpidamente el bioagente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La rapida y definitiva identificacion microbiana es deseable por una diversidad de razones industriales,
médicas, ambientales, de calidad, e investigacion. Tradicionalmente, el laboratorio de microbiologia ha
funcionado identificando agentes etiol6gicos de enfermedades infecciosas a través del examen directo y el cultivo de
muestras. Desde mediados de 1980, los investigadores han demostrado repetidamente la utilidad practica de
técnicas de biologia molecular, muchas de las cuales forman la base de ensayos clinicos de diagnéstico. Algunas de
estas técnicas incluyen andlisis de hibridacion de acidos nucleicos, analisis con enzimas de restriccion, analisis de
secuencias genéticas, y separacion y purificacion de acidos nucleicos (véase, por ejemplo, J. Sambrook, E. F.
Fritsch, y T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989). Estos procedimientos, en general, llevan mucho tiempo y son tediosos. Otra opcion es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) u otro procedimiento de amplificacién que amplifique una secuencia de
ADN diana especifica basad en los cebadores flanqueantes usados. Finalmente, la deteccion y el andlisis de los
datos convierten en acontecimiento de hibridacién en un resultado analitico.

Otras técnicas para la deteccion de bioagentes incluyen espectrometria de masas (EM) de alta resolucion,
EM de baja resolucion, fluorescencia, radioyodacion, chips de ADN y técnicas con anticuerpos. Ninguna de estas
técnicas es completamente satisfactoria.

La espectrometria de masas proporciona informacién detallada acerca de las moléculas que se estan
analizando, incluyendo la elevada precisién masica. Es también un procedimiento que puede automatizarse
facilmente. Sin embargo, la EM de alta resoluciéon sola no logra funcionar frente a agentes desconocidos o
biodisefiados, o en entornos en los que hay un elevado nivel de fondo de bioagentes (fondo "lleno"). La EM de baja
resolucion puede no lograr detectar algunos agentes conocidos, si sus lineas espectrales son suficientemente
débiles o suficientemente cercadas a las de otros organismos vivos en la muestra. Los chips de ADN con sondas
especificas solamente pueden determinar la presencia o ausencia de organismos especificamente previstos. Como
hay cientos de miles de especies de bacterias benignas, algunas muy similares en secuencia a organismos
amenazadores, incuso las series con 10.000 sondas carecen de la amplitud necesaria para detectar un organismo
particular.

Los anticuerpos afrontan limitaciones de diversidad méas severas que las series. Si se disefian anticuerpos
contra dianas altamente conservadas para aumentar la diversidad, dominara el problema de falsa alarma, de nuevo
porque organismos amenazantes son muy similares a los benignos. Los anticuerpos son capaces solamente de
detectar agentes conocidos en entornos relativamente no llenos.

Varios grupos han descrito la deteccién de productos de PCR usando espectrometria de masas de alta
resolucion con ionizacion por electronebulizacion y por resonancia de ciclotrones iénicos con transformada de
Fourier (EM IEN- TF-RCI). La medicién precisa de la masa exacta combinada con el conocimiento de la cantidad de
al menos un nucledtido permitié el célculo de la composicion de bases total para productos de PCR duplex de
aproximadamente 100 pares de bases. (Aaserud y col., J. Am. Soc. Mass Spec. 7:1266-1269, 1996; Muddiman y
col., Anal. Chem. 69:1543-1549, 1997; Wunschel y col., Anal. Chem. 70:1203-1207, 1998; Muddiman y col., Rev.
Anal. Chem. 17:1- 68, 1998). La EM con ionizacion por electronebulizacién y por resonancia de ciclotrones iénicos
con transformada de Fourier (IEN-TF-RCI) puede usarse para determinar la masa de productos de PCR
bicatenarios, de 500 pares de bases mediante la masa molecular promedio (Hurst y col., Rapid Commun. Mass
Spec. 10:377-382, 1996). Se ha descrito el uso de espectrometria de masas por desorcion e ionizacién por laser
asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF) para la caracterizacion de productos de PCR. (Muddiman y col.,
Rapid Commun. Mass Spec. 13:1201- 1204, 1999). Sin embargo, la degradacién de ADN de mas de
aproximadamente 75 nucledétidos observada con MALDI limit6 la utilidad de este procedimiento.

La patente de Estados Unidos N2 5.849.492 describe un procedimiento para la recuperacién de secuencias
de ADN filogenéticamente informativas que comprende la blisqueda de un segmento altamente divergente de ADN
genomico rodeado por dos segmentos altamente conservados, el disefio de cebadores universales para la
amplificacion por PCR de la region altamente divergente, la amplificacion del ADN genémico por la técnica de PCR
usando cebadores universales, y después la secuenciacion del gen para determinar la identidad del organismo.
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La patente de Estados Unidos N°® 5.965.363 divulga procedimientos para explorar acidos nucleicos para
polimorfismos mediante el andlisis de acidos nucleicos diana amplificados usando técnicas espectrométricas de
masas y procedimientos para mejorar la resolucion de masas y la precisiéon de masas de estos procedimientos.

El documento WO 99/14375 describe procedimientos, cebadores de PCR vy kits para su uso en el analisis
de alelos repetidos de nucleotidos en tandem de ADN preseleccionados por espectrometria de masas.

El documento WO 98/12355 divulga procedimientos para determinar la masa de un acido nucleico diana
por andlisis espectrométrico de masas, escindiendo el acido nucleico diana para reducir su longitud, haciendo que la
diana sea monocatenaria y usando EM para determinar la masa de la diana acortada monocatenaria. También se
desvelan procedimientos para preparar un &cido nucleico diana bicatenario para andlisis por EM que
comprende la amplificacion del acido nucleico diana, la union de una de las cadenas a un soporte solido, la
liberacion de la segunda cadena y después la liberacion de la primera cadena que después se analiza por EM.
También se proporcionan kits para la preparacion de acido nucleico diana.

El documento PCT W(097/33000 divulga procedimientos para detectar mutaciones en un &cido nucleico
diana por fragmentacién no aleatoria de la diana en una serie de fragmentos monocatenarios de longitud no aleatoria
y determinando sus masas por EM.

La patente de Estados Unidos N° 5.605.798 describe un procedimiento rapido y altamente preciso basado
en espectrometria de masas para detectar la presencia de un acido nucleico particular en una muestra biolégica
para propositos de diagnostico.

El documento WO 98/21066 describe procedimiento para determinar la secuencia de un acido nucleico
diana particular por espectrometria de masas. Se desvelan procedimientos para detectar un acido nucleico diana en
una muestra biolégica por amplificacion por PCR y deteccion por espectrometria de masas, asi como procedimientos
para detectar un &cido nucleico diana en una muestra por amplificacion de la diana con cebadores que contienen
sitios de restriccion y marcas, extendiendo y escindiendo el acido nucleico amplificado, y detectando la presencia del
producto extendido, donde la presencia de una fragmento de ADN de una masa diferente del tipo silvestre es
indicativa de una mutacién. También se describen procedimientos para secuenciar un acido nucleico mediante
procedimientos de espectrometria de masas.

Los documentos WO 97/37041, WO 99/31278 y la patente de Estados Unidos N® 5.547.835
describen procedimientos para secuenciar acidos nucleicos usando espectrometria de masas. Las patentes de
Estados Unidos N® 5.622.824, 5.872.003 y 5.691.141 describen procedimientos, sistemas y kits para secuenciacion
espectrométrica de masas mediada por exonucleasa.

Johnson y col. (J. Microbiol. Methods, 2000, Vol. 40, p. 241-254) describe la determinacién del peso
molecular preciso de productos PCR de la region espaciadora intergénica del ARNr usando espectrometria de
masas de cuadrupolo por electronebulizacion para la diferenciacién de la B. subtilis y la B. atrophaeus, especies
estrechamente relacionadas de bacterias.

Muddiman y col. (Analytical Chemistry, 1996, Vol. 68, N° 21, p. 3705-3712) describe la caracterizacion de
productos de PCR de Bacilli usando espectrometria de masas FTICR por ionizacidn en electrospray.

Por tanto, existe la necesidad de un procedimiento para la deteccion e identificacion de bioagentes que sea
tanto especifico como rapido, y en el que se requiera secuenciacién de acidos nucleicos. La presente invencion
aborda esta necesidad.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidon proporciona un procedimiento para identificar un bioagente desconocido que
comprende:

a) poner en contacto el acido nucleico del bioagente con al menos un par de cebadores de oligonucleétidos
que hibridizan a las secuencias conservadas del acido nucleico y flanquean una secuencia de acidos
nucleicos variable;

b) amplificar la secuencia de &cidos nucleicos variable usando el mencionado al menos un par de cebadores
de oligonucledtidos para producir un producto de la amplificacion;

¢) determinar la masa molecular del mencionado producto de la amplificacion por espectrometria de masas y
determinar la composicion base del mencionado producto de la amplificacién; y

d) comparar la mencionada composicién base con una o mas composiciones base de productos de la
amplificacion obtenidos realizando los pasos (a)-(c) en una pluralidad de organismos conocidos en donde las
mencionadas una o mas composiciones base estan contenidas en una base de datos, y en donde una
coincidencia identifica el bioagente desconocido.
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Otras caracteristicas de la invencién se exponen en las reivindicaciones anadidas.
SUMARIO DE LA DESCRIPCION

Una realizacién de la presente descripcion es un procedimiento para identificar un bioagente desconocido
que comprende (a) poner en contacto un acido nucleico del bioagente con al menos un par de cebadores
oligonucleotidicos que hibridan con secuencias del acido nucleico y flanquean una secuencia de acido nucleico
variable; (b) amplificar la secuencia de acido nucleico variable para producir un producto de amplificacion; (c)
determinar la masa molecular del producto de amplificacion; y (d) comparar la masa molecular con una 0 mas masas
moleculares de productos de amplificacién obtenidos realizando las etapas (a)-(c) sobre una pluralidad de
organismos conocidos, donde una coincidencia identifica el bioagente desconocido. En un aspecto de esta
realizacién preferida, las secuencias con las que hibridan el al menos un par de cebadores oligonucleotidicos estan
altamente conservadas. Preferiblemente, la etapa de amplificacién comprende reaccién en cadena de la polimerasa.
Como alternativa, la etapa de amplificacién comprende reaccion en cadena de la ligasa o amplificacién por
desplazamiento de hebra. En un aspecto de esta realizacion preferida, el bioagente es una bacteria, virus, célula o
espora. De forma ventajosa, el acido nucleico es ARN ribosdmico. En otro aspecto, el &cido nucleico codifica RNasa
P o una ARN polimerasa dependiente de ARN. Preferiblemente, el producto de amplificacidén se ioniza antes de la
determinacion de la masa molecular. El procedimiento puede comprender adicionalmente la etapa de aislar el acido
nucleico del bioagente antes de poner en contacto el &cido nucleico con el al menos un par de cebadores
oligonucleotidicos. El procedimiento puede comprender adicionalmente la etapa de realizar las etapas (a)-(d) usando
un par diferente de cebadores oligonucleotidicos y comparar los resultados con una o mas masas moleculares de
productos de amplificacion obtenidos realizando las etapas (a)-(c) sobre una pluralidad de organismos conocidos
diferente de los de la etapa (d). Preferiblemente, la una 0 mas masas moleculares estan contenidas en una base de
datos de masas moleculares. En otro aspecto de esta realizacién preferida, el producto de amplificacién se ioniza
por ionizacion por electronebulizacion, desercién laser asistida por matriz 0 bombardeo de atomos rapidos. De forma
ventajosa, la masa molecular se determina por espectrometria de masas. Preferiblemente, la espectrometria de
masas es espectrometria de masas por resonancia de ciclotrones idnicos con transformada de Fourier (TF-RCI-EM),
retencion de iones, cuadrupolo, sector magnético, tiempo de vuelo (TOF), Q-TOF o triple cuadrupolo. El
procedimiento puede comprender adicionalmente realizar la etapa (b) en presencia de un analogo de adenina,
timidina, guanosina o citidina que tiene un peso molecular diferente de la adenosina, timidina, guanosina o citidina.
En un aspecto, el cebador oligonucleotidico comprende un analogo de base o base sustituta en las posiciones 1y 2
de cada triplete dentro del cebador, donde el analogo de base o base sustituya se une con afinidad aumentada a su
complemento en comparacion con la base nativa. Preferiblemente, el cebador comprende una base universal en la
posicion 3 de cada triplete dentro del cebador. El analogo de base o base sustituya puede ser 2,6-diaminopurina,
propina T, propina G, fenoxazinas o pinza G. Preferiblemente, la base universal es inosina, guanidina, uridina, 5-
nitroindol, 3-nitropirrol, dP o dK, o 1-(2-desoxi-B-D-ribofuranosil)-imidazol-4-carboxamida.

Otra realizacion de la presente descripcién es un procedimiento para identificar un bioagente desconocido
que comprende (a) poner en contacto un acido nucleico del bioagente con al menos un par de cebadores
oligonucleotidicos que hibridan con secuencias del acido nucleico y flanquean una secuencia de acido nucleico
variable; (b) amplificar la secuencia de acido nucleico variable para producir un producto de amplificacion; (c)
determinar la composicion de bases del producto de amplificacion; y (d) comparar la composicion de bases con una
0 mas composiciones de bases de productos de amplificacion obtenidos realizando las etapas (a)-(c) sobre una
pluralidad de organismos conocidos, donde una coincidencia identifica el bioagente desconocido. En un aspecto de
esta realizacion preferida, las secuencias con las hibrida el al menos un par de cebadores oligonucleotidicos estan
altamente conservadas. Preferiblemente, la etapa de amplificacion comprende la reaccién en cadena de la
polimerasa. Como alternativa, la etapa de amplificaciéon comprende la reaccién en cadena de la ligasa o
amplificacion por desplazamiento de hebra. En un aspecto de esta realizacion preferida, el bioagente es una
bacteria, virus, célula o espora. De forma ventajosa, el &cido nucleico es ARN ribosémico. En otro aspecto, el &cido
nucleico codifica RNasa P o una ARN polimerasa dependiente de ARN. Preferiblemente, el producto de
amplificacion se ioniza antes de la determinacion de la masa molecular. El procedimiento puede comprender
adicionalmente la etapa de aislar el &cido nucleico del bioagente antes de poner en contacto el acido nucleico con el
al menos un par de cebadores oligonucleotidicos. El procedimiento puede comprender adicionalmente la etapa de
realizar las etapas (a)-(d) usando un par diferente de cebadores oligonucleotidicos y comparar los resultados con la
una o mas composiciones de bases distintivas de productos de amplificacion obtenidos realizando las etapas (a)-(c)
sobre una pluralidad de organismos conocidos diferente de los de la etapa (d). Preferiblemente, la una o mas
composiciones de bases estan contenidas en una base de datos de composiciones de bases. En otro aspecto de
esta realizacion preferida, el producto de amplificacion se ioniza por ionizacion por electronebulizacion, desorcion
55 laser asistida por matriz 0 bombardeo de atomos rapidos. De forma ventajosa, la masa molecular se determina
por espectrometria de masas. Preferiblemente, la espectrometria de masas es espectrometria de masas por
resonancia de ciclotrones iénicos con transformada de Fourier (TF-RCI-EM), retencién de iones, cuadrupolo, sector
magnético, tiempo de vuelo (TOF), Q-TOF o triple cuadrupolo. El procedimiento puede comprender adicionalmente
realizar la etapa (b) en presencia de un analogo de adenina, timidina, guanosina o citidina que tiene un peso
molecular diferente de la adenosina, timidina, guanosina o citidina. En un aspecto, el cebador oligonucleotidico
comprende un analogo de base o base sustituta en las posiciones 1y 2 de cada triplete dentro del cebador, donde el
andlogo de base o base sustituta se une con afinidad aumentada a su complemento en comparacién con la base
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nativa. Preferiblemente, el primer comprende una base universal en la posicién 3 de cada triplete dentro del cebador.
El andlogo de base o base sustituta puede ser 2,6-diaminopurina, propina T, propina G, fenoxazinas o pinza G.
Preferiblemente, la base universal es inosina, guanidina, uridina, 5-nitroindol, 3-nitropirrol, dP o dK, o 1-(2-desoxi-B-
D-ribofuranosil)-imidazol-4-carboxamida.

La presente descripcion también proporciona un procedimiento para detectar un polimorfismo de un Unico
nucleétido en un individuo, que comprende las etapas de (a) aislar el acido nucleico del individuo; (b) poner en
contacto el &cido nucleico con cebadores oligonucleotidicos que hibridan con regiones del acido nucleico que
flanquean una region que comprende el polimorfismo potencial; (c) amplificar la regidn para producir un producto de
amplificacion; (d) determinar la masa molecular del producto de amplificacién; y (e) comparar la masa molecular con
la masa molecular de la regién en un individuo que se sabe que tiene el polimorfismo, donde si las masas
moleculares son iguales, entonces el individuo tiene el polimorfismo.

En un aspecto de esta realizacion preferida, los cebadores hibridan con secuencias altamente
conservadas. Preferiblemente, el polimorfismo esté asociado con una enfermedad. Como alternativa, el polimorfismo
es un antigeno de grupo sanguineo. En un aspecto de la realizacion preferida, la etapa de amplificacion es la
reaccion en cadena de la polimerasa. Como alternativa, la etapa de amplificacion es la reaccion en cadena la ligasa
o amplificacion por desplazamiento de hebra. Preferiblemente, el producto de amplificacion se ioniza antes de la
determinacion de la masa. En un aspecto, el producto de amplificacion se ioniza por ionizacién por
electronebulizacién, desorcion laser asistida por matriz o bombardeo de atomos rapidos. De forma ventajosa, la
masa molecular se determina por espectrometria de masas. Preferiblemente, la espectrometria de masas es
espectrometria de masas por resonancia de ciclotrones iénicos con transformada de Fourier (TF-RCI-EM), retencién
de iones, cuadrupolo, sector magnético, tiempo de vuelo (TOF), Q-TOF o triple cuadrupolo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1A-11 son diagramas consenso que muestran ejemplos de regiones conservadas de ARNr 16S
(Fig. 1A-1B) (SEC ID N® 3), ARNr 23S (mitad 3', Fig. 1C-1D; mitad 5', Fig. 1E-F) (SEC ID N° 4), ARNr 23S
Dominio I (Fig. 1G), ARNr 23S Dominio IV (Fig. 1TH) y ARNr 16S Dominio Il (Fig. 11) que son adecuadas para
su uso en la presente invencién. Las lineas con flechas son ejemplos de regiones para las que se disefian
pares de cebadores inteligentes para PCR. La marca para cada par de cebadores representa el nimero de la
base de inicio y fin de la regién amplificada en el diagrama consenso. Las bases en letras mayusculas estan
mas del 95% conservadas; las bases en letras minusculas estdan un 90-95% conservadas, los circulos
rellenos son un 80-90% conservadas; y los circulos vacios son menos del 80% conservadas. La marca para
cada par de cebadores representa el nimero de la base de inicio y fin de la regiéon amplificada en el diagrama
consenso.

La Figura 2 muestra una tipica region amplificada por cebadores del ARNr 16S Dominio Ill mostrado en la
Figura 1C.

La Figura 3 es un diagrama esquematico que muestra regiones conservadas en RNasa P. Las bases en
letras mayusculas estan mas del 90% conservadas; las bases en letras mindsculas estan un 80-90%
conservadas; los circulos rellenos denominan bases que estan un 70-80% conservadas; y los circulos vacios
denominan bases que estan menos del 70% conservadas.

La Figura 4 es un diagrama esquematico de la determinacion de la composiciéon de bases distintiva usando
"marcas" de analogos nucleotidicos para determinar composiciones de bases distintivas.

La Figura 5 muestra los espectros de masas desglosados de una region de Bacillus anthracis con y sin la
marca de masa fosforotioato A (A*). Los dos espectros difieren en que el peso molecular medido de la
secuencia que contiene marca de masa es mayor que la secuencia no modificada.

La Figura 6 muestra espectros de composicion de bases distintiva (BCS) de productos de PCR de
Staphylococcus aureus (S. aureus 16S_1337F) y Bacillus anthracis (B. anthr. 16S_1337F), amplificados
usando los mismos cebadores. Las dos cadenas difieren en solamente dos (AT->CG) sustituciones y se
distinguen claramente en base a su BCS.

La Figura 7 muestra que una Unica diferencia entre dos secuencias (A4 en B. anthracis frente a Ais en B.
cereus) puede detectarse facilmente usando espectrometria de masas IEN-TOF.

La Figura 8 es una IEN-TOF de la proteina de cubierta de la espora de Bacillus anthracis sspE de 56
monomeros mas el calibrador. Las sefiales identifican inequivocamente B. anthracis frente a otras especies
de Bacillus.

La Figura 9 es una IEN-TOF de un duplex sintético 16S_1228 de B. anthracis (cadenas inversa y directa). La
técnica distingue facilmente entre las cadenas directa e inversa.

La Figura 10 es una IEN-TF-RCI-EM de un duplex sintético 16S_1337 de 46 pares de bases de B. anthracis.
La Figura 11 es una IEN-TOF-EM de un oligonucleétido de 56 mondmeros (3 exploraciones) del gen saspB
de B. anthracis con un patron de masas interno. Los patrones de masas internos se denominan por
asteriscos.

La Figura 12 es una IEN-TOF-EM de un patréon interno con tampén TBA-TFA 5 mM que muestra que la
extracciéon de cargas con trifluoroacetato de tributilamonio reduce el estado de carga mas abundante de [M-
8H']- a [M-3H']*.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una combinacion de un modo de deteccion de biomasa no PCR,
preferiblemente EM de alta resolucién, con tecnologia BCS basada en PCR usando "cebadores inteligentes" que
hibridan con regiones de secuencia conservada de acidos nucleicos derivados de un bioagente y que flanquean
regiones de secuencia variable que identifican de forma Unica el bioagente. La técnica de EM de alta resolucion se
usa para determinar la masa molecular y composicién de bases distintiva (BCS) de la region de secuencia
amplificada. Esta "composicion de bases distintiva" (BCS) Unica después se introduce en un algoritmo de deteccién
de probabilidad méaxima para ajustarla frente a una base de datos de composiciones de bases distintivas en la
misma region amplificada. El presente procedimiento combina la tecnologia de amplificacion basada en PCR (que
proporciona especificidad) y una modo de deteccién de masa molecular (que proporciona velocidad y no requiere
secuenciacion de acidos nucleicos de la secuencia diana amplificada) para la deteccién e identificacion del
bioagente.

El presente procedimiento permite la deteccién e identificacién extremadamente rapida y precisa de
bioagentes en comparacién con procedimientos existentes. Ademas, esta rapida deteccion e identificacion es posible
incluso cuando el material de muestra es impuro. Por tanto, el procedimiento es util en una amplia diversidad de
campos incluyendo, aunque sin limitacion, ensayo ambiental (por ejemplo, deteccion y discriminacion de bacterias
patogénicas frente a no patogénicas en agua u otras muestras), guerra bacterioldgica (permitiendo la inmediata
identificacion del bioagente y el tratamiento apropiado), analisis farmacogenético y diagnoéstico médico (incluyendo
diagnéstico del cancer en base a mutaciones y polimorfismos; resistencia a farmacos y ensayo de susceptibilidad;
exploracion y/o diagnostico de enfermedades y afecciones genéticas; y diagndstico de enfermedades y afecciones
infecciosas). El procedimiento aprovecha la investigacion biomédica en curso en virulencia, patogenicidad,
resistencia a farmacos y secuenciacién de genoma en un procedimiento que proporciona sensibilidad, especificidad
y fiabilidad enormemente mejoradas en comparacién con procedimiento existentes, con tasas inferiores de falsos
positivos.

El presente procedimiento puede usarse para detectar y clasificar cualquier agente bioldgico, incluyendo
bacterias, virus, hongos y toxinas. Como un ejemplo, cuando el agente es una amenaza bioldgica, la informacién
obtenida se usa para determinar informacién practica necesaria para contramedidas, incluyendo genes de toxinas,
islas de patogenicidad y genes de resistencia a antibioticos. Ademas, los procedimientos pueden usarse para
identificar casos de modificacion natural o deliberada incluyendo intercambio de fragmentos cromosémicos, cria
molecular (arrastre génico) y generacion de enfermedades infecciosas.

Las bacterias tienen una serie comin de genes absolutamente necesarios. Estan presentes
aproximadamente 250 genes en todas las especies bacterianas (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:10268, 1996;
Science 270:397, 1995), incluyendo genomas pequefios como Mycoplasma, Ureaplasma y Rickettsia. Estos genes
codifican proteinas implicadas en la traduccion, replicacion, recombinacion y reparacion, transcripcion, metabolismo
de nucleétidos, metabolismo de aminoacidos, metabolismo de lipidos, generacion de energia, captacion, secrecion
y similares. Ejemplos de estas proteinas son ADN polimerasa lll beta, factor de elongacion TU, proteina de choque
térmico groEL, ARN polimerasa beta, fosfoglicerato quinasa, NADH deshidrogenasa, ADN ligasa, ADN
topoisomerasa y factor de elongacion G. Los operones también pueden abordarse usando el presente
procedimiento. Un ejemplo de un operdn es el operon bfp de E. coli enteropatogénica. Pueden usarse multiples
genes cromosémicos esenciales para clasificar las bacterias a nivel de género o especie del género para determinar
si un organismo tiene potencial amenazante. El procedimiento también puede usarse para detectar marcadores de
patogenicidad (plasmidicos o cromosémicos) y genes de resistencia a antibidticos para confirmar el potencial
amenazante de un organismo y para dirigir las contramedidas.

Un detector de bioagentes tedricamente ideal identificaria, cuantificaria, y presentaria la secuencia
completa de acido nucleico de cada bioagente que alcanzara el sensor. La secuencia completa del componente de
acido nucleico de un patégeno proporcionaria toda la informacién relevante acerca de la amenaza, incluyendo su
identidad y la presencia de marcadores de resistencia a farmacos o de patogenicidad. Este ideal aun no se ha
conseguido. Sin embargo, la presente invencién proporciona una estrategia directa para obtener informacién con el
mismo valor practico usando composiciones de bases distintivas (BCS). Aunque la composicion de bases de un
fragmento génico no es tan rica en informacién como la propia secuencia, no hay necesidad de analizar la secuencia
completa del gen si el corto fragmento de la secuencia analito se elige apropiadamente. Puede prepararse una base
de datos de secuencias de referencia en la que cada secuencia esté indexada a una composicién de bases distintiva
Unica, de modo que la presencia de la secuencia pueda deducirse con precision a partir de la presencia de la firma
distintiva. La ventaja de composiciones de bases distintivas es que pueden medirse cuantitativamente de un modo
paralelo a gran escala usando PCR combinada (PCR en que dos o mas pares de cebadores amplifican secuencias
diana simultaneamente) y espectrometria de masas. Estas multiples regiones amplificadas con cebador identificar de
forma Unica la mayoria de bacterias y virus amenazantes y ubicuos de fondo. Ademas, pares de cebadores
especificos de grupo distinguen grupos locales importantes (por ejemplo, el grupo anthracis).

En el contexto de esta invencion, un "bioagente" es cualquier organismo, vivo 0 muerto, o un acido nucleico
derivado de dicho organismo. Los ejemplos de bioagentes incluyen, aunque sin limitacion células (incluyendo,
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aunque sin limitacion muestras clinicas humanas, células bacterianas y otros patégenos), virus, genes de toxinas y
compuestos biorreguladores. Las muestras pueden estar vivas 0 muertas o en un estado vegetativo (por ejemplo,
bacterias 0 esporas vegetativas) y pueden estar encapsuladas o biodisefiadas.

Como se usa en este documento, una "composicion de bases distintiva" (BCS) es la composicién de bases
exacta de fragmentos seleccionados de secuencias de &cido nucleico que identifica de forma Unica el gen diana y el
organismo fuente. Las BCS pueden considerarse como indices Unicos de genes especificos.

Como se usa en este documento, "cebadores inteligentes” son cebadores que se unen a regiones de
secuencia que flanquean una regién variable intermedia. En una realizacién preferida, estas regiones de secuencia
que flanquean la regién variable estan altamente conservadas entre diferentes especies de bioagente. Por ejemplo,
las regiones de secuencia pueden estar altamente conservadas entre todas las especies de Bacillus.
Mediante la expresién "altamente conservadas", se entiende que las regiones de secuencia muestran entre
aproximadamente el 80-100%, mas preferiblemente entre aproximadamente el 90-100% y mucho mas
preferiblemente entre aproximadamente el 95-100% de identidad. Se muestran ejemplos de cebadores inteligentes
que amplifican regiones de los ARNr 16S y 23S en las Figuras 1A-1l. Se muestra una regién amplificada por un
cebador tipico en ARNr 16S en la Figura 2. Las flechas representan cebadores que se unen a regiones altamente
conservadas que flanquean una regién variable en ARNr 16S dominio Ill. La region amplificada es la estructura
tronco-bucle en "1100-1188".

Como se usa en este documento, "coincidencia" se refiere a cualquier determinacion o resultado de
probabilidad estadisticamente significativa.

Una ventaja principal de los procedimientos de deteccién de la presente descripcion es que los cebadores
no tienen que ser especificos para una especie bacteriana particular, o incluso género, tal como Bacillus o
Streptomyces. En su lugar, los cebadores reconocen regiones altamente conservadas a través de cientos de
especies bacterianas incluyendo, aunque sin limitacion, las especies descritas en este documento. Por tanto, el
mismo par de cebadores puede usarse para identificar cualquier bacteria deseada porque se unira a las regiones
conservadas que flanquean una region variable especifica para una Unica especie, 0 comun para varias especies
bacterianas, permitiendo la amplificacién del acido nucleico de la secuencia intermedia y la determinacién de su
peso molecular y composicién de bases. Por ejemplo, las regiones 16S_971-1062, 16S_1228-1310 y 16S_1100-
1188 estan un 98-99% conservadas en aproximadamente 900 especies de bacterias (16S=ARNr 16S, los numeros
indican la posicién de nucleétidos). En una realizaciéon de la presente invencion, los cebadores usados en el
presente procedimiento se unen a una o mas de estas regiones o partes de las mismas.

La presente invencion proporciona una combinacion de un modo de deteccion de biomasa no PCR,
preferiblemente EM de alta resolucion, con tecnologia BCS basada en amplificacion de acidos nucleicos usando
"cebadores inteligentes" que hibridan con regiones conservadas y que flanquean regiones variables que identifican
de forma Unica el o los bioagentes. Aunque se prefiere el uso de PCR, también pueden usarse otras técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos, incluyendo la reaccion en cadena de la ligasa (LCR) y amplificacién por
desplazamiento de hebra (SDA). La técnica de EM de alta resolucidon permite la separacion de lineas espectrales de
bioagentes de las lineas espectrales de fondo en entornos altamente llenos. Las lineas espectrales resueltas
después se traducen en BCS que se introducen en un algoritmo de deteccion de probabilidad maxima que ajusta los
espectros frente a una o mas BCS conocidas. Preferiblemente, el espectro BCS del bioagente se ajusta frente a una
0 mas bases de datos de BCS de vastas cantidades de bioagentes. Preferiblemente, la coincidencia se hace usando
un algoritmo de deteccién de probabilidad maxima.

En una realizacion preferida, las composiciones de bases distintivas se miden cuantitativamente de un
modo paralelo a gran escala usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), preferiblemente PCR
combinada, y procedimientos espectrométricos de masas (EM). Deben estar presentes suficientes cantidades de
acidos nucleicos para la deteccion de bioagentes por EM. Los especialistas en la técnica conocen una amplia
diversidad de técnicas para preparar grandes cantidades de &cidos nucleicos purificados o fragmentos de los
mismos. La PCR requiere uno o mas pares de cebadores oligonucleotidicos que se unen a regiones que flanquean
la secuencia o secuencias diana a amplificar. Estos cebadores ceban la sintesis de una hebra diferente de ADN,
sucediendo la sintesis en la direccién de un cebador hacia el otro cebador. Los cebadores, el ADN a amplificar, una
ADN polimerasa termoestable (por ejemplo, polimerasa Taq), los cuatros desoxinucleétidos trifosfato, y un tampoén
se combinan para iniciar la sintesis de ADN. La solucién se desnaturaliza por calentamiento, después se enfria para
permitir la hibridacion del cebador recién afadido, seguido de otra ronda de sintesis de ADN. Este procedimiento se
repite tipicamente para aproximadamente 30 ciclos, provocando la amplificacién de la secuencia diana.

Los "cebadores inteligentes" definen la region de secuencia diana a amplificar y analizar. En una
realizacién, la secuencia diana es una secuencia génica de ARN ribosémico (ARNr). Con las secuencias completas
de muchos de los genomas microbianos mas pequefios ahora disponibles, es posible identificar una serie de genes
que define la "vida minima" e identifican las composiciones distintivas que identifican de forma Gnica cada gen y
organismo. Los genes que codifican funciones vitales importantes tales como la replicacion del ADN, la transcripcién,
la estructura ribosémica, la traduccién, y el transporte estan ampliamente distribuidos en el genoma bacteriano y son
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regiones preferidas para el analisis BCS. Los genes del ARN ribosémico (ARNr) comprenden regiones que
proporcionan composiciones de bases distintivas utiles. Como muchos genes implicados en funciones vitales
importantes, los genes del ARNr contienen secuencias que estan extraordinariamente conservadas a través de los
dominios bacterianos intercalados con regiones de alta variabilidad que son mas especificos de cada especie. Las
regiones variables pueden utilizarse para construir una base de datos de composiciones de bases distintivas. La
estrategia implica crear una alineacion de secuencias basada en la estructura de las subunidades pequefia (16S) y
grande (23S) de los genes del ARNr. Por ejemplo, actualmente hay mas de 13.000 secuencias en la base de datos
de ARN ribosémico que se ha creado y mantenido por Robin Gutell, University of Texas en Austin, y esta disponible
al publico en la pagina web del Institute for Cellular and Molecular Biology (www.ma.icmb.utexas.edu/). También
existe una base de datos de ARNr disponible al publico creada y mantenida por la pagina web de la University of
Antwerp, Bélgica (www.rrna.uia.ac.be).

Estas bases de datos se han analizado para determinar regiones que son Utiles como composiciones de
bases distintivas. Las caracteristicas de dichas regiones son: a) entre aproximadamente 80 y 100%, preferiblemente
> aproximadamente el 95% de identidad entre especies del bioagente particular de interés, de secuencias
de nucledtidos cadena arriba y cadena abajo que sirven como sitios para los cebadores de amplificacion de
secuencia; b) una region variable intermedia que muestra no mas de aproximadamente el 5% de identidad entre
especies; y c) una separacion de entre aproximadamente 30 y 1000 nucleétidos, preferiblemente no mas de
aproximadamente 50-250 nucleétidos, y mas preferiblemente no mas de aproximadamente 60-100 nucledtidos,
entre las regiones conservadas.

Debido a su conservacion global, las secuencias cebadoras del ARNr flanqueantes sirven como buenos
sitios de unién de cebadores "universales" para amplificar la regién de interés de la mayoria, sino todas, las especies
bacterianas. La regién intermedia entre las series de cebadores varia en longitud y/o composicion, y por tanto
proporciona una composicion de bases distintiva Unica.

Es ventajoso disefiar los "cebadores inteligentes"” para que sean lo mas universales posible para minimizar
la cantidad de cebadores que se necesita sintetizar, y para permitir la deteccion de multiples especies usando un
Unico par de cebadores. Estos pares de cebadores pueden usarse para amplificar regiones variables en estas
especies. Como es probable que ocurra cualquier variaciéon (debido a la holgura de codones en la tercera posicion)
en estas regiones conservadas entre especies en la tercera posicién de un triplete de ADN, pueden disefarse
cebadores oligonucleotidicos de modo que el nucledtido correspondiente a esta posicion se una base que pueda
unirse a mas de un nucleotido, mencionada en este documento como "base universal". Por ejemplo, en este
apareamiento "holgado”, la inosina (l) se une a U, C o A; la guanina (G) se une a U o C, y la uridina (U) se une a U o
C. Otros ejemplos de bases universales incluyen nitroindoles tales como 5-nitroindol o 3-nitropirrol (Loakes y col.,
Nucleosides and Nucleotides 14: 1001-1003, 1995), los nucleétidos degenerados dP o dK (Hill y col.), un analogo
nucleosidico aciclico que contiene 5-nitroindazol (Van Aerschot y col., Nucleosides and Nucleotides 14:1053-1056,
1995) o el analogo de purina 1-(2-desoxi-B-D-ribofuranosil)-imidazol-4-carboxamida (Sala y col., Nucl. Acids Res.
24:3302-3306, 1996).

En otra realizacion de la invencién, para compensar la uniéon algo méas débil mediante la base "holgada”, los
cebadores oligonucleotidicos se disefian de tal modo que la primera y segunda posiciones de cada triplete estén
ocupadas por analogos nucleotidicos que se unen con mayor afinidad que el nucleétido sin modificar. Ejemplos de
30 estos analogos son 2,6-diaminopurina que se une a timina, propina T que se une a adenina y propina C y
fenoxazinas, incluyendo pinza G, que se une a G. Las propinas se describen en las patentes de Estados Unidos N°
5.645.985, 5.830.653 y 5.484.908. Las fenoxazinas se describen en las patentes de Estados Unidos N° 5.502.177,
5.763.588, y 6.005.096. Las pinzas G se describen en las patentes de Estados Unidos N° 6.007.992 y 6.028.183.

Los agentes bacterianos de guerra bioldgica que se pueden detectar por los presentes procedimientos
incluyen Bacillus anthracis (antrax), Yersinia pestis (plaga neumaénica), Franciscella tularensis (tularemia), Brucella
suis, Brucella abortus, Brucella melitensis (fiebre recurrente), Burkholderia mallei (muermo), Burkholderia
pseudomalleii (melioidosis), Salmonella typhi (fiebre tifoidea), Rickettsia typhii (tifus epidémico), Rickettsia
prowasekii  (tifus endémido) y Coxiella burnetii (fiebre Q), Rhodobacter capsulatus, Chlamydia pneumoniae,
Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Coxiella burnetti,
Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila, y Vibrio cholerae.

Aparte del ARNr 16S y 23S, otras regiones diana adecuadas para su uso en la presente descripcion para la
deteccion de bacterias incluyen ARNr 5S y RNasa P (Figura 3).

Los agentes fungicos de guerra bioldgica incluyen coccidioides immitis (Coccidioidomicosis).
Los genes de toxinas de guerra biolégica que se pueden detectar por los procedimientos de la presente

descripcion incluyen botulismo, micotoxinas T-2, ricina, enterotoxina B de estafilococos, shigatoxina, abrina,
aflatoxina, toxina épsilon de Clostridium perfringens, conotoxinas, diacetoxiscirpenol, tetrodotoxina y saxitoxina.
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Los agentes viricos amenazantes de guerra bioldgica son principalmente virus ARN (de cadena positiva y
de cadena negativa), con la excepcion de la viruela. Cada virus ARN es una familia de virus relacionados
(cuasiespecies). Estos virus mutan rapidamente y el potencial de cepas modificadas (naturales o deliberadas) es
muy elevado. Los virus ARN se agrupan en familias que tienen dominios estructurales de ARN conservados en el
genoma viral (por ejemplo, componentes del virién, proteinas accesorias) y genes constitutivos conservados que
codifican proteinas viricas importantes incluyendo, para virus ARN monocatenarios de cadena positiva, la ARN
polimerasa dependiente de ARN, la ARN helicasa bicatenaria, las proteasas tipo quimotripsina y papaina y metil-
transferasas.

Ejemplos de virus ARN de cadena (-) incluyen arenavirus (por ejemplo, virus sabia, fiebre de lassa,
Machupo, fiebre hemorragica argentina, virus flexal), bunyavirus (por ejemplo, hantavirus, nairovirus, flebovirus, virus
hantaan, fiebre hemorragica congo-crimeana, fiebre del valle de rift), y mononegavirales (por ejemplo, filovirus,
paramixovirus, virus ébola, Marburg, morbillivirus equino).

Ejemplos de virus ARN de cadena (+) incluyen picornavirus (por ejemplo, coxsackievirus, echovirus,
coxsackievirus humano A, echovirus humano, enterovirus humano, poliovirus humano, virus de la hepatitis A,
parechovirus humano, rinovirus humano), astrovirus (por ejemplo, astrovirus humano), calcivirus (por ejemplo, virus
chiba, virus chitta, calcivirus humano, virus norwalk), nidovirales (por ejemplo, coronavirus humano, torovirus
humano), flavivirus (por ejemplo, virus del dengue 1-4, virus de la encefalitis japonesa, virus de la enfermedad de la
selva de Kyanasur, virus de la encefalitis del valle de Murray, virus Rocio, virus de la encefalitis de San Luis, virus del
Nilo occidental, virus de la fiebre amarilla, virus de la hepatitis c¢) y togavirus (por ejemplo, virus Chikugunya, virus de
la encefalitis equina oriental, virus Mayaro, virus O'nyong-nyong, virus del rio Ross, virus de la encefalitis equina
venezolana, virus de la rubéola, virus de la hepatitis E). El virus de la hepatitis C tiene una regién 5' no traducida de
340 nucledtidos, una fase de lectura abierta que codifica 9 proteina que tiene 3010 aminodacidos y una regioén 3' no
traducida de 240 nucleétidos. La 5'-UTR y 3'-UTR estan un 99% conservadas en virus de la hepatitis C.

En una realizacién, el gen diana es una ARN polimerasa dependiente de ARN o una helicasa codificada por
virus de ARN de cadena (+), o ARN polimerasa de un virus ARN de cadena (-). Los virus ARN de cadena (+) son de
ARN bicatenario y se replican por sintesis de ARN dirigida por ARN usando la ARN polimerasa dependiente de ARN
y la cadena positiva como molde. La helicasa desenrolla el duplex de ARN para permitir la replicacién del ARN
monocatenario. Estos virus incluyen virus de la familia picornaviridae (por ejemplo, poliovirus, coxsackievirus,
echovirus), togaviridae (por ejemplo, alfavirus, flavivirus, rubivirus), arenaviridae (por ejemplo, virus de la
coriomeningitis linfocitica, virus de la fiebre de lassa), cononaviridae (por ejemplo, virus respiratorio humano) y virus
de la Hepatitis A. Los genes que codifican estas proteinas comprenden regiones variables y altamente conservadas
que flanquean las regiones variables.

En una realizacién preferida, el esquema de deteccion para los productos de PCR generados a partir del
bioagente o bioagentes incorpora tres caracteristicas. Primero, la técnica detectar y diferencia simultaneamente
multiples (generalmente aproximadamente 6-10) productos de PCR. Segundo, la técnica proporciona una BCS que
identifica de forma Unica el bioagente a partir de los posibles sitios para el cebador. Finalmente, la técnica de
deteccion es rapida, permitiendo procesar multiples reacciones de PCR en paralelo.

En una realizacion, el procedimiento puede usarse para detectar la presencia de resistencia a antibiticos
y/0 genes de toxinas en una especie bacteriana. Por ejemplo, puede detectarse Bacillus anthracis que comprende
un plasmido de resistencia a tetraciclina y plasmidos que codifican una o ambas toxinas anthracis (px01 y/o px02)
usando series de cebadores de resistencia a antibidticos y series de cebadores de genes de toxinas. Si el B.
anthracis es positivo para resistencia a tetraciclina, entonces se usa un antibiotico diferentes, por ejemplo quinalona.

La deteccién basada en espectrometria de masas (EM) de productos de PCR proporciona todas estas
caracteristicas con ventajas adicionales. La EM es intrinsecamente un esquema de deteccién en paralelo sin la
necesidad de marcadores radiactivos o fluorescentes, ya que cada producto de amplificacion con una composicion
de bases Unica se identifica por su masa molecular. El estado actual de la técnica en espectrometria de masas es tal
que pueden analizarse facilmente cantidades de femtomoles de material para producir informacién acerca de los
contenidos moleculares de la muestra. Puede obtenerse rapidamente una evaluacién precisa de la masa molecular
del material, independientemente de si el peso molecular de la muestra es de varios cientos, o en exceso de cien mil
unidades de masa atémica (uma) o Dalton. Pueden generarse iones moleculares intactos a partir de productos de
amplificaciéon usando una de una diversidad de técnicas ionizacion para convertir la muestra en fase gaseosa. Estos
procedimientos de ionizacién incluyen, aunque sin limitacién, ionizacion por electronebulizacion (EN), ionizacion por
desorcién laser asistida por matriz (MALDI) y bombardeo de atomos rapidos (FAB). Por ejemplo, la MALDI de &cidos
nucleicos, junto con ejemplos de matrices para su uso en MALDI de acidos nucleicos, se describen en el documento
WO 98/54751 (Genetrace, Inc.).

Después de la ionizacion, se observan varios picos a partir de una muestra, debido a la formacién de iones
con diferentes cargas. El promedio de las multiples lecturas de masa molecular obtenidas a partir de un Unico
espectro de masas produce una estimacion de la masa molecular del bioagente. La espectrometria de masas con
ionizacion por electronebulizacién (IEN-EM) es particularmente Gtil para polimeros de peso molecular muy elevado,
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tales como proteinas y acidos nucleicos que tienen pesos moleculares mayores de 10 kDa, ya que produce una
distribucion de moléculas con cargas multiples de la muestra sin causar una cantidad significativa de fragmentacion.

Los detectores de masas usados en los procedimientos de la presente descripcién incluyen, aunque sin
limitacion, espectrometria de masas por resonancia de ciclotrones iénicos con transformada de Fourier (TF-RCI-EM),
retencién de iones, cuadrupolo, sector magnético, tiempo de vuelo (TOF), Q-TOF, y triple cuadrupolo.

En general, las técnicas espectrométricas de masas que pueden usarse en la presente descripcion
incluyen, aunque sin limitacion, espectrometria de masas en tandem, disociacion por infrarrojos multifoton y
espectrometria de masas por cromatografia de gases pirolitica (CGP-EM). En una realizacion de la invencion, el
sistema deteccion de bioagentes funciona de forma continua en modo de deteccion de bioagentes usando CG-EM
pirolitica sin PCR para la deteccién rapida de aumentos en la biomasa (por ejemplo, aumentos en la contaminacién
fecal de agua potable o de agentes de guerra bacterioldgica). Para conseguir la latencia minima, una corriente de
muestra continua fluye directamente en la camara de combustion de CGP-EM. Cuando se detecta un aumento en la
biomasa, se inicia automaticamente un procedimiento de PCR. La presencia de bioagente produce niveles elevados
de fragmentos moleculares grandes de 100-7.000 Da que se observan en el espectro CGP-EM. El espectro de masa
observado se compara con un nivel umbral y cuando se determina que los niveles de biomasa exceden un umbral
predeterminado, se inicia el procedimiento de clasificacion de bioagentes descrito anteriormente en este documento
(combinacién de PCR y EM, preferiblemente TF-RCI EM). Opcionalmente, también se inician alarmas u otros
procedimientos (flujo lento de ventilacidn, aislamiento fisico) mediante este nivel detectado de biomasa.

La medicién precisa de la masa molecular para ADN grandes esta limitada por la aduccién de cationes a
partir de la reacciéon de PCR para cada hebra, la resolucién de los picos isotépicos de los isétopos abundantes
naturales '°C y "N, y la asignacién del estado de carga para cualquier idn. Los cationes se retiran por didlisis en
linea usando un chip de flujo continuo que pone la solucidon que contiene los productos de PCR en contacto con una
solucién que contiene acetato aménico en presencia de un gradiente de campo eléctrico ortogonal al flujo. Los dos
ultimos problemas se abordan operando con una potencia de resolucion de >100.000 e incorporando nucleétidos
trifosfato isotépicamente empobrecidos en el ADN. La potencia de resolucion del instrumento también es una
consideracion. A una potencia de resolucion de 10.000, la sefial modelada del estado de carga [M-14H+]'* de un
producto de PCR de 84 mondmeros estd mal caracterizada y es imposible la asignacion del estado de cara o la
masa exacta. A una potencia de resolucion de 33.000, los picos de los componentes isotépicos individuales son
visibles. A una potencia de resolucion de 100.000, los picos isotopicos se resuelven a la medida inicial y la
asignacion del estado de carga para el i6n es directa. Los trifosfatos ['°C,"°NJ-empobrecidos se obtienen, por
ejemplo, cultivando microorganismos en medio empobrecido y recogiendo los nucledtidos (Batey y col., Nucl. Acids
Res. 20:4515-4523, 1992).

Aunque se cree que las mediciones de masas de regiones intactas de acido nucleico son adecuadas
para determinar la mayoria de los bioagentes, las técnicas de espectrometria de masas en tandem (EM") pueden
proporcionar informacién mas definitiva referente a la identidad molecular o secuencia. La EM en tandem implica el
uso acoplado de dos o més fases de analisis de masas donde las etapas tanto de separacion como de deteccién se
basan en espectrometria de masas. La primera fase se usa para seleccionar un ién o componente de una muestra
de la que tiene que obtenerse informacion estructural adicional. El i6n seleccionado después se fragmenta usando,
por ejemplo, irradiacién de cuerpo negro, disociacién por infrarrojos multifoton, o activacion colisional. Por ejemplo,
los iones generados por ionizacion por electronebulizacién (IEN) pueden fragmentarse usando disociacion IR
multifoton. Esta activacién condice a la disociacién de enlaces glucosidicos y la estructura fosfato, produciendo dos
series de iones fragmentados, llamados la serie w (que tiene un extremo 3' intacto y un fosfato 5' después de la
escision interna) y la serie a-Base (que tiene un extremo 5' intacto y un furano 3').

La segunda fase del analisis de masas se usa entonces para detectar y medir la masa de estos fragmentos
resultantes de iones producto. Dicha seleccién de iones seguida de rutinas de fragmentacién puede realizarse
multiples veces para diseccionar de forma esencialmente completa la secuencia molecular de una muestra.

Si hay dos o mas dianas de composicién de bases o masa similar, o si una Unica reaccion de amplificacién
produce un producto que tiene la misma masa que dos o mas patrones de referencia de bioagentes, pueden
distinguirse usando "marcas" de modificacion de masa. En esta realizacion de la invencion, se incorpora un analogo
nucleotidico o "marca" durante la amplificacién (por ejemplo, un trifosfato de 5-(trifluorometil)desoxitimidina) que
tiene un peso molecular diferente al de la base no modificada para mejorar la distincion de masas. Dichas marcas se
describen en, por ejemplo, el documento PCT WO97/33000. Esto limita adicionalmente la cantidad de posibles
composiciones de bases coherentes con cualquier masa. Por ejemplo, puede usarse ftrifosfato de 5-
(trifluorometil)desoxitimidina en lugar de dTTP en una reaccion de amplificacién de acido nucleico diferente. La
medicién del desplazamiento de masa entre un producto de amplificacién convencional y el producto marcado se
usa para cuantificar la cantidad de nucleétidos timidina en cada una de las hebras individuales. Como las hebras son
complementarias, también se determina la cantidad de nucleétidos adenosina en cada hebra.

En otra reaccién de amplificacion, se determina la cantidad de restos G y C en cada hebra usando, por
ejemplo, el anélogo de citidina 5-metilcitosina (5-meC) o propina C. La combinacion de la reaccion de A/T y la
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reaccion de G/C, seguida de la determinacion del peso molecular, proporciona una composicién de bases Unica.
Este procedimiento se resume en la Figura 4 y la Tabla 1.

Tabla 1
Marca de | Secuencia Secuencia Amasa Info de Info de Comp. de Comp. de
masa bicatenaria monocatenaria total de | bases de | bases de | bases total de | bases total
esta esta la otra la hebra de la hebra
hebra hebra hebra superior inferior
T*Amasa |[T*ACGT*AC T*ACGT*AC 3x 3T 3A 3T 3A
(T*T)=x |GT* GT* 2A 2T
AT*GCAT*G 2C 2G
CA 2G 2C
AT*GCAT*G 2x 2T 2A
CA
C*Amasa |TAC*GTAC* TAC*GTAC* 2x 2C 2G
(C*-C)=y |GT GT
ATGC*ATGC
*A
ATGC*ATGC 2x 2C 2G
*A

La marca de masa fosforotioato A (A*) se usé para distinguir un grupo de Bacillus anthracis. El B. anthracis
(A14G9C14Tg) tenia un PM promedio de 14072,26, y el B. anthracis (A1A*13G9C14T9) tenia un peso molecular
promedio de 14281,11 y el fosforotioato A tenia un peso molecular promedio de +16,06 determinado por IEN-TOF
EM. Los espectros desglosados se muestran en la Figura 5.

En otro ejemplo, se asume que las masas moleculares medidas de cada hebra son 30.000,115 Da vy
31.000,115 Da respectivamente, y la cantidad medida de restos dT y dA es (30,28) y (28,30). Si la masa molecular
es precisa para 100 ppm, hay 7 posibles combinaciones de dG+dC para cada hebra. Sin embargo, si la masa
molecular medida es precisa para 10 ppm, hay solamente 2 combinaciones de dG+dC, y a 1 ppm de precision, hay
solamente una posible composicion de bases para cada hebra.

Las senales del espectrometro de masas pueden introducirse en un algoritmo de deteccién y clasificacion
de probabilidad maxima tal como se usa ampliamente en el procesamiento de sefales de radar. El procesamiento de
deteccion usa filtracion coincidente de BCS observada en el espacio recuento de masa y permite la deteccion y
sustraccion de firmas distintivas de organismos conocidos inofensivos, y la deteccion de bioagentes amenazantes
desconocidos. También es posible la comparacion de bioagentes recién observados con bioagentes conocidos, para
la estimacion del nivel de amenaza, comparando su BCS con las de organismos conocidos y formas conocidas de
potenciacion de la patogenicidad, tal como insercion de genes de resistencia a antibidticos o genes de toxinas.

El procesamiento puede finalizar con un clasificador Bayesiano usando proporciones de probabilidad log
desarrolladas a partir de las sefales observadas y los niveles de fondo promedio. El programa enfatiza las
20 predicciones de rendimiento que culminan en diagramas de probabilidad-de-deteccion frente a probabilidad-de-
falsa- alarma para condiciones que implican fondos complejos de organismos de origen natural y
contaminantes ambientales. Los filtros coincidentes constan de expectativas a priori de valores de sefal dada la
serie de cebadores usada para cada uno de los bioagentes. Se usa una base de datos de secuencia genémica (por
ejemplo, GenBank) para definir los filtros coincidentes de recuento de masa. La base de datos contiene agentes
amenazantes conocidos y organismos de fondo benignos. Lo uUltimo se usa para estimar y sustraer la firma
distintiva producida por los organismos de fondo. Se aplica una deteccién de probabilidad maxima de organismos de
fondo conocidos usando filtros coincidentes y una estimacion de suma de ejecucién de la covarianza del ruido. Las
potencias de las senales de fondo se estiman y usan junto con los filtros coincidentes para formar firmas distintivas
que después se sustraen. El procedimiento de probabilidad maxima se aplica a estos datos "limpios" de una manera
similar empleando filtros coincidentes para los organismos y una estimacién de suma de ejecucion de la covarianza
del ruido para los datos limpios.

En una realizacion, se usa una estrategia para "triangular" cada organismo midiendo sefales de multiples
genes importantes para reducir las sefales de falso negativo y falso positivo, y posibilitar la reconstrucciéon de los
bioagentes originales o hibridos o modificados de otro modo. Después de la identificacion de mdltiples genes
importantes, se crean alineaciones a partir de bases de datos de secuencia de &cido nucleico. Las alineaciones
después se analizan para regiones de conservacion y variacion, y se identifican potenciales sitios de unién al
cebador que flanquean regiones variables. A continuacién, se seleccionan las regiones diana de amplificacién para
el analisis de firma distintiva que distingue organismos en base a diferencias gendmicas especificas (es decir,
composicion de bases). Por ejemplo, la deteccion de firmas distintivas para los genes de la toxina tripartita tipicos de
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40 B. anthracis (Bowen, J.E. y C. P. Quinn, J. Appl. Microbiol. 1999, 87, 270-278) en ausencia de las firmas
distintivas esperadas del genoma de B. anthracis sugeriria un acontecimiento de ingenieria genética.

El presente procedimiento también puede usarse para detectar polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP),
o polimorfismos de multiples nucleétidos, de forma rapida y precisa. Un SNP se define como un Unico sitio de un par
de bases en el genoma que es diferente de un individuo a otro. La diferencia puede expresarse como una delecion,
una insercion o una sustitucion, y frecuentemente esté ligada a una patologia. Como existen cada 100-1000 pares
de bases, los SNP son el tipo més frecuentemente ligado de marcador genético en el genoma humano.

Por ejemplo, la anemia falciforme resulta de una transicion A-T, que codifica una valina en lugar de un resto
de acido glutamico. Pueden disefiarse cebadores oligonucleotidicos de modo que se unan a secuencias que
flanquean un sitio SNP, seguido de amplificacion de nucleétidos y determinacién de masas del producto amplificado.
Como la masa molecular del producto resultante de un individuo que no tiene anemia falciforme es diferente de la
del producto de un individuo que tiene la enfermedad, el procedimiento puede usarse para distinguir los dos
individuos. Por tanto, el procedimiento puede usarse para detectar cualquier SNP conocido en un individuo y
diagnosticar o determinar de este modo una susceptibilidad aumentada a una enfermedad o afeccién.

En una realizacion, se extrae sangre de un individuo y se aislan las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) y se ensayan simultdneamente, preferiblemente en un procedimiento de exploraciéon de alto
rendimiento, para uno o mas SNP usando cebadores apropiados basados en las secuencias conocidas que
flanquean la regién SNP. El National Center for Biotechnology Information mantiene una base de datos de SNP
disponible al publico (www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/).

El procedimiento descrito en la presente también puede usarse para tipificar sangre. El gen que codifica el
tipo de sangre A, B o O puede diferir en cuatro polimorfismos de un Unico nucleétido. Si el gen contiene la secuencia
CGTGGTGACCCTT (SEC ID N2 5), se produce el antigeno A. Si el gen contiene la secuencia CGTCGTCACCGCTA
(SEC ID N® 6) se produce el antigeno B. Si el gen contiene la secuencia CGTGGT-ACCCCTT (SEC ID N® 7), se
produce el grupo de sangre O ("-" indica una delecién). Estas secuencias pueden distinguirse disefiando un Unico
par de cebadores que flanquee estas regiones, seguido de amplificacién y determinacién de masas.

Aunqgue la presente invencion se ha descrito con especificidad de acuerdo con ciertas de sus
realizaciones preferidas, los siguientes ejemplos sirven solamente para ilustrar la invencion y no pretenden limitar la
misma.

Ejemplo 1
Aislamiento de acido nucleico y PCR

En una realizacion, se aisla el acido nucleico de los organismos y se amplifica por PCR usando
procedimientos convencionales antes de la determinacion BCS por espectrometria de masas. El &cido nucleico se
aisla, por ejemplo, por lisis con detergente de células bacterianas, centrifugacion y precipitacién en etanol. Los
procedimientos de aislamiento de acidos nucleicos se describen en, por ejemplo, Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel y col.) y Molecular Cloning; A Laboratory Manual (Sambrook y col.). El &cido nucleico después se
amplifica usando metodologia convencional, tal como PCR, con cebadores que se unen a regiones conservadas del
acido nucleico que contiene una secuencia variable intermedia como se describe a continuacion.

Ejemplo 2
Espectrometria de masas

Instrumentacion TFRCI: El instrumento de TFRCI se basa en un iman superconductor activamente
protegido de 7 teslas y una Optica de iones modificada Bruker Daltonics Apex Il 70e y camara de vacio. El
espectrometro esta conectado a un tomamuestras automatico LEAP PAL y un sistema de control de fluidos
personalizado para aplicaciones de exploracion de alto rendimiento. Las muestras se analizan directamente de las
placas de microtitulacion de 96 pocillos o 384 pocillos a una velocidad de aproximadamente 1 muestra/minuto. La
plataforma de adquisicién de datos Bruker esta suplementada con una estacion de datos NT auxiliar construida en el
laboratorio que controla el tomamuestras automatico y contiene un generador de forma de onda arbitrario capaz de
generar formas de onda complejas de excitacién de rf (barridos de frecuencia, ruido filtrado, transformada de Fourier
inversa de la forma de onda almacenada (SWIFT), etc.) para experimentos de EM en tandem sofisticados. Para
oligonucledtidos en el régimen de 20-30 mondmero, las caracteristicas de rendimiento tipicas incluyen potencia de
resolucion de masas en exceso de 100.000 (FWHM), errores de medicion de masas en ppm bajos, y un intervalo
operable m/z entre 50 y 5000 m/z.

Fuente de IEN modificada: En analisis limitados por la muestra, las soluciones de analito se suministran a
150 nl/minuto en un emisor IEN de silice fusionado de 30 mm de d.i. montado en un micromanipulador 3-D. La 6ptica
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de iones IEN consta de un capilar metalico calentado, un hexapolo solamente rf, un cono succionador, y un electrodo
de entrada auxiliar. El hexapolo solamente rf de 6,2 cm esta compuesto por varillas de 1 mm de diametro y se hace
50 funcionar a una tension de 380 Vpp a una frecuencia de 5 MHz. Puede emplearse un obturador electro-mecanico
construido en el laboratorio para evitar que la columna de electronebulizacién entre en el capilar de entrada salvo
que se active a la posicion "abierto" mediante un pulso TTL desde la estacién de datos. Cuando esta en la posicién
"cerrado”, se mantiene una columna estable de electronebulizacion entre el emisor IEN y la cara del obturador. La
cara posterior del brazo obturador contiene un precinto elastomérico que puede posicionarse para formar un precinto
55 de vacio con el capilar de entrada. Cuando se retira el precinto, un hueco de 1 mm entre la hoja del obturador y el
capilar de entrada permite una presién constante en el depdsito de iones externo independientemente de si el
obturador esta en la posicién abierta o cerrada. Cuando se activa el obturador, se permite que una "fraccion de
tiempo" de iones entre en el capilar de entrada y se acumule posteriormente en el deposito de iones externo. El
rapido tiempo de respuesta del obturador de iones (< 25 ms) proporciona intervalos reproducibles definidos por el
usuario durante los cuales pueden inyectarse iones y acumularse en el depdsito externo.

Aparato para disociacion por infrarrojos multifotéon: Se ha conectado un laser CW de CO. de 25 vatios
que funciona a 10,6 um al espectrémetro para posibilitar la disociacion por infrarrojos multifotén (DIRMF) para la
secuenciacion de oligonucleétidos y otras aplicaciones de EM en tandem. Se posiciona un banco éptico de aluminio
aproximadamente 1,5 m del iman superconductor activamente protegido de modo que el haz del Iaser se alinee con
el eje central del iman. Usando espejos convencionales compatibles con IR y monturas cinematicas de espejos, el
haz del laser de 3 mm no enfocado se alinea para atravesar directamente a través de los orificios de 3,5 mm en los
electrodos de retencion de la célula de iones retenidos de TFRCI y atravesar longitudinalmente la regién de hexapolo
de la guia de iones externa incidiendo finalmente en el cono succionador. Este esquema permite realizar DIRMF de
un modo selectivo de m/z en la celda de iones retenidos (por ejemplo, después de un aislamiento SWIFT de las
especies de interés), o en un modo de banda ancha en la region de alta presién del depdsito de iones externo donde
las colisiones con moléculas neutras estabilizan los iones fragmentados metaestables generados por DIRMF
provocando un aumento del rendimiento de iones fragmentados y la cobertura de secuencia.

Ejemplo 3
Identificacion de bioagentes

La Tabla 1 muestra una pequefia seccion transversal de una base de datos de masas moleculares
calculadas para méas de 9 series de cebadores y aproximadamente 30 organismos. Las series de cebadores se
obtuvieron de alineacién de ARNr. Se muestran ejemplos de regiones de alineaciones consenso de ARNr en las
Figuras 1A-1C. Las lineas con flechas son ejemplos de regiones para las que se disefian pares de cebadores
inteligentes para PCR. Los pares de cebadores estan >95% conservados en la base de datos de secuencias
bacterianas (actualmente mas de 10.000 organismos). Las regiones intermedias son variables en longitud y/o
composicién, proporcionado de este modo la composicién de bases "distintiva" (BCS) para cada organismo. Los
pares de cebadores se eligieron de modo que la longitud total de la region amplificada sea menor de
aproximadamente 80-90 nucledtidos. El marcador para cada par de cebadores representa el nimero de la base de
inicio y fin de la regién amplificada en el diagrama consenso.

Se incluyen en la corta secciéon transversal de la base de datos bacteriana de la Tabla 1 muchos
patégenos/agentes de guerra biolégica bien conocidos (mostrados en letras negrita/roja) tales como Bacillus
anthracis o Yersinia pestis asi como algunos organismos bacterianos encontrados habitualmente en el entorno
natural tales como Streptomyces. Pueden distinguirse organismos incluso estrechamente relacionados entre si
mediante la eleccion apropiada de cebadores. Por ejemplo, pueden distinguirse dos organismos con bajo contenido
en G+C, Bacillus anthracis y Staph aureus, entre si usando el par de cebadores definido por 16S_1337 o 23S_855
(AM de 4 Da).
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La Figura 6 muestra el uso de IEN-TF-RCI EM para la medicién de la masa exacta. Se muestran los
espectros de productos de PCR de 46 mondmeros originados en la posicién 1337 del ARNr 16S de S. aureus
(superior) y B. anthracis (inferior). Estos datos son de la region del espectro que contiene sefales de los estados de
carga [M-8H+]8’ de las respectivas hebras 5'-3'. Las dos hebras difieren en dos sustituciones (AT—CQG), y tienen
masas medidas de 14206,396 y 14208,373 + 0,010 Da, respectivamente. Las posibles composiciones de bases
derivadas de las masas de las hebras directa e inversa para los productos de B. anthracis se enumeran en la Tabla
3.

Tabla 3
Posible composiciéon de bases para productos de B. anthracis
Masa calculada Error Comp. de bases
14208,2935 0,079520 A1G17 C10T18
14208,3160 0,056980 A1G20C15T10
14208,3386 0,034440 A1G23C20T2
14208,3074 0,065560 AB G11C3T26
14208,3300 0,043020 A6 G14 C8T18
14208,3525 0,020480 A6 G17 C13 T10
14208,3751 0,002060 A6 G20 C18 T2
14208,3439 0,029060 A11G8C1T26
14208,3665 0,006520 A11G11C6T18
14208,3890 0,016020 A11G14 C11T10
14208,4116 0,038560 A11G17 C16 T2
14208,4030 0,029980 A16 G8 C4 T18
14208,4255 0,052520 A16 G11 C9T10
14208,4481 0,075060 A16 G14 C14 T2
14208,4395 0,066480 A21 G5C2T18
14208,4620 0,089020 A21 G8 C7T10
14079,2624 0,080600 A0 G14 C13T19
14079,2849 0,058060 A0 G17 C18 T11
14079,3075 0,035520 A0 G20C23T3
14079,2538 0,089180 A5G5C1T35
14079,2764 0,066640 A5 G8 C6 T27
14079,2989 0,044100 A5 G11C11T19
14079,3214 0,021560 A5 G14 C16 T11
14079,3440 0,000980 A5G17 C21 T3
14079,3129 0,030140 A10 G5 C4 T27
14079,3354 0,007600 A10G8 C9T19
14079,3579 0,014940 A10 G11C14T11
14079,3805 0,037480 A10G14 C19 T3
14079,3494 0,006360 A15 G2 C2T27
14079,3719 0,028900 A15G5C7 T19
14079,3944 0,051440 A15G8 C12T11
14079,4170 0,073980 A15G11 C17 T3
14079,4084 0,065400 A20 G2 C5T19
14079,4309 0,087940 A20 G5 C10T13
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Entre las 16 composiciones para la hebra directa y las 18 composiciones para la hebra inversa que se
calcularon, solamente un par (mostrado en negrita) son complementarias, correspondientes a las composiciones
reales de bases de los productos de PCR de B. anthracis.

Ejemplo 4
BCS de region de Bacillus anthracis y Bacillus cereus

Se sintetiz6 una regiéon conservada de Bacillus de B. anthracis (A14GgC14Tg) y B. cereus (A15GgCi3Tg) que
tiene un cambio de base de C a A y se sometié a IEN-TOF EM. Los resultados se muestran en la Figura 7 en la que
las dos regiones se distinguen claramente usando el procedimiento de la presente invencién (PM=14072,26 frente a
14096,29).

Ejemplo 5
Identificacion de bioagentes adicionales

En otros ejemplos de la presente invencién, el patégeno Vibrio cholera puede distinguirse de Vibrio
parahemolyticus con AM> 600 Da usando una de tres series de cebadores 16S mostrados en la Tabla 2 (16S_971,
16S_1228 0 16S_1294) como se muestra en la Tabla 4. Las dos especies de micoplasma en la lista (M. genitalium y
M. pneumoniae) también pueden distinguirse entre si, asi como las tres micobacterias. Aunque las mediciones
directas de masa de productos amplificados pueden identificar y distinguir una gran cantidad de organismos, la
medicién de la composicion de bases distintiva proporciona una potencia de resolucién drasticamente potenciada
para organismos estrechamente relacionados. En casos tales como Bacillus anthracis y Bacillus cereus que son casi
indistinguibles entre si en base solamente a diferencias de masa, se usa analisis de composicién o patrones de
fragmentacion para resolver las diferencias. La diferencia de una uUnica base entre los dos organismos produce
diferentes patrones de fragmentacién, y a pesar de la presencia de la base N ambigua/desconocida en la posicién 20
en B. anthracis, pueden identificarse los dos organismos.

Las Tablas 4a-b muestran ejemplos de pares de cebadores de la Tabla 1 que distinguen patégenos del
fondo.

Tabla 4a

Nombre del organismo (23S_855 [16S_1337 |23S_1021

Bacillus anthracis 42650,98 |28447,65 30294,98

Staphylococcus aureus |42654,97 |28443,67 30297,96

Tabla 4b

Nombre del organismo |16S_971 16S_1294 |16S_1228

Vibrio cholerae 55625,09 |35856,87 52535,59

Vibrio parahaemolyticus |54384,91 34620,67 50064,19

La Tabla 4 muestra el peso molecular esperado y la composicion de bases de la regién 16S_1100-1188 en
Mycobacterium avium y Streptomyces sp.

Tabla 5
Regidn Nombre del organismo |Longitud|Peso molecular|Comp. bases
16S_1100-1188|Mycobacterium avium |82 25624,1728 A16G32,C18T 16
16S_1100-1188| Streptomyces sp. 96 29904,871 A17G38C27T1a

La Tabla 5 muestra los resultados de composicion de bases (hebra individual) para reacciones de
amplificacion con el cebador 16S_1100-1188 de diferentes especies de bacterias. Las especies que se repiten en la
tabla (por ejemplo, Clostridium botulinum) son cepas diferentes que tienen diferentes composiciones de bases en la
region 16S_1100-1188.
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Tabla 6

Nombre del organismo

Comp. bases

Nombre del organismo

Comp. bases

Mycobacterium avium A16G3,C18T16 |Vibrio cholerae A3G30C1THs
Streptomyces sp. A17G35C27T14 |Aeromonas hydrophila A23G31C21Tes
Ureaplasma urealyticum  |A1sG30C17T17 |Aeromonas salmonicida Ay3G31C21Ts
Streptomyces sp. A19G36C24T1s |Mycoplasma genitalium A21G19C12T 18
Mycobacterium leprae A20G32C22T1s |Clostridium botulinum A21G25C18T20
M. tuberculosis A20G33C21T1e |Bordetella bronchiseptica A1G6C19T 14
Nocardia asteroides A20G33C21T1s |Francisella tularensis A24G26C19T 10
Fusobacterium necroforum |A21G26C22T1s |Bacillus anthracis A21G26C20T 18
Listeria monocytogenes A21G27C19T19 |Campylobacter jejuni A24G26C26T 18
Clostridium botulinum A21G27C19T21 |Staphylococcus aureus A24G26C20T 18
Neisseria gonorrhoeae A21G25C21T1g |Helicobacter pylori A1G26C50T 10
Bartonella quintana A21G30C22T1e |Helicobacter pylori A24G26Co6T 18
Enterococcus faecalis A2G27C20T19 |Moraxella catarrhalis A24G26C23T 16
Bacillus megaterium A22G28Co0T1s |Haemophilus influenzae Rd | A24G28Co0T 17
Bacillus subtilis A22G28C21T17 |Chlamydia trachomatis A24G28C21T16
Pseudomonas aeruginosa |Az2G29C23T15 |Chlamydophila pneumoniae|A24G26C21T16
Legionella pneumophila A2,G3,C20T16 |C. pneumonia AR39 A24G25C21T1e
Mycoplasma pneumoniae |[A23G20C14T16 |Pseudomonas putida A24G29C21T16
Clostridium botulinum A23G26Co0T19 |Proteus vulgaris A24G30C21T1s
Enterococcus faecium A23G26C21T1s |Yersinia pestis A24G30C21T1s
Acinetobacter calcoaceti A23G26C21T1g |Yersinia pseudotuberculos |A24G30C21T4s
Leptospira borgpeterseni|Ay3G26C24T15 |Clostridium botulinum A25G24C1T21
Leptospira interrogans |A23G26C24T415 |Clostridium tetani A25G25C18T20
Clostridium perfringens A23G27C19T1g |Francisella tularensis A25G25C19T 19
Bacillus anthracis A23G27C20 T8 |Acinetobacter calcoacetic A5G26Co0T 10
Bacillus cereus A23G27C20T1s |Bacteriodes fragilis A5G7Ci6T 22
Bacillus thuringiensis Az3G27C2T1s |Chlamydophila psittaci A25G27C21T 16
Aeromonas hydrophila A23G29C21T16 |Borrelia burgdorferi AsG20G29T17T 10
Escherichia coli A23G29Co1Tes |Streptobacillus monilifor A26G26C20T 16
Pseudomonas putida A23G29C21T17 |Rickettsia prowazekii ArsGeCisT1s
Escherichia coli A23G29C2:T15 |Rickettsia rickettsii ArG28Co0T 16
Shigella dysenteriae A23G29C2,T15 |Mycoplasma mycoides A28G23C16T20
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El mismo organismo que tiene diferentes composiciones de bases son diferentes cepas. Los grupos de
organismos que estan resaltados o en cursiva tienen las mismas composiciones de bases en la regién amplificada.
Algunos de estos organismos pueden distinguirse usando multiples cebadores. Por ejemplo, Bacillus anthracis
puede distinguirse de Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis usando el cebador 16S_971-1062 (Tabla 6). Otro par
de cebadores que produce composiciones de bases distintivas Unicas se muestra en la Tabla 6 (negrita). Se
distinguen grupos que contienen organismos amenazantes y ubicuos no amenazantes muy similares (por ejemplo,
grupo anthracis) a alta resolucién con series enfocadas de pares de cebadores. Los agentes de guerra bioldgica
conocidos en la Tabla 6 son Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis y Rickettsia prowazekii.

Tabla 7

Organismo 16S_971-1062 16S_1228-1310 |168_1100-1188
Aeromonas hydrophila A21G29G22T20 A20G27C21T13 A23G31C21T 15
Aeromonas salmonicida A21G29C22T20 A2G27C21T13 A23G31C21T1s
Bacillus anthracis A21G27C22T22 A2G2C19T 18 A23G27C20T 18
Bacillus cereus A22G27C1 T2 A24G2,C19T 18 A23G27C20T 18
Bacillus thuringiensis A2G27C21 T2 A24G2,C10T 18 A23G27Co0T 18
Chlamydia trachomatis A22G26C20T23 A24G23C19T16 A24C28C21T1e
Chlamydia pneumoniae AR39 |A26G23C0T22 A6G22C16T1s A1G2sCoiT1e
Leptospira borgpetersenii A22G26C20T21 A2G25C21T1s A23G26C24T 15
Leptospira interrogans A22G26C20T 21 A22G25C21T1s A23G26C24T 15
Mycoplasma genitalium A2G23C15T22 A30G18C15T19 A24G19C12T1s
Mycoplasma pneumoniae A28G23C15T22 A27G19C16T20 A23Cr0C14T16
Escherichia coli A22G25C20T22 A24G25C1Ths A23G29C22T15
Shigella dysenteriae A22G28C21 T2 A24G25C21 T3 A23G29C20T15
Proteus vulgaris A23G26C22T21 A26G24C19T14 A24G30C1T1s
Yersinia pestis A24G25C21T22 A25G24C20T 14 A24G30C21T1s
Yersinia pseudotuberculosis A24G25C21 T2 A25G24C20T 14 A24G30C1T1s
Francisella tularensis A20G25C21 T2 A23G26C17T47 A24G26C19T19
Rickettsia prowazekii A21G26C24T25 A24G23C16T 1o A26G23C15T1s
Rickettsia rickettsii A21G26C25T24 A24G24C17T17 A26G28C20T16

La secuencia de B. anthracis y B. cereus en la regién 16S_971 se muestra a continuacién. En negrita se
muestra la diferencia de una Unica base entre las dos especies que puede detectarse usando los procedimientos de
la presente invencion. B. anthracis tiene una base ambigua en la posicién 20.

B. anthracis_16S_971
GCGAAGAACCUUACCAGGUNUUGACAUCCUCUGACAACCCUAGAGAUAGGGC
UUCUCCUUCGGGAGCAGAGUGACAGGUGGUGCAUGGUU (SEQID NO:1)

B. cereus_16S_971

GCGAAGAACCUUACCAGGUCUUGACAUCCUCUGAAAACCCUAGAGAUAGGGC
UUCUCCUUCGGGAGCAGAGUGACAGGUGGUGCAUGGUU (SEQ ID NO:2)

Ejemplo 6

IEN-TOF EM de sspE de 56 monémeros mas calibrador
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La precisién de la medicion de la masa que puede obtenerse usando un patrén de masa interno en el
estudio IEN- EM de productos de PCR se muestra en la Fig.8. El patron de masas fue un oligonucleétido
fosforotioato de 20 mondmeros afadido a una soluciéon que contenia un producto de PCR de 56 mondmeros de la
proteina sspE de la cubierta de la espora de B. anthracis. La masa del producto de PCR esperado distingue B.
anthracis de otras especies de Bacillus tales como B. thuringiensis y B. cereus.

Ejemplo 7
IEN-TOF del duplex sintético 16S_1228 de B. anthracis

Se obtuvo un espectro IEN-TOF EM de una solucion acuosa que contenia 5 uM de cada analogo sintético
de los productos directo e inverso de PCR esperados de la regién del nucleétido 1228 del gen del ARNr 16S de B.
anthracis. Los resultados (Fig. 9) muestran que los pesos moleculares de las cadenas directas e inversa pueden
determinarse de forma precisa y distinguirse facilmente las dos cadenas. Se muestran los estados de carga [M-
21H "y [M-20H'T?.

Ejemplo 8
IEN-TF-RCI-EM del duplex sintético 16S_1337 de 46 pares de bases de B. anthracis

Se obtuvo un espectro IEN-TF-RCI-EM de una soluciéon acuosa que contenia 5 uM de cada analogo
sintético de los productos directo e inverso de PCR esperados de la regién del nucleodtido 1337 del gen del ARNr
16S de B. anthracis. Los resultados (Fig. 10) muestran que los pesos moleculares de las cadenas pueden
distinguirse por este procedimiento. Se muestran los estados de carga [M-16H"]'® a [M-10H*]'"". El inserto pone de
relieve la resolucion que puede conseguirse en el instrumento TFRCI-EM, que perite determinar el estado de carga
del i6n a partir de la diferencia de masa entre picos que difieren en una Unica sustitucion de 13C.

Ejemplo 9
IEN-TOF EM del oligonucleotido de 56 monémeros del gen saspB de B. anthracis con patron de masa interno

Se obtuvieron espectros IEN-TOF EM sobre un oligonucleétido sintético de 56 monémeros (5 uM) a partir
del gen saspB de B. anthracis que contenia un patrén de masa interno a una IEN de 1,7 pl/min como una funcioén del
consumo de la muestra. Los resultados (Fig. 11) muestran que se mejora la sefal a ruido segin se suman mas
exploraciones, y que el patrén y el producto son visibles después de solamente 100 exploraciones.

Ejemplo 10
IEN-TOF EM de un patrén interno con tampoén tributilamonio (TBA)-trifluoroacetato (TFA)

Se obtuvo un espectro IEN-TOF-EM de un patron de masas de fosforotioato de 20 mondémeros después de
la adicién de tamp6n TBA-TFA 5 mM a la solucion. Esta tampén extrae carga del oligonucleétido y desplaza el
estado de carga mas abundante de [M-8H']* a [M-3H']* (Fig. 12).

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Ibis Biosciences, Inc.
<120> Procedimiento para la deteccion e identificacion rapida de bioagentes

<130> P055604EP

<150> US20010798007
<151>2001-03-02

<160>7

<170> PatentIn version 3.0
<210>1

<211>90

<212> ARN

<213> Bacillus anthracis

<220>
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<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223>N=A, U, GoC

<400> 1

gcgaagaacc uuaccaggun uugacauccu cugacaaccc uagagauagg gcuucuccuu 60

cgggagcaga gugacaggug gugcaugguu 90

<210>2

<211>90

<212> ARN

<213> Bacillus cereus

<400> 2

gcgaagaacC uuaccagguc uugacauccu cugaaaaccC uagagauagg gcuucuccuu 60
cgggagcaga gugacaggug gugcaugguu 90

<210> 3

<211> 1542

<212> ARN

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> misc_feature
<223> 16S ARNr consensus sequence

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(7)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(19)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(30)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (43)..(45)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (48)..(48)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (50)..(50)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (52)..(52)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (66)..(66)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (69)..(69)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (100)..(100)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (103)..(103)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (107)..(108)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (121)..(122)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (124)..(124)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (126)..(129)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (131)..(132)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (134)..(134)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (137)..(145)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (148)..(148)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (150)..(150)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (152)..(158)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (163)..(169)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (177)..(178)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (181)..(194)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (199)..(226)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (229)..(237)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (239)..(242)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (245)..(245)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (248)..(248)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (250)..(250)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (257)..(258)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (264)..(264)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (268)..(269)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (276)..(276)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (278)..(280)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (283)..(286)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (291)..(291)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (293)..(294)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (303)..(304)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (306)..(307)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (309)..(309)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (316)..(316)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (320)..(320)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (328)..(328)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (333)..(333)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (337)..(337)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (359)..(360)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (366)..(366)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (369)..(371)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (378)..(379)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (381)..(381)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (384)..(385)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (390)..(392)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (396)..(396)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (398)..(399)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (407)..(409)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (412)..(412)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (415)..(415)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (418)..(419)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (421)..(423)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (425)..(425)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (427)..(427)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (433)..(435)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (438)..(438)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (440)..(446)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (449)..(449)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (452)..(479)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (484)..(485)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (488)..(494)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (496)..(497)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (501)..(503)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (508)..(508)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (513)..(513)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (537)..(537)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (542)..(543)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (546)..(546)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (553)..(555)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (560)..(560)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (562)..(562)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (564)..(564)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (576)..(576)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (578)..(580)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (582)..(582)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (586)..(586)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (589)..(596)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (599)..(603)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (606)..(606)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (610)..(616)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (620)..(620)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (624)..(633)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (635)..(641)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (644)..(650)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (653)..(653)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (657)..(662)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (665)..(665)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (668)..(673)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (679)..(682)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (689)..(689)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (694)..(694)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (697)..(697)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (701)..(701)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (705)..(705)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (708)..(709)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (711)..(711)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (713)..(713)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (717)..(717)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (721)..(722)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (724)..(724)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (733)..(738)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (743)..(748)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (755)..(755)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (758)..(758)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (760)..(763)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (770)..(770)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (775)..(775)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (780)..(780)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (808)..(808)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (811)..(812)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (819)..(819)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (822)..(826)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (828)..(831)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (833)..(835)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (837)..(859)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (861)..(863)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (868)..(870)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (874)..(878)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (895)..(896)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (903)..(904)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (906)..(906)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (916)..(916)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (929)..(929)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (932)..(932)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (941)..(941)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (943)..(943)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (948)..(948)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (955)..(955)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (965)..(965)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (967)..(968)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (974)..(974)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (976)..(976)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (986)..(990)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (998)..(1012)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1015)..(1015)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1017)..(1043)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1051)..(1051)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1059)..(1059)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1075)..(1076)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1082)..(1082)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1100)..(1100)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1115)..(1123)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1127)..(1127)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1129)..(1130)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1132)..(1141)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1143)..(1143)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1145)..(1145)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1150)..(1156)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1163)..(1165)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1167)..(1168)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1171)..(1173)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1183)..(1183)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1189)..(1189)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222>(1198)..(1198)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1201)..(1201)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1207)..(1207)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1214)..(1214)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (1216)..(1219)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1225)..(1225)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1231)..(1231)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1233)..(1233)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1243)..(1247)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1251)..(1252)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1254)..(1254)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1256)..(1257)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1260)..(1260)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1262)..(1265)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1267)..(1268)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1270)..(1274)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1278)..(1278)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1281)..(1281)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1283)..(1286)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1290)..(1294)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1297)..(1298)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1302)..(1302)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1308)..(1308)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1310)..(1313)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1324)..(1327)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1329)..(1329)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1335)..(1336)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1340)..(1340)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1354)..(1356)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1362)..(1362)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1364)..(1364)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1366)..(1368)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1383)..(1383)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1388)..(1388)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1409)..(1411)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1414)..(1414)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1416)..(1417)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (1420)..(1428)

<223>N=A, U, GoC
<220>

<221> misc_feature
<222> (1431)..(1432)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1436)..(1447)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1449)..(1454)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1456)..(1465)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1467)..(1467)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1469)..(1469)
<223>N=A, U, GoC

<220>

ES 2451003 T3

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<221> misc_feature
<222> (1472)..(1481)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1484)..(1484)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1489)..(1491)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1508)..(1508)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1511)..(1511)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1514)..(1516)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1520)..(1521)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1524)..(1524)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1527)..(1527)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1542)..(1542)
<223>N=A, U, GoC
<400> 3
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nnnnnnnaga
gucgancgnn
nncnunnnna
nannnnnnnn
nnaunagnun
ggnngnncng
ggaaunuunn
nnngnungua
gacnnuannn
gnngcnagcg
nnngunaaan
nnagnggnnn
nnungcgaag
aacaggauua
nnnnnnnnnn
agnnunaaac
ucgangnnac
nnnnnnnnnn
gnuguugggu
ngngnacucn
nucaugnccc
annnngnnan

ucgnnnncnu

ucncgggncu
nnanhnncnn

caagguancc

<210> 4
<211> 2904
<212> ARN

guuugaucnu
nnannnnnnn
nnunccnnnn
nnnnaaagnn
guuggunngg
ccacanuggn
ncaauggnng
aannncunun
nnnnannaag
uunnncggan
nnnnnngcun
nnngaauunn
gcnnnnnncu
gauacccugg
nnnnnnnnna
ucaaangaau
gcgnanaacc
nnnnnnnnnn
uaagucccgn
nnnnnnacug
uuangnnnng
nnnnagcnaa

gaagnnggan

uguacacacc
nnnngnnnnn

nuannngaan

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> misc_feature
<223> 23S ARNr secuencia de consenso

<220>

<221> misc_feature

<2225 (1)..(4)

<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(12)

<223>N=A, U, GoC
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ggcucagnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnggnan
nnnnnnnnnn
uaanggcnna
acugaganac
naanncugan
nnnnnngang
nnncggcnaa
unanugggcg
aacnnnnnnn
nnguguagng
ggnnnnnnac
uaguccangc
nnnaacgnnn
ugacggggnc
uuaccnnnnn
nnnacaggug
aacgagcgca
ccnnngnnaa
ggcuncacac
ncnnnnaaan

ucgcuaguaa
gcccgucann
nnanncnang

nugnggnugg

gaacgcuggc
nnnnnnnnnn
annnnnnnga
nnhnnnnnnn
ccaagnchnn
ggnccanacu
nnagcnannc
annnnnnnnn
cuncgugcca
uaaagngnnn
nancnnnnnn
gugnaauncg
ugacncunan
nnuaaacgnu
uaannnnncc
cngcacaagc
uugacaunnn
nugcauggnu
acccnnnnnn
nnnggaggaa
nuncuacaau
nnnnucnnag

ucgnnnauca

ncangnnagn
gnnnhnnnnn

aucaccuccu

38

ggnnngcnun
agnggcnnac
aannnnnnnu
nnnnnngann
gannnnuagc
ccuacgggag
cgcgugnnng
nnnannnnnn
gcagccgcgg
gnaggnggnn
nacnnnnnnn
naganaunng
nnncgaaagc
gnnnnnunnn
gccuggggag
nghggagnau
nannnnnnnn
gucgucagcu
nnnguuncna
ggnggggang
ggnhnnnnaca
uncggaungn

gnangnnncg

AnAnnnRnce
nganugggnn

un

anacaugcaa
gggugaguaa
aauaccnnau
nnhnnnngnn
ngnncugaga
gcagcagunn
anganggnnu
nnnnnnnnnu
uaauacgnag
nnnnnngunn
cungagnnnn
nangaanacc
hugggnagcn
ngnnngnnnn
uacgnncgca
guggnuuaau
nnganannnn
cgugnnguga
ncnnnnnnnn
acgucaanuc
nngngnngcn
nnncugcaac

gugaauacgu

nnaagnnnnn

naagucguaa

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500
1542
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<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(16)
<223>N=A,U,Go C

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(22)
<223>N=AU, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (34)..(34)
<223>N=AU,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (38)..(43)
<223>N=AU,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(46)
<223>N=AU, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (50)..(50)
<223>N=AU,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (57)..(57)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (59)..(65)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (67)..(68)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (70)..(72)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (74)..(75)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (77)..(79)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (82)..(83)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (86)..(87)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (89)..(96)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (98)..(102)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (104)..(104)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (107)..(109)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (111)..(113)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (113)..(113)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (125)..(125)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (131)..(148)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (150)..(177)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (179)..(181)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (184)..(188)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (192)..(192)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (203)..(203)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (208)..(212)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (218)..(218)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (224)..(225)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (228)..(231)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (236)..(236)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (238)..(241)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (246)..(246)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (257)..(259)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (261)..(261)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (263)..(264)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (267)..(267)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (269)..(293)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (295)..(297)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (301)..(305)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (309)..(309)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (313)..(321)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (323)..(325)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (329)..(329)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (331)..(331)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (333)..(334)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (337)..(337)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (341)..(344)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (348)..(370)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (375)..(377)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (379)..(382)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (384)..(384)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (387)..(387)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (389)..(390)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (392)..(395)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (398)..(399)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (403)..(405)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (407)..(410)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (416)..(421)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (425)..(425)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (435)..(441)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (446)..(446)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (451)..(451)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (453)..(453)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (455)..(456)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (462)..(462)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (467)..(467)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (475)..(475)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (482)..(482)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (487)..(491)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (493)..(493)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (504)..(504)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (507)..(508)
<223>N=A, U, GoC
<220>

<221> misc_feature
<222> (518)..(522)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (524)..(524)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (527)..(527)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (530)..(532)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (535)..(537)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (540)..(553)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (557)..(558)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (563)..(563)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (571)..(571)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (573)..(574)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (578)..(580)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (582)..(582)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (584)..(584)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (587)..(587)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (590)..(593)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (595)..(599)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (602)..(602)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (605)..(605)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (610)..(618)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (620)..(620)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (623)..(623)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (626)..(626)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (629)..(629)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (634)..(634)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (640)..(642)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (645)..(646)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (648)..(648)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (652)..(654)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (658)..(662)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (664)..(667)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (672)..(672)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (677)..(677)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (679)..(681)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (686)..(686)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (690)..(692)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (696)..(697)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (702)..(702)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (708)..(712)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (717)..(717)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (719)..(723)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (730)..(730)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (737)..(744)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (753)..(758)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (765)..(766)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (771)..(772)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (774)..(774)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (776)..(776)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (779)..(779)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (784)..(785)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (787)..(787)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (790)..(790)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (792)..(792)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (796)..(798)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (800)..(801)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (815)..(816)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (822)..(825)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (832)..(835)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (838)..(838)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (840)..(854)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (857)..(857)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (870)..(879)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (882)..(894)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (898)..(899)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (901)..(907)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (914)..(914)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (920)..(920)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (923)..(938)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (940)..(940)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (943)..(944)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (946)..(947)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (949)..(951)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (953)..(953)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (955)..(955)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (957)..(957)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (961)..(962)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (964)..(964)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (966)..(968)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (971)..(972)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (974)..(974)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (979)..(979)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (984)..(984)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (991)..(991)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (993)..(994)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (996)..(998)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1004)..(1008)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222>(1011)..(1018)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1026)..(1026)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1030)..(1030)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1033)..(1033)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1037)..(1042)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1044)..(1045)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1047)..(1047)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1051)..(1053)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1058)..(1058)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1078)..(1078)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1080)..(1080)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1083)..(1083)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (1089)..(1090)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1097)..(1097)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1106)..(1107)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1110)..(1110)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1113)..(1119)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1124)..(1124)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1127)..(1128)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1131)..(1131)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1134)..(1134)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1139)..(1139)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1144)..(1151)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1157)..(1162)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1164)..(1185)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1191)..(1192)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1199)..(1211)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1216)..(1222)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1224)..(1225)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1227)..(1233)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1238)..(1246)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1251)..(1251)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1253)..(1253)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1257)..(1258)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1260)..(1261)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1264)..(1264)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1269)..(1269)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1273)..(1280)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1285)..(1285)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1287)..(1288)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1290)..(1294)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1296)..(1296)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1300)..(1300)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1302)..(1304)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1306)..(1306)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1311)..(1311)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1316)..(1321)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1323)..(1323)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1325)..(1325)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1327)..(1328)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1331)..(1336)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1341)..(1341)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (1347)..(1349)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1356)..(1357)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1361)..(1361)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1363)..(1363)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1366)..(1366)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1368)..(1368)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1370)..(1371)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1375)..(1376)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1382)..(1383)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1385)..(1387)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1391)..(1392)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1400)..(1402)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1405)..(1425)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1430)..(1435)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1437)..(1454)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1566)..(1567)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1573)..(1599)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1606)..(1607)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1622)..(1622)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1624)..(1627)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1629)..(1630)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1634)..(1634)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1636)..(1637)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1639)..(1640)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1644)..(1644)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1646)..(1647)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (1650)..(1653)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1656)..(1663)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1672)..(1673)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1679)..(1679)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1681)..(1684)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1690)..(1690)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1697)..(1697)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1699)..(1699)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1704)..(1707)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1709)..(1749)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1751)..(1754)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1756)..(1758)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1760)..(1762)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1764)..(1770)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1772)..(1772)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1781)..(1782)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1793)..(1794)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1796)..(1797)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1801)..(1801)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1804)..(1805)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1808)..(1808)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222>(1812)..(1813)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1816)..(1816)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1822)..(1822)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1825) .. (1826)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1831)..(1831)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1839)..(1839)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1844) .. (1845)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1855) .. (1856)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1858)..(1866)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1868)..(1872)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1874) .. (1884)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1886)..(1888)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1895)..(1896)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1899)..(1899)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1908)..(1909)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1921)..(1922)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1963)..(1963)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1971)..(1971)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1974)..(1974)
<223>N=A, U, GoC

<220>

ES 2451003 T3

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<221> misc_feature
<222> (1976)..(1976)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1979)..(1979)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1982)..(1989)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (1997)..(2005)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2007)..(2007)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2009)..(2009)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2011)..(2011)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2015)..(2015)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2018)..(2019)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2021)..(2021)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2023)..(2026)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2029)..(2029)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2037)..(2040)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (2041)..(2041)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2043)..(2043)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2047)..(2052)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2067)..(2068)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2070)..(2070)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2072)..(2072)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2080)..(2081)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2083)..(2085)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2087)..(2089)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2091)..(2091)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2094)..(2108)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2112)..(2113)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2116)..(2116)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (2123)..(2123)
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<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2128)..(2128)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2130)..(2132)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2135)..(2142)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2145)..(2146)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2149)..(2155)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2160)..(2160)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2162)..(2166)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2169)..(2170)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2175)..(2175)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2178)..(2178)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2181)..(2194)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2201)..(2211)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2213)..(2213)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (2215)..(2223)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2228)..(2228)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2231)..(2233)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2235)..(2236)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2240)..(2240)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2246)..(2246)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2258)..(2259)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2265)..(2265)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2269)..(2270)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2281)..(2281)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2283)..(2284)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2292)..(2294)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2297)..(2297)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (2299)..(2302)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2305)..(2306)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2309)..(2310)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2314)..(2321)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2325)..(2326)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2329)..(2330)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2332)..(2332)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2334)..(2334)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2338)..(2340)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2343)..(2343)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2345)..(2345)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2350)..(2351)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2354)..(2357)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (2360)..(2363)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2371)..(2373)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2380)..(2381)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2384)..(2386)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2398)..(2398)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2402)..(2407)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2414)..(2414)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2418)..(2418)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2437)..(2437)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2441)..(2441)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2443)..(2443)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2458)..(2458)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2461)..(2464)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (2474)..(2474)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2477)..(2477)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2486)..(2489)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2513)..(2513)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2516)..(2516)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2530)..(2530)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2533)..(2534)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2547)..(2548)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2560)..(2561)
<223>N=A,U,GoC
<220>

<221> misc_feature
<222> (2568)..(2568)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2571)..(2571)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2575)..(2575)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2586)..(2586)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2588)..(2588)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (2606)..(2606)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2617)..(2617)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2619)..(2620)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2622)..(2622)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2624)..(2624)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2626)..(2626)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2628)..(2630)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2633)..(2635)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2640)..(2642)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2644)..(2646)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2649)..(2650)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2652)..(2652)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2670)..(2674)
<223>N=A, U, GoC
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<220>

<221> misc_feature
<222> (2677)..(2678)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2680)..(2680)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2682)..(2682)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2689)..(2691)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2693)..(2693)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2699)..(2701)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2706)..(2708)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2712)..(2713)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2716)..(2716)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2718)..(2719)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2726)..(2727)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2729)..(2730)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2733)..(2736)
<223>N=A, U, GoC

<220>
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<221> misc_feature
<222> (2742)..(2743)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2750)..(2750)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2760)..(2762)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2766)..(2766)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2768)..(2770)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2771)..(2774)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2778)..(2779)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2783)..(2785)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2788)..(2788)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2790)..(2809)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2812)..(2814)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2816)..(2820)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2824)..(2825)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
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<222> (2827)..(2830)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2833)..(2833)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2840)..(2842)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2844)..(2846)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2849)..(2849)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2853)..(2856)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2858)..(2859)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2861)..(2864)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2866)..(2867)
<223>N=A,U,GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2870)..(2872)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2875)..(2877)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2885)..(2888)
<223>N=A, U, GoC

<220>

<221> misc_feature
<222> (2890)..(2895)
<223>N=A, U, GoC

<220>
<221> misc_feature
<222> (2899)..(2904)
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<400> 4
nnnnaagnnn nnaagngnnn nngguggaug ccungacnnn nnnagncgan gaaggangnn 60
RANANCANCA ANAnNChnng gnnagnngnn ANNRANCANN Ananccnnng nunuccgaau 120
ggggnaaccce NANNMNANNAA ARANARANAN ANARAOAAAT ANAAARAANNA AANAAANGNAN 180
nacnnnnnga anugaaacad cunaguannn nnaggaanag adannaannn ngauvuncann 240
nguagnggcg agcgaannng nannagnocnn nARnnRnnnRn AANRRANAAR ARnannngaa 300
nANNAUggna agnnnnnnnn nannngguna nannccngua nnnnaaannn nnnnnnnnnn 360
NARAANAANA aguannnonn ANCNCgRgnn annnngunng aannngnnnn gaccannnnn 420
naagncuaaa Lwacunmnnnn ngaccnauag ngnannagua cngugangga aaggngaaaa 480
ghacccnnnn nangggagug aaanagnncc ugaaaccnnn nancauanaan nngunnnagn 540
AARAARNARA ARNUQanngc guncCuluug nannaugnnn chgnganuun nnnunnnnng 600
chagnuuaan RAANMANNRAGN agncgnagng aaancgagun nnaanngngc annnagunnn 660
nngnnnnaga Cncgaancnn ngugancuan nnaugnncag gnugaagnnn nnguaanann 720
nAANUGYaggn cCgaacnnnn nnAnguUUgaa aannnnnngg augannugug nnungnggng 780
aaanncnaan cnaacnnngn nauagcuggu ucucnncgaa annnnuuuag gnnnngcnun 840
AAAARAARAR AARAQOROQU agagcacugn NARAARRAMRG gRARAARAAN ARARUacnna 900
naannAnnaa acuncgaaun connnnnnnn nannnnnngn agnnanncnn ngngngnuaa 960
ARURCANNOU nRanagggna acancccaga nonncnnnua aggncccnaa nnnnnnnnua 1020
aguggnaaan gangugnnnn NACANAnNaca nnnaggangu uggcuuagaa gcagoccancn 1080
uunaaagann gCguaanagc UCACUNnNUCh agnnnnnnng Ccgocngannau nuancgggnec 1140
UaannnAnnn nccgaannnn NAgNNNNRnn NAARMNANNA AARANGQUag nngagcgunn 1200
NARNNNNNNAN NGaagnnnnn nngnnannnn nnnuggannn nnnnnnagug ngnaugnngn 1260
naunaguanc gannnnnnnn guganannon nnincnccgn annncnaagg nuuconnnnn 1320
nangnunnuc NANANNGggU nagucgnnne cuaagnngag ncnganangn nuagnngaug 1380
gnnannnggu nnauvauuccn nnacnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnngacgn nnnnngnnnn 1440
ARNAANANNA ANNAGQGNNNN AANOAAAANN RRAAARANAn anpannnann nnnnnnnnnn 1500
ANANNARANA ARAADARNAN AANOARARNN Rnaaanannn anaannnann nnnnnnnnnn 1560
annncnngaa aannnnnnnn NnNONANANN nDANRARARNG guaccnnaaa ccgacacagg 1620
ungnnAngnn gagnanncan aggngnnign nARAaannnnn ninaaggaac unngcaaanu 1680
ARARCCOUan cuucggnana aggnnnncnn NNRRRARRRAN RARARARAARRA ARARAARRAR 1740
NARANRNANG AANNAaNANan ANgARNNARR Cnacuguuua nnaaaaacac agnncnnuge 1800
naanncgnaa gnnganguau anggnnugac nccugcccong ugonngaagg uuaanngnnn 1860
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nnRnnNgRnn
nnuccuaaqg
annnnnnnnc
uncncgennn
nnnnAnnug
cnnnnnugnn
nnngacanug
ngnhcnaagg
gohunacugn
unnRRnAUGa
nnnncccaaq
cuggggecugn
ggguunanaa
nRgnnnugnn
ngccannnge
nngaancnnn
agannannnn

uaaunnnncn

nngnanRnnn
uagcgaaauu
ugucucnnnn
nngacggaaa
unnagnauag
auacnacncu
nnngnngggn
unnncunann
nagnnnnacn
aagngcoonuc
aguncanauc
agnngguccc
cgucgugaga
cnuaguacga
anngcngnnu
cnnnnagann
gungauaggn

nnnnncuuJnn

<210>5

<211> 13

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> misc_feature
<223> Cebador

<400> 5
cgtggtgacc ctt 13

<210>6

<211> 14

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> misc_feature
<223> Cebador

<400> 6
cgtcgtcacc gcta 14

<210>7

<211>13

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> misc_features
<223> Cebador
<400> 7
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nnnnannnaa
ccuugucggg
nannncncng
gaccconngn
gunggagncn
nnAannnnAnn
aguuunacug
nnggnnggnn
nARCgagcag
gcucaacgga
gacggnnnng
aagggunngg
caguungguc
gaggaccggn
agcuannunn
agnnnucncn
nngnanugna

nnnn

gcccnnguna
uaaguuccga
ngaanuunna
ancuuuacun
nngannnnnn
nnANUCUaac
gggcggunng
aucnnnnnnn
nRRCgaaagn
uaaaagnhuac
uuuggcaccu
cuguucgeen
ccuaucngnn
nngnacnnan
ggnnnngaua
GLLLLLGLGT

agnnnngnna

72

acggcggnng
ccngcacgaa
AuURRNNguna
nannnunnna
nncgnnagnn
AnARARRAND
cuccnaaann
naguAnaann
AggRNRUAgU
ncnggggaua
cgaugucgge
nuuazagngg
gngngngnnn
CACUggugnn
anngcugaan
WLLGLLGTTES

nnRnunnagn

uaacuayaac
nggngnaang
agaugcnnnn
nugRnRRnan
nannnggagn
nancannnmn
guaacggaqgg
gnanaagnnn
gauccggngg
acaggcunau
ucnucncauc
nacgngagcu
gannnuugan
ncnguugunn
gcaucuaagn
gnnncnnnnn

nnacnnnuac

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2904
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Reivindicaciones
1. Un procedimiento para identificar un bioagente desconocido que comprende:

a) poner en contacto el acido nucleico del bioagente con al menos un par de cebadores de oligonucleétidos
que hibridizan a las secuencias conservadas del acido nucleico y flanquean una secuencia de &acidos
nucleicos variable;

b) amplificar la secuencia de &cidos nucleicos variable usando el mencionado al menos un par de cebadores
de oligonucledétidos para producir un producto de la amplificacion;

¢) determinar la masa molecular del mencionado producto de la amplificacion por espectrometria de masas y
determinar la composicion base del mencionado producto de la amplificacién; y

d) comparar la mencionada composicién base con una o mas composiciones base de productos de la
amplificacion obtenidos realizando los pasos (a)-(c) en una pluralidad de organismos conocidos en donde las
mencionadas una o mas composiciones base estan contenidas en una base de datos, y en donde una
coincidencia identifica el bioagente desconocido.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el mencionado bioagente es un virus.
3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en donde el mencionado virus es un virus ARN.
4. El procedimiento de la reivindicacién 3, en donde el mencionado virus ARN:
(i) es un virus ARN de cadena negativa seleccionado de arenavirus, Bunyavirus y Mononegavirales; o
(ii) es un virus ARN de cadena positiva seleccionado de Picornavirus, Astrovirus, Calcivirus, Nidovirales,
Flavivirus y Togavirus.
5. El procedimiento de la reivindicacién 2, en donde el mencionado virus es el virus de la viruela.
6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el mencionado bioagente es un hongo.
7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en donde el mencionado hongo es Coccidioides immitis.
8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en donde el mencionado bioagente es un gen de toxina.
9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en donde la mencionada toxina es seleccionada de botulismo, micotoxinas
T-2, ricina, enterotoxina B de estafilococo, shigatoxina, abrina, la aflatoxina, toxina épsilon de Clostridium
perfringens, conotoxinas, diacetoxiscirpenol, tetrodotoxina y saxitoxina.

10. El procedimiento de la reivindicacién 1, en donde el mencionado bioagente es una espora.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el procedimiento se usa para la
identificacion de un bioagente desconocido en una muestra ambiental, y opcionalmente una muestra de agua.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el procedimiento se usa para la
identificacién de un bioagente desconocido en una muestra clinica, y opcionalmente una muestra clinica humana.

13. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el mencionado paso de amplificacién
comprende reaccién en cadena de polimerasa.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el mencionado paso de amplificacion
comprende reaccién en cadena de la ligasa o amplificacion de desplazamiento de la cadena.

15. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde las mencionadas secuencias a las que hibridizan al menos un
par de cebadores de oligonucleétidos estan altamente conservadas entre las diferentes especies de bioagentes.

16. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde las mencionadas secuencias a las que hibridizan al menos un
par de cebadores de oligonucleétidos estan altamente conservadas entre los mdltiples géneros de bioagentes
diferentes.

17. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el mencionado acido nucleico es ARN ribosémico, o codifica
RNasa P o codifica una polimerasa de ARN dependiente del ARN.

18. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-17 en donde el mencionado producto de la amplificacién

es ionizado antes de la determinacion de la masa molecular, en donde la mencionada ionizaciéon es opcionalmente
por ionizacion por electrospray, desorcion por laser asistida por matriz o bombardeo con atomos rapidos.
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19. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-18, comprendiendo ademas el paso de aislar el acido
nucleico del mencionado bioagente antes de poner en contacto el mencionado acido nucleico con el mencionado al
menos un par de cebadores del oligonucleétido.

20. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde la mencionada espectrometria de masas
es seleccionada del grupo consistente de espectrometria de masas de resonancia de ciclotron de iones
transformada de Fourier (FT-ICR-MS), trampa de iones, cuadrupolo, sector magnético, tiempo de vuelo (TOF), Q-
TOF vy triple cuadrupolo.

21. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, comprendiendo ademas realizar el paso b) en
presencia de un analogo de adenina, timidina, guanosina o citidina que tienen un peso molecular diferente que la
adenina, timidina, guanosina o citidina.

22. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en donde el mencionado cebador del oligonucleétido
comprende un analogo de base en las posiciones 1y 2 de cada triplete dentro del mencionado cebador, en donde el
mencionado andlogo de base enlaza con afinidad aumentada con su complemento en comparacion con la base
nativa, y/o en donde el mencionado cebador comprende opcionalmente una base universal en la posicién 3 de cada
triplete dentro del mencionado cebador.

23. El procedimiento de la reivindicacién 22, en donde el mencionado andlogo de base es seleccionado del grupo
consistente de 2,6-diaminopurina, propino T, propino G, fenoxazinas y abrazadera G, y/o en donde la mencionada
base universal es seleccionada del grupo consistente de inosina, uridina guanidina, 5-nitroindol, 3-nitropirrol, dP, dK,
y 1-(2-desoxi-B-D-ribofuranosil)-imidazol-4-carboxamida.
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FIG. 1A

Hoja 2/57

Hoja 3/57 Hoja 4/57

Hoja 5/57 Hoja 6/57
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FIG. 1B
Hoja 8/57 Hoja 12/57
Hoja 9/57
Hoja 13/57
Hoja 10/57
Hoja 11/57
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FIG. 1B(contd)
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FIG. 1C

Hoja 15/57

Hoja 16/57

Hoja 18/57

Hoja 17/557

Hoja 19/57
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FIG. 1C(contd)
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FIG. 1D
Hoja 21/57 Hoja 24/57
Hoja 22/57 Hoja 25/57

Hoja 23/57 Hoja 26/57
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FIG. 1E

Hoja 28/57

Hoja 29/57

Hoja 30/57

Hoja 31/57

Hoja 32/57

Hoja 33/57
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FIG. 1E(contd)
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FIG. 1E(contd)
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FIG. 1E(contd)

[1_4] [0-107]
- ( FE B R B

G testy

G"‘.?-- n.\

105



ES 2451003 T3

veg  1€1-029

106



ES 2451003 T3

L -
&l iy
| GZe-& _etfc0at
i {1-§1"-:: §z€ o
: : -—® Guws ita :
i e=? LCwg -———D— :
E-/ 1] |
v |
i & i
o ——
cdi 1 i
‘ I
570-640
: ::y“
T
FIG. 1E(contd)

107



ES 2451003 T3

108



ES 2451003 T3

FIG. 1F
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FIG. 1F(contd)
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FIG. 1G
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