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DESCRIPCION
Procedimiento de genotipado
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un procedimiento para genotipar uno o mas loci en una molécula diana presente en una
muestra. Adicionalmente, la invencion se refiere a un kit para realizar dicho procedimiento. La invencién también se
refiere a un procedimiento para disefiar y producir cebadores de seleccion para su uso en dicho procedimiento de
genotipado o en dicho kit. Asimismo, la invencion se refiere a la seleccion de cebadores como tales.

Antecedentes

En investigacion genética o en el diagnoéstico de enfermedades infecciosas, una tarea importante es la
determinacion y la clasificacion de las secuencias de nucleétidos en una region concreta del genoma en la que entra
en dos categorias, que gobiernan caracteristicas importantes del fenotipo. El principal ejemplo de una situacion de
este tipo es el sitio de escisidon de la proteina precursora de hemaglutinina (HAQO) del virus de la gripe aviar (VGA),
que es de un tipo caracteristico de un virus poco o muy patogénico. Los sitios de escision de HAP del VGA
altamente patogénico contienen varias cadenas laterales de ammoamdos basicos con el motivo minimo R/K-X-R/K-
RiG y hasta ahora solo se han encontrado para los subtipos H5 y H7". De hecho, se ha demostrado que un gran
ndmero de virus posen proteinas de superficie para las que se requiere escision postraduccional para la activacion
de la infectividad?, incluyendo importantes patégenos tales como el virus de la inmunodeficiencia de tipo 1, los
filovirus ébola y Marburg y flavivirus, tal como el virus de la fiebre amarilla. Muchos de estos virus poseen motivos
del sitio de escision similares a los de los virus de la gripe aviar y hay varios V|rus para los que se ha demostrado
que existen correlaciones entre las propiedades de patogenicidad y de escision”

En base a la representacion de codones, el motivo del sitio de escision del VGA altamente patogénico puede estar
representado por mas de 18.000 secuencias distintas a nivel del ARN. Varios cientos de estas posibles secuencias
se han descubierto en diferentes virus de los subtipos H5 y H7 y constantemente estan apareciendo nuevos virus
con secuencias del sitio de escisién antes desconocidas. Por esta razén, los |ntentos para sondar el sitio de escision
en aplicaciones de PCR se han limitado a subpoblaciones de virus de la grlpe y los procedimientos estandar
actuales para el analisis molecular de la patogenicidad del VGA implican la secuenciacion de los nucleétidos del sitio
de escision®’. Por tanto, los experimentos en un solo tubo para el patotipado del VGA, que eviten una secuenciacion
de nucleotldos engorrosa, que requiere tiempo y técnicamente exigente, para aplicaciones diagndsticas y de
deteccion selectiva rapidas, deben poder investigar la muestra de un modo multiplexado.

Un problema importante de la diferenciacion de grupos grandes de secuencias gendmicas es la concepcion de
procedimientos de amplificacion multlplexados para obtener una amplificacion homogénea de todos los segmentos
diana reconocidos y suprimir las interacciones entre los cebadores.

Se han realizado intentos para suprimir interacciones entre los cebadores, por ejemplo, usando la tecnologia
HANDS (sistema no dimérico asistido por marcadores Homo), en la que los cebadores quiméricos (cebadores de
reconocimiento de secuencia marcados con una secuencia universal) estan presentes a una concentracion
relativamente baja, mientras que los cebadores universales dirigidos al complemento de los marcadores universales
presentes en los cebadores quiméricos, que en este esquema lleva eficazmente la amplificacion a niveles
detectables, estan a concentraciones mas altas®. Dado que las mismas secuencias de marcadores universales
extienden el cebador directo e inverso de cada par de cebadores quiméricos, los extremos de los productos de
amplificaciéon seran autocomplementarios tras unos pocos ciclos de PCR. En resumen, apuntando a los productos
de dimerizacién de cebadores independientes favorecera la formacién de estructuras de "trlpode intramoleculares,
lo que protegera el extremo 3' y evitara la amplificacion posterior de los dimeros cebadores®. La supresion de los
dimeros cebadores permitira mayor multiplexacion.

En un esquema relacionado’, que adapta el concepto de supresién en la PCR " para deteccion multiplexada, un
cebador universal diana (adaptador) se une a los extremos del ADN gendmico. La amplificacién multiplexada se
consigue usando un cebador, comun a todas las reacciones multiplexadas, apuntando a la region del adaptador y un
cebador especifico diana para cada reaccion de componentes multiplexada. Se han propuesto dos mecanismos
para explicar la eficiencia de multiplexaciéon archivada con este procedlmlento En primer lugar, la reduccién del
numero de cebadores usados en la reaccion, dado que el cebador adaptador es |déntico para todas las reacciones,
reducir las interacciones indeseadas del cebador. En segundo lugar, la falsa amplificacion realizada por el cebador
adaptador solo producira amplicones con extremos autocomplementarios y, por tanto, formara estructuras en tripode
cuya amplificacion posterlor se suprimira del mismo modo que se ha propuesto para los dimeros cebadores en el
procedimiento HANDS®.

Posteriormente, el uso de cebadores universales ha encontrado muchos usos en procedimientos multiplexados,
tales como PCR potenciada'?, Templex PCR'®, PCR de recorrido anidada™, pero también en procedimientos de

amplificacion multiplexada basados en union, tales como amplificacion con sondas dependiente de la union'® y
ensayos basados en sondas de inversion moleculares marcadas de secuencia



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 254171013

El procedimiento para PCR multiplex, que puede facilitar el genotipado de microsatélites basado en fluorescencia
(SSR) y la preparacion multiplex de moldes de ADN para ensayos de SNP, se describe en Hayden et al, "Multiplex-
Ready PCR: A new method for multiplexed SSR and SNP genotyping”, BMC Genomics, vol. 9, n° 1, 2008.

A pesar de los esfuerzos realizados en la técnica, todavia existe la necesidad de nuevos procedimientos que
proporcionen una amplificacion homogénea de todos los segmentos diana reconocidos en grupos grandes de
secuencias genomicas.

Sumario de la invenciéon

El objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento nuevo que aborde el problema mencionado
anteriormente de la diferenciacion de grupos grandes de secuencias genémicas combinando varios de los temas
descritos anteriormente de una forma nueva.

De acuerdo con la invencion, la diferenciacion de la invencion de grupos grandes de secuencias gendmicas se
consigue mediante un procedimiento semianidado que comprende preamplificacion y una reaccion de amplificacion
de dos niveles, que desacopla los acontecimientos de reconocimiento y deteccion.

La invencion se refiere, en un aspecto, a un procedimiento de genotipado de los N loci presentes en una muestra en
una molécula de acido nucleico diana, en el que cada locus se localiza en una regién marcadora del genotipo de la
molécula de acido nucleico y corresponde a dos o mas genotipos.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un kit para realizar dicho procedimiento de genotipado, que
comprende cebadores y, opcionalmente, otros ingredientes de una mezcla de reaccion de amplificacién de acido
nucleico.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para disefiar y producir cebadores de seleccion para
usar en el procedimiento de genotipado o en el kit para realizar el procedimiento de genotipado.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a cebadores de seleccion adaptados para el genotipado de loci en
una molécula de acido nucleico diana.

Otras ventajas y objetos de la presente invencion se describiran con mas detalle, entre otras cosas, con referencia a
las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el resumen de una realizacion de la etapa de preamplificacion a) del procedimiento de
genotipado, en el que algunos cebadores estan marcados con una secuencia artificial.

La figura 2 muestra el resumen de una realizacion de la etapa b) del procedimiento de genotipado, en el que un
locus se va a genotipar correspondiente a cuatro genotipos. Los cebadores de seleccion (cebadores directos)
son bipartitos con una parte secuencia de reconocimiento del locus (1) y una parte de secuencia de marcaje de
dos piezas artificial en la que una pieza es una secuencia especifica de genotipo (2) compuesta por ADN libre de
estructura para hibridacién en matrices y la otra pieza es una secuencia no especifica de genotipo (3) comun a
todos los cebadores de seleccion bipartitos. El cebador de deteccion (Cebador directo) es comun a todos los
genotipos y corresponde a la secuencia no especifica de genotipo de los cebadores de seleccion. El cebador
inverso es el mismo tanto para seleccion como para deteccion. La palabra ADN (secuencia de codigo de barras)
corresponde a una secuencia en una matriz de lectura. Normalmente, la matriz porta las mismas secuencias que
la palabra de ADN para evitar la unién directa de los cebadores bipartitos y la unién requerira a una ronda de
amplificacién por PCR para crear el complementario de la palabra de ADN.

La figura 3 muestra el esquema de una realizacion de la etapa b) del procedimiento de genotipado, en el que un
locus se va a genotipar correspondiente a dos genotipos del virus de la gripe (PA= alta patogenicidad, PB=
patogenicidad baja). Los cebadores de seleccion (cebadores directos) son bipartitos con una parte d
reconocimiento del locus (1) y una parte de secuencia de marcaje especifica de genotipo de una pieza artificial
(2). Se usan dos cebadores de deteccion (cebadores directos) y se marcador con el marcador 1y el marcador 2,
respectivamente, correspondiente al respectivo genotipo. El cebador inverso es el mismo tanto para seleccion
como para deteccion.

La Figura 4 muestra el resumen del esquema para una realizacion del procedimiento de genotipado. En el
presente procedimiento hay una preamplificacién semianidada y un procedimiento de PCR en tiempo real de dos
niveles usado para el patotipado del virus de la gripe aviar (VGA). Un triangulo marca el sitio de escision, es decir
el locus que se va a genotipar. Las flechas negras indican los cebadores de preamplificacion. Los conjuntos de
cebadores de seleccion bipartitos para el reconocimiento de sitios de escision caracteristicos de virus a alta y
baja patogenicidad se representan como formas de tripode conectadas a una region rectangular que simboliza
los conjuntos de las secuencias de reconocimiento diana. Los cebadores de deteccidon se muestran como formas
de tripode marcadas con un marcador. Las lineas sdlidas y discontinuas significan si los cebadores
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reconocen/detectan sitios de escision tipicos de virus de alta o baja patogenicidad, respectivamente. Las formas
en tripode autocomplementarias sirve para minimizar las interacciones cebador-cebador.

La Figura 5 muestra las curvas de amplificacion mostradas como la proporcion normallzada de la sefal de
fluorescencia en dos canales ((JOE'/'FAM’) obtenidas con cebadores de deteccion Plexor® para el patotipado del
VGA H5 (a) y H7 (b). Se indican los aislados del VGC investigados. La patogenicidad de todos los aislados se
conocia previamente (Tabla 1 (H5) y Tabla 2 (H7)). Los aislados patogenicidad alta y baja se muestran con
lineas continuas y discontinuas, respectivamente. El ensayo se construye para dar una sefial positiva para
patogenicidad alta y una sefial negativa para patogenicidad baja y usa 380 cebadores de seleccién. Los dos
aislados patotipados de forma incorrecta en (b) son: A/mallard/Sweden/123455/08 (H7N7) y A/mallard/Sweden/
100993/08 (H7N7).

La Figura 6 muestra las curvas de amplificacion mostradas como la proporcion normallzada de la sefal de
fluorescencia en dos canales ((JOE'/'FAM’) obtenidas con cebadores de deteccion Plexor® para el patotipado del
ensayo 2008 UE. En la figura se indican los aislados del VGC investigados. La patogenicidad de todos los
aislados se determiné mediante secuenciacion del sitio de escision (Tabla 1 (H5) y Tabla 2 (H7)). Los aislados de
patogenicidad alta y baja se muestran con lineas continuas y discontinuas, respectivamente. El ensayo se
construye para dar una sefial positiva para patogenicidad alta y una sefal negativa para patogenicidad baja y usa
380 cebadores de seleccion.

La Figura 7 muestra las curvas de amplificacion mostradas como la proporcion normallzada de la sefal de
fluorescencia en dos canales ((JOE’/'FAM’) obtenidas con cebadores de deteccion Plexor® para el patotipado de
los cuatro aislados de VGP indicados en la figura. Las curvas mostradas sin y con cruces se obtuvieron de los
experimentos con un conjunto de cebadores de seleccion 380 y 382, respectivamente. La patogenicidad de todos
los aislados se determind mediante secuenciacion del sitio de escision (Tabla 1 (H5) y Tabla 2 (H7)). Los
aislados patogenicidad alta y baja se muestran con lineas continuas y discontinuas, respectivamente. El ensayo
se construye para dar una sefial positiva para patogenicidad alta y una sefial negativa para patogenicidad baja.

La Figura 8 muestra las curvas de amplificacion mostradas como la proporcion normallzada de la sefal de
fluorescencia en dos canales (JOE/FAM) obtenidas con cebadores de deteccidon Plexor® para el patotipado
usando los cebadores pan- -HA? ara preamplificacion. Los experimentos para patotipado de los aislados
indicados en la figura se realizaron usando el conjunto de cebadores de seleccion 382. La patogenicidad de
todos los aislados se determind mediante secuenciacion del sitio de escision (Tabla 1 (H5) y Tabla 2 (H7)). Los
aislados de patogenicidad alta y baja se muestran con lineas continuas y discontinuas, respectivamente. El
ensayo se construye para dar una sefal positiva para patogenicidad alta y una sefial negativa para patogenicidad
baja.

La Figura 9 muestra la distribucion de las temperaturas de fusion (a) y la longitud (b) entre los 382 cebadores de
seleccion. PA y PB significan cebadores que detectan sitios de escision de virus de patogenicidad alta y baja,
respectivamente.

La Figura 10 muestra las curvas de amplificacion obtenidas para aislados americanos mostrados como la
proporcidon normalizada de la sefial de fluorescencia en dos canales ((JOE’/'FAM’) obtenidas con cebadores de
deteccion Plexor® para el patotipado usando un conjunto de cebadores de seleccion 468 extendido que cubre
todos los sitios de escisidon en el mundo derivados de la base de datos de la secuencia de ncbi en diciembre de
2009. La patogenicidad de todos los aislados se confirmé mediante procedimientos estandar. Los aislados de
patogenicidad alta y baja se muestran con lineas continuas y discontinuas, respectivamente. Un aislado se
muestra con una linea discontinua larga y tiene baja patogenicidad,pero es portador de un sitio de escision tipico
para virus de patogenicidad alta. Asimismo, mediante el disefio del procedimiento se detecta que el aislado es
altamente patogénico. El ensayo se construye para dar una sefial positiva para patogenicidad alta y una sefial
negativa para patogenicidad baja. Las muestras con lineas finas son negativas y fueron de los tipos H7
americanos. Los cebadores para preamplificacion disefiados son especificos de H7 y H5 y en esta Figura se
usaron los cebadores especificos de H5.

La Figura 11 muestra las curvas de amplificacion mostradas como la proporcion normalizada de la sefial de
fluorescencia en dos canales ('(JOE’/FAM’) obtenidas con cebadores de deteccion Plexor® para el patotipado del
virus de la enfermedad de Newcastle (VNC). Las cepas mesogénicas (discontinua larga) y velogénicas (linea
continua) se consideran altamente patogénicas y los aislados lentogénicos (discontinua corta) son poco
patogénicos. Los experimentos para patotipado de los aislados indicados en la figura se realizaron usando el
conjunto de cebadores de seleccion 252. La patogenicidad de 25 aislados se conocia anteriormente en la
literatura, los sitios de escision de los otros 5 aislados (SD2C2,SA1C, LK2p, WARW y MX4) se secuenciaron. El
ensayo se construye para dar una sefal positiva para patogenicidad alta y una sefial negativa para patogenicidad
baja.

Definiciones

En el contexto de la presente solicitud e invencion, se aplican las siguientes definiciones:
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Como se usa en el presente documento, el término genotipado se refiere en un sentido amplio al procedimiento de
determinar el o los nucleétidos (por ejemplo, la variacién de secuencia) concretos presentes o ausentes en un locus
polimérfico o localizacion gendmica concretos. El término genotipo se refiere a la constitucion genética de una
célula, un individuo o un organismo.

Con el término locus se quiere decir la localizacion especifica de un gen o secuencia de acido nucleico, tal como
ADN o ARN cromosoémico de cualquier origen, derivado de eucariotas, procariotas etc. En una especie bacteriana, el
locus se puede localizar, ademas de en el ADN cromosémico, en elementos moviles tales como plasmidos,
transposones, casetes de resistencia y genes de virulencia, y el genotipado incluira la determinacion de la presencia
y la naturaleza o ausencia de estos elementos, asi como el genotipado de loci cromosémicos.

Como se usa en el presente documento, el término muestra se refiere a una composicién que contiene un material
que se va a detectar o analizar. Las muestras incluyen muestras biolégicas que se refieren a cualquier material
obtenido de una fuente viva, por ejemplo un animal tal como un ser humano u otro mamifero, una planta, una
bacteria, un hongo, un protista o un virus o una forma procesada, tal como material amplificado o aislado.

En este contexto, con los términos diana y unién y palabras derivadas de los mismos se pretende ilustrar el
acontecimiento en el cual, o el sitio al cual, un cebador puede hibridar en condiciones rigurosas.

Con la expresion region marcadora del genotipo se quiere decir una region gendémica cuya secuencia o existencia
significan una propiedad del organismo tal como; genotipo, virulencia/patogenicidad, presencia de elemento movil,
presencia de determinados genes, resistencia a antibiéticos etc.

Como se usa en el presente documento, el término amplificar o amplificacién se refiere a medios para aumentar la
cantidad de biopolimero, especialmente acidos nucleicos. En funcidon de los cebadores 5' y 3' que se elijan, la
amplificacion también sirve para restringir y definir

una region diana o locus del genoma que es objeto de andlisis. La amplificacién se puede realizar por cualquier
medio conocido por los expertos en la técnica y, en particular, las realizaciones incluyen el uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

Con el término preamplificacion se quiere decir un sistema de amplificacién, preferentemente un sistema de PCR,
dirigido a un material genético ADN, que puede ser ARN de transcripcion inversa, de un organismo para el cual se
va a determinar el genotipo, por ejemplo el patotipo de la gripe aviar.

Con el término cebador se quiere decir un oligonucledtido que hibrida con una secuencia de acido nucleico durante
la amplificacion. La expresion cebador directo se refiere a un cebador con la misma secuencia que la hebra de
codificacién de un gen o una secuencia artificial unida quiméricamente a la hebra de codificacion, y la expresion
cebador inverso hace referencia a un cebador con una secuencia complementaria a la hebra de codificacion de un
gen o complementaria a una secuencia artificial unida quiméricamente a la complementaria de la hebra de
codificacion.

Los cebadores de seleccion se usan en un sistema de amplificacion de seleccion, preferentemente un sistema de
PCR que debe interpretarse como un sistema de amplificacion dirigido al molde proporcionado por el sistema de
amplificacion preamplificacion. Los cebadores inversos y directos estan dirigidos a la region,que determina la
propiedad analizada, de un modo multiplex mediante los cebadores bipartitos cuyas regiones en el extremo 5' estan
constituidas por elementos de la secuencia artificial de diferentes tipos segun la naturaleza del genotipo indicado por
la secuencia que reconoce la porcién del extremo 3' del cebador bipartito. El correspondiente cebador inverso/directo
puede o no estar multiplexado.

Los cebadores de seleccion se usan en un sistema de amplificacion de deteccién, preferentemente un sistema de
PCR que debe interpretarse como un sistema de amplificacion multiplex dirigido a los moldes proporcionados por el
sistema de amplificacion de seleccion. Los cebadores inversos o directos pueden estar marcados con marcadores o
restos quimicos para deteccion.

Con el término amplicén se quiere decir un segmento de ADN formado como los productos de acontecimientos de
amplificacién naturales o artificiales.

Los términos acido nucleico y molécula de acido nucleico se usan de forma intercambiable a lo largo de la
divulgacion. Los términos se refieren a un polimero de desoxirribonucleétido (ADN) ribonucleétido (ARN) y a hibridos
de ARN/ADN en forma mono o bicatenaria.

La frase amplificacion simultanea se refiere a la amplificacion de 2 o mas loci o regiones diana de acido nucleico al
mismo tiempo. La amplificacién simultanea normalmente esta dentro de la misma mezcla de amplificacion. Aunque
en el presente documento se contempla que la amplificacién simultanea se puede producir en mezclas de reaccion
separadas, para los procedimientos proporcionados en el presente documento, las reacciones de amplificacion
simultanea normalmente se producen en la misma Unica reaccion.
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Como se usa en el presente documento, el término multiplexacion se refiere a la amplificacion simultanea o reaccién
de extension de masa del cebador de mas de un oligonucleétido o cebador (por ejemplo, en un Unico recipiente de
reaccion); o el analisis simultaneo de mas de un oligonucleétido, por ejemplo en un dispositivo lector de matrices; o
la investigacion simultanea de la muestra con multiples cebadores.

Como se usa en el presente documento, la frase acido nucleico diana se refiere a uno o mas acidos nucleicos, tales
como ADN gendmico, a partir de los cuales se van a amplificar una o mas regiones o loci.

Como se usa en el presente documento, el término polimorfismo se refiere a la coexistencia de mas de una forma o
alelo de un acido nucleico, tal como un gen, o porciéon del mismo. Por ejemplo, una porcién o locus de un gen para el
cual existen al menos dos alelos diferentes, es decir dos secuencias de nucleétidos diferentes, se denomina loci,
regiones o sitios polimoérficos de un gen. Un locus polimérfico puede ser de un solo nucledtido (por ejemplo, SNP) o
puede ser de varios nucledtidos de longitud (por ejemplo, el sitio de escision de la gripe aviar, inserciones o
deleciones). De acuerdo con lo anterior, polimorfismo incluye sustituciones, inserciones, duplicaciones y deleciones
de nucledtidos. Un polimorfismo también puede hacer referencia a uno o mas nucleétidos o secuencias de
nucleétidos concretos que se producen en un sitio polimérfico concreto.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere, en un primer aspecto, a un procedimiento de genotipado de los N loci presentes en
una muestra en una molécula de acido nucleico diana, en el que N es al menos 1 y cada locus se localiza en una
region marcadora del genotipo de la molécula de acido nucleico y corresponde a dos o mas genotipos,
preferentemente dos genotipos. El procedimiento comprende las siguientes etapas a) a c).

En la etapa a) se realiza una preamplificacion de cada region marcadora del genotipo usando reacciones
enzimaticas dependientes del cebador. La preamplificacion se realiza con un primer grupo de pares de cebadores de
amplificacion que consisten en un primer conjunto de uno o mas cebadores directos diferentes y un primer conjunto
de uno o mas cebadores inversos diferentes, que dan uno o mas amplicones que abarcan la o las regiones
marcadoras del genotipo. Cada amplicén contiene una regién con al menos una secuencia de nucleétidos que
puede actuar como una diana de union al cebador distinta de la regiéon marcadora del genotipo.

La preamplificacion se puede lograr en N reacciones monoplex separadas o en una sola reaccion N-plex o cualquier
cosa entre estos extremos.

La secuencia de nucledtidos, preferentemente de una longitud de 10-40 nucleétidos, que puede actuar como diana
de unién al cebador pertenece a un segundo conjunto de secuencias que tienen menos de 100 miembros,
preferentemente menos de 20 miembros y, mas preferido, de 1 a 5 miembros. Dicho conjunto de secuencias se
puede conseguir mediante la existencia de regiones gendmicas conservadas de los amplicones o usando
secuencias artificiales conectadas enzimaticamente, por ejemplo mediante unién o usando cebadores para PCR
bipartitos que contienen partes en el extremo 5' artificial o una combinacion de estos mecanismos. Algunas
realizaciones de la etapa a) de preamplificacion se describen en la figura 1.

La muestra es una composicion que contiene un material que se va a genotipar. Las muestras incluyen muestras
bioldgicas que se refieren a cualquier material obtenido de una fuente viva, por ejemplo un animal tal como un ser
humano u otro mamifero, una planta, una bacteria, un hongo, un protista o un virus o una forma procesada, tal como
material amplificado o aislado.

El locus o loci de interés puede representar localizacion(es) especifica(s) de un gen | secuencia de ADN o ARN que
determinan una propiedad especifica, tal como el grado de patogenicidad, la resistencia a antibidticos. El nimero de
loci, N, que se va a genotipar esta, preferentemente, entre 1y 10 000, mas preferido es de 1 a 100, lo mas preferido
es 1.

La magnitud de la preamplificacién puede ser suficiente para la deteccion directa por medios tales como
electroforesis en gel o PCR en tiempo real, pero también puede ser menor que lo que normalmente se necesita para
la deteccion directa.

En la etapa b) se realiza una reaccion de amplificacion de acido nucleico a dos niveles usando reacciones
enzimaticas dependientes de cebador en el o los amplicones de la etapa a), comprendiendo la etapa b) las
siguientes dos etapas b1y b2).

El primer nivel, la etapas b1) es una amplificacion de acido nucleico usando un segundo grupo de pares de
cebadores que se unen a cada amplicon producido en la etapa a). Dicho grupo de pares de cebadores consiste en
un segundo conjunto de uno o mas cebadores directos diferentes y un segundo conjunto de uno o mas cebadores
inversos diferentes, en el que cada variante de secuencia de cada locus es el objetivo de al menos un cebador de
dichos segundos conjuntos de cebadores, formando dicho al menos un cebador un conjunto de cebadores de
seleccion. En contraste con el disefio de cebador convencional, se deberia seleccionar una regién con una gran
variacion para la diana de unién del cebador de seleccion, en el que las diferencias entre genotipos aparecen
claramente. Los cebadores de seleccion son bipartitos que tienen en el extremo 3' una parte de la secuencia de
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reconocimiento del locus que se une a dichos N loci en la region marcadora del genotipo y en el extremo 5' una parte
de la secuencia marcadora de una pieza artificial que es especifica del genotipo o una parte de la secuencia
marcadora de dos piezas artificial, en la que una pieza es especifica del genotipo y la otra no es especifica del
genotipo. Cada cebador de seleccion que se une al locus diana de la regién marcadora del genotipo forma un par de
cebadores junto con otro cebador perteneciente a dichos segundos conjuntos de cebadores, pero apuntando a dicha
secuencia de nucledtidos que pueden actuar como una diana de union al cebador de la etapa a). Se prefiere que
cada cebadores de seleccion esta presente en una concentracion de menos de 100 nM, preferentemente de 10-0.01
nM, y lo mas preferido de aproximadamente 0,1 nM, y el otro cebador de dicho par de cebadores esta presente en
una concentracion de al menos 100 veces, preferentemente entre 100 y 100.000 veces la de dicho cebadores de
seleccion. Esta etapa b1) da amplicones, cada uno de los cuales contiene uno respectivo de dichos N loci.

La unién, u orientacién, de un cebadores de seleccion bipartito a dichos N loci debera producirse mediante
hibridacion de dicho cebador a la region marcadora del genotipo que contiene el locus, en condiciones rigurosas. El
numero de apareamientos erréneos entre la region marcadora del genotipo y el cebador de seleccion debera ser
inferior 5, preferentemente inferior a 4, mas preferido no superior a 1y, lo mas preferido 0.

La concentracion baja de los cebadores de seleccion permiten una multiplexacion muy alta (al menos 10-1000). Un
numero elevado de diferentes cebadores de seleccién se puede usar de forma simultanea en el procedimiento, tal
como 10 000 cebadores, mas preferido de 1000 a 100 cebadores. Debido al caracter muy robusto del procedimiento
para genotipar el numero total de cebadores de seleccion diferentes que se pueden usar para la amplificacion
simultanea pueden usarse facilmente, si se requiere, por ejemplo como una consecuencia de la mutaciones que
conducen a secuencias no conocidas previamente que requieren nuevos cebadores para la deteccion.

Los cebadores de seleccion también pueden ser degenerados, lo que permite la deteccion de secuencias muy
similares dentro del mismo genotipo por medio de variantes del mismo cebador. El concepto de cebadores
degenerados es bien conocido en la técnica. En las secuencias de acido nucleico de oligonucledtidos sintéticos
degenerados (cebadores) Res Ao G, YesCoT,MesAoC,KesGoT,WesAoT,SesCoG,BesC,GoT,D
esA,GoT,HesA,CoT,VesA, CoG,yNesA,C,GoT.

La concentracion de ese otro cebador es al menos 100 veces la de dicho cebador de seleccion y puede estar en el
intervalo de 100 a 0,01 uM, preferentemente 10-0,01 uM, y lo mas preferido de aproximadamente 0,3 pM.

El segundo nivel, la etapas b2) es una amplificaciéon de acido nucleico usando un tercer grupo de pares de
cebadores que se unen a cada amplicdn producido en la etapa b1). Este grupo de pares de cebadores,presente en
una concentracion de al menos 100 veces, preferentemente entre 100 y 100 000 veces la de dichos cebadores de
seleccion en la etapa b1), consiste en un tercer conjunto de uno o mas cebadores directos diferentes y un tercer
conjunto de uno o mas cebadores inversos diferentes. Cada parte de la secuencia de marcaje de cada cebador de
seleccion es objetivo de al menos un cebador de dicho tercer conjunto de cebadores, en el que dicho al menos un
cebador forma un conjunto de cebadores de deteccion y en el que cada cebador de deteccion que se une a la
secuencia de marcaje forma un par de cebadores junto con otro cebador perteneciente a dicho tercer conjunto de
cebadores pero dirigidos a dicha secuencia de nucleétidos que puede actuar como una diana de unién al cebador de
la etapa a). Los cebadores de deteccion tienen, preferentemente:

i) una secuencia especifica de genotipo correspondiente a la parte de la secuencia de marcaje de una pieza
artificial de los cebadores de seleccion, en el que cada cebador de deteccién estd marcado con un marcador
detectable especifico de genotipo; o

ii) una secuencia no especifica de genotipo que es comun a todos los cebadores de deteccion y corresponde a la
secuencia no especifica de la parte de la secuencia de marcaje de dos piezas artificial de los cebadores de
seleccion, en el que cada cebador de deteccion esta marcado opcionalmente en el extremo 5' con un marcador
detectable o un resto quimico.

La etapa b2) tiene como resultado amplicones detectables, cada uno de los cuales contiene uno respectivo de
dichos N loci marcados con secuencias de marcaje especificas de genotipo y, opcionalmente, marcadores
especificos de genotipo.

Dichos cebadores de deteccion pueden estar marcados con un marcador seleccionado del grupo que consiste en
fluoréforos, marcadores luminiscentes, radiomarcadores, marcadores enzimaticos, cromoforos, tales como
Biosearch Blue™, Acridina, Coumarina, FAM, Rodamina verde, TET Cal Fluor® Gold 540, JOE, VIC, HEX, CAL
Fluor Orange 560, Quasar® 570, TAMRA, Rodamina Rojo, CAL Fluor 590, Cy3.5, ROX, CAL Fluor Red 610, CAL
Fluor REd 635, Pulsar(R) 650, Quasar 670, y Quasar 705, y un miembro de un par de unién, tal como biotina y
estreptavidina

La concentracion de los cebadores pertenecientes a dicho tercer grupo de pares de cebadores puede estar en el
intervalo de 100 a -0,01 puM, preferentemente 10-0,01 uM, y lo mas preferido de aproximadamente 0,3 pM.

En la etapa c), el genotipado de dichos N loci de la molécula de acido nucleico diana se realiza mediante:
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c1) durante, u opcionalmente después, la amplificacion del mismo detectando cada marcador comprendido en
cada amplicén producido en la etapa b2i), y relacionando la cantidad predominante del marcador detectado con
un genotipo especifico para cada locus; o

c2) tras la amplificacion poniendo en contacto cada amplicon producido en la etapa b2ii) con una matriz de
deteccion de secuencias especificas de genotipo, detectando la hibridacién de cada amplicon con la matriz y
relacionando la hibridacion detectada con un genotipo especifico para cada locus.

El genotipado de la etapa c1) puede realizarse de forma ventajosa por medio de PCR en tiempo real, pero también
pueden ser concebibles otras técnicas de amplificacion obvias para el experto en la materia. El genotipado de la
etapa c2) puede realizarse de forma ventajosa por medio de una matriz de deteccion tal como un ensayo de
micromatrices, pero también se pueden usar otras técnicas conocidas por los expertos.

Un modo de realizar el genotipado de la etapa c1) es mediante el uso de cebadores de deteccion que estan
adyacentes a un marcador en el extremo 5' tienen un iso-dC nucleétido. La amplificacion se realiza en presencia de
dabcil-iso-dGTP, y la deteccion en la etapa c1) se produce cuando dabcil-iso-dGTP inactiva las sefiales marcadoras
cuando se incorporan enfrente de iso-dC. En el caso en el que el locus o loci que se van a genotipar corresponden a
dos genotipos, se puede calcular la diferencia entre las sefiales marcadoras, con el fin de alcanzar un ensayo mas
sélido. Monitorizando la seial de diferencia o la proporcion de la sefal de cebadores marcados, un esquema de
deteccion positiva o negativa directa permite un tipado rapido y simple.

Las condiciones adecuadas para la amplificacion son bien conocidas en la técnica y dependen de, por ejemplo, la
temperatura y el tiempo de hibridacion , el tipo de tampdn, los aditivos, las concentraciones del cebador, el nimero
de ciclos etc. y son bien conocidos para un experto en la técnica. Las amplificaciones de acuerdo con el
procedimiento de genotipado son, preferentemente, en condiciones rigurosas.

Los cebadores de seleccion y los cebadores de deteccion pueden tener secuencias seleccionadas para minimizar la
interaccion cebador-cebador. Esto se puede conseguir mediante, por ejemplo, cebadores parcialmente
autocomplementarios. De forma ventajosa, la parte de la secuencia de marcaje artificial de dichos cebadores de
selecciodn tiene extremos autocomplementarios para formar menos de 10 pares de bases, preferentemente 3-7 pares
de bases y, lo mas preferido, 5 pares de bases. Un modo de minimizar la interaccién cebador-cebador es mediante
la formacion de la estructura en tripode, véase la figura 4.

Se prefiere que todos los cebadores usados en el procedimiento anterior se construyan para tener temperaturas de
fusién dentro de un intervalo de aproximadamente 10 °C, preferentemente 5 °C y, mas preferido, 1 °C uno de otro.

En una realizacion del procedimiento para genotipar dicha al menos una secuencia que puede actuar como diana de
union al cebador de la etapa a) corresponde a una parte de marcaje de la secuencia artificial introducida en los
amplicones formados en la etapa a) por medio de dicho primer conjunto de cebadores, en el que dichos cebadores
son bipartitos y comprenden una secuencia de marcaje en 5' artificial y una region en 3' de unién a la molécula de
acido nucleico diana. En otra realizacion, dicha al menos una secuencia que puede actuar como diana de unién al
cebador de la etapa a) corresponde a regiones genoémicas.

En una realizacion preferida, dicho tercer conjunto de cebadores usado en la etapa b2) que se unen a al menos una
secuencia que puede actuar como una diana de unién al cebador de la etapa a) es el mismo que dicho segundo
conjunto de cebadores usados en la etapa b1) que se unen a la al menos una secuencia que puede actuar como
una diana de unién al cebador de la etapa a). En otra realizacion preferida, dicho segundo conjunto de cebadores
usado en la etapa b1) que se unen a al menos una secuencia que puede actuar como una diana de unién al cebador
de la etapa a) es el mismo que el primer conjunto de cebadores usados en la etapa a).

Los cebadores de seleccion y los cebadores de deteccion pueden pertenecer a dichos conjuntos de cebadores
directos o a dichos conjuntos de cebadores inversos.

Cada locus de dichos N loci corresponde a dos o mas genotipos, preferentemente dos genotipos. Estos dos
genotipos pueden indicar patogenicidad alta y patogenicidad baja, respectivamente, de un microorganismo cuyo
genoma contiene dicho locus. Los dos genotipos pueden también corresponder a la presencia o ausencia de un
locus, lo que indica, por ejemplo, resistencia antimicrobiana y no resistencia, respectivamente, de los
microorganismos. La presencia o ausencia de un locus podria indicar, por ejemplo, resistencia a antibiéticos. El
microorganismo puede ser un virus, tal como un virus de la gripe, una bacteria etc.

Las etapas a), b1) y b2) pueden llevarse a cabo en el mismo tubo de reaccion, pueden llevarse a cabo en tubos de
reaccion distintos o realizandose cualquiera de las etapas a), b1) y b2) en un tubo de reaccién distinto pero las otras
dos etapas en el mismo tubo de reaccién. Al llevar a cabo dos etapas en el mismo tubo de reaccién se puede usar
un tubo de multiples compartimentos, tal como el descrito en el documento WO2006066245(A2).

Las Figuras 2 y 3 muestran las realizaciones de la etapa b), en la que los cebadores de seleccion bipartitos que
tienen una secuencia de marcaje de dos piezas artificial se ilustran en la fig. 2 y los cebadores de seleccion
bipartitos que tienen una secuencia de marcaje de una pieza artificial se ilustran en la fig. 3.
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En una realizacion del procedimiento para el genotipado de un locus especifico se genotipa un sitio de escision en
un virus de la gripe aviar. Dicho sitio de escision, tras la escision, conferira patogenicidad alta y patogenicidad baja,
respectivamente, al virus. Por tanto, la patogenicidad alta y baja corresponde a dos genotipos. Un par de cebadores
se usa en la etapa a) que consiste en los cebadores que comprenden las secuencias de acido nucleico de SEC ID
N° 59 y 58 o de cebadores que comprenden las secuencias de acido nucleico de SEC ID N°: 57 y 56. Los cebadores
de seleccion de la etapa b1) se eligen de los oligonucledtidos que comprenden las secuencias de SEC ID N° 1 a 55,
mientras que los cebadores de deteccion comprenden las secuencias de SEC ID N° 60 y 61. En una realizacion
preferida del mismo, dichos cebadores de deteccion tienen un iso-dC nucleétido adyacente al marcador en el
extremo 5' y la amplificacion de la etapa b2) se realiza en presencia de dabcil-iso-dGTP, en el que el dabcil-iso-
dGTP inactiva las sefiales marcadoras cuando se incorporan enfrente del iso-dC.

Considerando la seria amenaza epidemiolédgica que plantean los virus de la gripe muy patogénicos a nivel mundial,
el procedimiento de la invencion se ilustra mediante un ensayo de patotipado de la gripe aviar, en el que la muestra
se investiga para casi 400 sitios de escision diferentes en dos grandes conjuntos de secuencias gendmicas. No
obstante, el procedimiento también podria ser util en todas las areas de investigacion genémica en las que se
producen problemas similares.

Se ha construido un ensayo de patotipificacion de la gripe aviar para todos los virus de la gripe aviar aislados hasta
la fecha en el hemisferio oriental. El procedimiento depende de una construccion en PCR semianidada que, en el
caso del ensayo de patotipado del VGA, permite una investigacion de casi 400-plex de la muestra, que cubre todas
las variantes de la secuencia relevantes que, de acuerdo con nuestros conocimientos, se han producido en el
hemisferio oriental hasta la fecha. El alto nivel de multiplexado solo es eficaz durante el acontecimiento de
reconocimiento y se reduce a una deteccion mediante PCR en tiempo real de dos colores mediante el uso de
cebadores de tripode fluorogénicos universales. Se muestra que el procedimiento proporciona una alternativa rapida
y simple a la secuenciacion del ADN, que se puede implementar para deteccion selectiva de muestras grandes o en
aparatos de PCR portatiles para el diagndstico en campo.

La aparicion de sitios de escision caracteristicos de virus de alta o baja patogenicidad esta indicada por una sefial de
proporcion de la fluorescencia positiva o negativa, respectivamente. Se muestra que el concepto del ensayo es
extensible, versatil, solido y muy eficiente. La escision postraduccional proteolitica es un requisito habitual para la
activacion de virus y frecuentemente se acopla a la patogenicidad. Por tanto, la técnica de ensayo debera encontrar
una amplia aplicacidon en la investigacion viral basica, asi como en aplicaciones diagnésticas y, en general, en
aplicaciones de tipado en todos los campos de la gendémica. El patotipado del virus de la gripe aviar equivale al
problema de la discriminacién de todas las secuencias de ARN que conduce al motivo del aminoacido: R/K-X-R/K-R
de todas las demas posibles secuencias de nucledtidos. Este es un enorme problema de sondaje considerando que
en esta serie de aminoacidos pueden producirse mas de 18.000 secuencias de aminoacidos. Por esta razon, el
patotipado normalmente se realiza mediante secuenciacion de ADN en lugar de ensayos con sondas’. Procedentes
de todas las localizaciones geograficas, excluyendo las Américas, a principios de 2009 se descubrieron aislados de
los subtipos H5 y H7 con aproximadamente 240 secuencias con sitios de escision Unicos, como pone de manifiesto
su presencia en el banco de datos del NCBI?'. No obstante, esta cifra aumenta de forma constante debido a la
presidon inmunoloégica del amplio espectro de especies de huéspedes que pueden alojar virus de la gripe, lo que
conduce a alteraciones en las glucoproteinas expuestas en la superficie, sobre todo en la proteina hemaglutinina,
que determina la patogenicidad.

Para resolver este problema, los inventores explotaron una nueva estrategia para la investigacion de secuencias de
ADN altamente multiplexadas de una muestra mediante separacion de los acontecimientos de reconocimiento y
deteccion en una construccion del sistema de PCR de dos niveles. Reduciendo la concentracion de los cebadores
que reconocen la secuencia (los cebadores de seleccién) miles de veces, los inventores pudieron disefiar una
mezcla de cebadores de 380-plex para el reconocimiento del conjunto completo de los sitios de escision existentes
(la obtencion de un exceso de muestras se debe al uso de cebadores degenerados que producen alguna secuencia
hasta ahora no descubierta en la naturaleza). La disminucion de la concentracion de los cebadores de seleccion se
hace posible mediante preamplificacién de la diana e inversion eficaz del acontecimiento de reconocimiento. La
deteccion esta relacionada con la patogenicidad del sitio de escision mediante dos cebadores Plexor®"’ con
marcadores fluorescentes y secuencias diferentes, que se dirigen a las regiones artificiales en 5' de los dos
conjuntos de cebadores de seleccion bipartitos que, a su vez, estan dirigidos a los sitios de escision de baja y alta
patogenicidad. Usando un formato de PCR en tiempo real duplex, la reaccion de patotipado se puede llevar a cabo
en un solo tubo y los inventores dejan que los dos conjuntos de cebadores de reconocimiento del sitio de escision
(los cebadores de selecciéon) compitan por la unién a la diana (es decir, el sitio de escision). De este modo, los
inventores evitan requerir una especificidad absoluta del ensayo, es suficiente que un sitio de escision de una
muestra en investigacion sea mas similar a uno o el otro de los dos conjuntos de cebadores de selecciéon para
deducir la patogenicidad. Los inventores encuentran conveniente controlar la sefial de proporcién obtenida de los
dos cebadores de deteccion para determinar la amplificacion preferente de uno de los conjuntos de cebadores de
seleccién por encima del otro. Adicionalmente, al dar a los cebadores de deteccién extremos autocomplementarios
(cebadores tripode) se suprimié considerablemente el cebado falso y las sefiales inespecificas. Aqui, el mecanismo
es diferente del uso de investigadores previos del concepto de tripode, que usaron cebadores quiméricos con una
region en el extremo 5' universal para suprimir los dimeros cebadores ° 0 las secuencias adaptadoras ligadas
universales para suprimir el cebado falso sobre la diana ° En el presente caso, los propios cebadores forman
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tripodes. Los fuertes apareamientos de bases intra e intermoleculares que se formaran mediante los cebadores
tripode protegen el extremo 3' y compiten por esquemas de apareamiento alternativos que puedan proporcionar un
sustrato para la ADN polimerasa. Ademas, los inventores especulan con que el extremo en 5' con forma de tripode
de los cebadores de seleccion bipartitos podia funcionar como una carga de carga que repelen otros cebadores que
conducen a la disminucidon de las interacciones entre cebadores. Los intentos de construir los cebadores de
deteccion de los conjuntos de ADN sin estructura?’ no han tenido éxito, ya que estos cebadores parecian iniciar
facilmente el cebado en el conjunto de cebadores de seleccion (datos no mostrados). Es interesante destacar que
uno de los primeros estudios que usé marcadores de cebadores universales en PCR muIti?Iex también usaron un
cebador universal que podia formar una estructura en horquilla con cinco pares de bases GC 3,

La presente estrategia proporciona un ensayo notablemente eficaz y solido para el patotipado del virus de la gripe
aviar. Todos los aislados portadores de secuencias de sitios de escision representados en los conjuntos de
cebadores de seleccion se patotiparon correctamente. El ensayo fallé unicamente cuando la preamplificacion fallé o
cuando se encontraron nuevos sitios de escision. El ensayo es muy flexible, ya que facilmente se pueden afadir
nuevos cebadores de seleccion cuando emerjan virus con nuevos sitios de escision y se pueden usar cebadores de
preamplificacion siempre que abarquen el sitio de escision. Cabe destacar que el ensayo de patotipado no es un
ensayo de deteccion que requiere mediante optimizacion para una sensibilidad adecuado. Esto hace que el ensayo
sea muy solido e insensible al perfil de temperatura exacta de la PCR usada y la pureza y la concentracion de los
cebadores. Estos requisitos se cambian en su lugar al sistema de preamplificacion. Aunque, los cebadores de
deteccion son aproximadamente dos veces mas largos que los cebadores normales y en el presente estudio se usé
un conjunto de 55 cebadores de seleccién degenerados, el coste adicional del ensayo de patotipado es
insignificante. Esto se debe a la dilucién por un factor de mil en comparacion con una concentracion del cebador
tipica que reduce los costes por reaccion para el conjunto completo de 55 cebadores a solo el diez por ciento de los
costes de un solo cebador convencional. Dado que el ensayo se basa en un formato semianidado, las
contaminaciones por arrastre podrian ser un problema. No obstante, la insensibilidad inherente del ensayo de
patotipado con una concentracion tres ordenes de magnitud menor de los cebadores de reconocimiento de la
secuencia hace que el ensayo sea mucho menos propenso a sufrir este problema que los abordajes de PCR
anidada convencionales.

Este ensayo de patotipado proporciona nuevas oportunidades para la investigacion y diagnoéstico de la gripe aviar,
ya que tiene la capacidad de sustituir los caros y engorrosos procedimientos de secuenciacion que requieren tiempo
que se usan actualmente y de permitir un diagnostico mas rapido con la ventaja de transportar la muestra
simplificada a los laboratorios en campo en las proximidades de los brotes. El procedimiento también seria ideal para
implementar con aparatos de PCR portatiles, incluso sin la lectura en tiempo real, debido a la sencilla lectura de la
sefial positiva/negativa que se puede usar para diferenciar los patotipos. Otra aplicacion es la deteccion selectiva de
alto rendimiento mediante investigacion multiplex para las secuencias de interés. Aunque en el presente estudio, los
autores han ilustrado la estrategia del ensayo con el patotipado del virus de la gripe aviar, la escision
postraduccional proteolitica es un requisito habitual para la activacién de virus y, por ejemplo, para el virus de
Newcastle y el virus Sendai, la escisién ha tenido aplicabilidad en la virologia basica y aplicada, en institutos
diagndsticos centrales asi como en laboratorios de campo con una equipacion sencilla. Adicionalmente, el
procedimiento proporciona nuevos medios para una amplia gama de aplicaciones de tipado generales en todos los
campos de la biotecnologia gendmica.

También es concebible cualquier otro uso del procedimiento de la invencion para el tipado de conjuntos grandes de
secuencias genomicas tal como para la diferenciacion entre bacterias que muestran resistencia y no resistencia a
antibiéticos respectivamente.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un kit para realizar el procesamiento anterior para genotipado, que
comprende un primer grupo de pares de cebadores que consiste en un primer conjunto de uno o mas cebadores
directos diferentes y un primer conjunto de uno o mas cebadores inversos diferentes para la realizacion de la etapa
de preamplificacién a) del procedimiento, un segundo grupo de pares de cebadores que consiste en un segundo
conjunto de uno o mas cebadores directos diferentes y un segundo conjunto de uno o mas cebadores inversos
diferentes, un segundo conjunto de los cuales forma un conjunto de cebadores de seleccién, en el que los
cebadores de seleccion son bipartitos y tienen en el extremo 3' una secuencia de reconocimiento del locus y en el
extremo 5' una parte de la secuencia de marcaje de una pieza artificial que es especifica del genotipo o una parte de
la secuencia de marcaje de dos piezas artificial, siendo una pieza de la misma especifica del genotipo y siendo la
otra no especifica del genotipo, para la realizacion de la amplificacion de primer nivel de la etapa b1) del
procedimiento; un tercer grupo de pares de cebadores que consiste en un tercer conjunto de uno o mas cebadores
directos diferentes y un tercer conjunto de uno o mas cebadores inversos diferentes, un tercer conjunto del cual
forma un conjunto de cebadores de deteccion, en el que los cebadores de deteccion tienen una secuencia especifica
del genotipo correspondiente a la parte de la secuencia de marcaje de una pieza artificial de los cebadores de
seleccion o una secuencia no especifica del genotipo comun a cada cebador de deteccion y correspondiente a la
secuencia no especifica de la parte de la secuencia de marcaje de dos piezas artificial de los cebadores de
seleccion, para la realizacion de la amplificacion de segundo nivel de la etapa b2) del procedimiento en el que los
cebadores de deteccion estan marcados opcionalmente en el extremo 5' con un marcador o un resto quimico v,
opcionalmente, otros ingredientes de una mezcla de reaccion de amplificacion de acido nucleico.
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Es ventajoso que dichos cebadores de seleccion o cebadores de deteccion tengan secuencias seleccionadas para
minimizar la interaccién cebador-cebador. Esto se puede conseguir proporcionando cebadores con extremos
autocomplementarios que forman menos de 10, mas preferentemente 3-7 y lo mas preferido 5 pares de bases. Los
extremos autocomplementarios pueden forma tripodes, como se ha descrito anteriormente.

Los cebadores de deteccion estan marcados, preferentemente, con un marcador o resto quimico seccionado del
grupo que consiste en fluoréforos, marcadores luminiscentes, marcadores enzimaticos, radiomarcadores,
cromoforos y un miembro de un par de unién, tal como biotina o estreptavidina, Ejemplos incluyen Biosearch Blue™,
Acridina, Coumarina, FAM, Rodamina Verde, TET Cal Fluor® Gold 540, JOE, VIC, HEX, CAL Fluor Orange 560,
Quasar® 570, TAMRA, Rodamina Roja, CAL Fluor 590, Cy3.5, ROX, CAL Fluor Red 610, CAL Fluor REd 635,
Pulsar(R) 650, Quasar 670, y Quasar 705.

En una realizacion, dicho tercer conjunto de cebadores directos es el mismo que dicho segundo conjunto de
cebadores directos o dicho tercer conjunto de cebadores inversos es el mismo que dicho segundo conjunto de
cebadores inversos. En otra realizacion, dicho segundo conjunto de cebadores directos es el mismo que dicho
primer conjunto de cebadores directos o dicho segundo conjunto de cebadores inversos es el mismo que dicho
primer conjunto de cebadores inversos.

En una realizacién preferida para realizar el genotipado del virus de la gripe aviar, el kit comprende los primeros
conjuntos de cebadores que comprenden las secuencias de SEC ID N° 59 y 58 o las secuencias de SEC ID N°: 57 y
56, los cebadores de seleccion elegidos de los oligonucledtidos que comprenden las secuencias de SEC ID N° 1 a
55, y los cebadores de seleccion elegidos de los oligonucleotidos que comprenden las secuencias de SEC ID N° 60
y 61.

El kit puede incluir los cebadores de deteccién que comprenden un iso-dC nucleétido adyacente al marcador en el
extremo 5'y la mezcla de reaccion de amplificacion de acido nucleico comprende dabcil-iso-dGTP.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para disefiar y producir cebadores de seleccién para
usar en el procedimiento para genotipado o en el kit para realizar el procedimiento de genotipado. El procedimiento
comprende las siguientes etapas a) a g). Las etapas a) a e) se realiza, preferentemente, por medio de uno o varios
programas informaticos.

En la etapa a), se alinea un gran nimero de secuencias de molécula de acido nucleico de interés, que comprenden
al menos un locus. En la etapa b) las secuencias de molécula de acido nucleico alineadas se mezclan por medio de
un programa informatico con funcién de alineacion del perfil. Las secuencias de molécula de acido nucleico
alineadas estan en la etapa c) recortadas a oligonucledtidos que tienen entre 20 y 50 nucleétidos, preferentemente
entre 30 y 40 nucledtidos, mas preferido 35 oligonucledtidos, que cubren dicho locus, y en la etapa d) la longitud de
dichos oligonucledtidos de la etapa c) se ajusta para alcanzar temperaturas de fusion similares para todos los
oligonucledtidos citados. Las temperaturas de fusion de dichos oligonucleétidos estan, preferentemente, en un
intervalo de aproximadamente 10°C, preferentemente de 5°C, mas preferido en 1°C. En la etapa e) se refiere al
agrupamiento de dichos oligonucleétidos en cebadores degenerados y la etapa f) se refiere a la sintesis de dichos
cebadores degenerados al tiempo que se afade al extremo 5' de los cebadores una parte de la secuencia de
marcaje de una pieza artificial, en la que una pieza de la misma es especifica del genotipo y la otra no es especifica
del genotipo. Por ultimo, en la etapa g) se recupera el producto del cebador de seleccion de la etapa f).

La parte de la secuencia de marcaje artificial de los cebadores de seleccion puede tener una secuencia
seleccionada para minimizar la interaccion cebador-cebador, por ejemplo, siendo autocomplementaria para formar
menos de 10, mas preferentemente 3-7 y, lo mas preferido, 5 pares de bases.

Las secuencias de la molécula de acido nucleico de la etapa a) proceden, preferentemente, de un microorganismo
tal como un virus, bacteria etc. Las secuencias de la molécula de acido nucleico de la etapa a) pueden proceder, por
ejemplo, del virus de la gripe y la secuencia de acido nucleico diana de interés puede ser, por ejemplo, el sitio de
escision de la proteina precursora de la hemaglutinina. Este sitio de escisién corresponde a dos genotipos que
representan patogenicidad elevada y patogenicidad baja de acuerdo con los criterios conocidos en la técnica. La
patogenicidad se confiere al virus tras la escision de dicho sitio de escision.

Las secuencias de la molécula de acido nucleico de la etapa a) que proceden de una especie bacteriana pueden
incluir, ademas de ADN cromosémico, elementos moviles tales como plasmidos, transposones, casetes de
resistencia y genes de virulencia, y el genotipado incluira la determinacion de la existencia y la naturaleza o de la no
existencia de estos elementos, asi como el genotipado de loci cromosémicos.

También se describe un procedimiento para producir cebadores de deteccion para usar en el procedimiento para
genotipado o en el kit para realizar el procedimiento de genotipado. Este procedimiento comprende las etapas de
sintetizar moléculas de acidos nucleicos que tienen secuencias que corresponden a la parte de la secuencia de
marcaje de una pieza artificial especifica de genotipo de los cebadores de seleccion o corresponden a la secuencia
no especifica de genotipo comun a cada cebador de deteccién y correspondiente a la secuencia no especifica de la
parte de la secuencia de marcaje de dos piezas artificial de los cebadores de seleccion. Los cebadores de deteccion
estan marcados opcionalmente en el extremo 5' con un marcador o un resto quimico seleccionado del grupo que

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 254171013

consiste en fluoréforos, marcadores luminiscentes, marcadores enzimaticos, cromdforos, radiomarcadores y un
miembro de un par de unién, tal como biotina o estreptavidina, Ejemplos incluyen Biosearch Blue™, Acridina,
Coumarina, FAM, Rodamina Verde, TET Cal Fluor® Gold 540, JOE, VIC, HEX, CAL Fluor Orange 560, Quasar®
570, TAMRA, Rodamina Roja, CAL Fluor 590, Cy3.5, ROX, CAL Fluor Red 610, CAL Fluor REd 635, Pulsar(R) 650,
Quasar 670, y Quasar 705.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a cebadores de seleccion adaptados para el genotipado de loci en
una molécula de acido nucleico diana, en el que cada locus se localiza en una respectiva region marcadora del
genotipo de la molécula de acido nucleico y corresponde a dos o mas genotipos. Los cebadores de seleccion
comprenden en el extremo 3' una parte de la secuencia de reconocimiento del locus y en el extremo 5' una parte de
la secuencia de marcaje especifica de genotipo de una pieza artificial o una parte de la secuencia de marcaje de dos
piezas artificial, en la que una pieza es especifica del genotipo y la otra no es especifica del genotipo. Los cebadores
de seleccion se eligen de los oligonucledtidos que comprenden las secuencias de SEC ID N° 1 a 55, o se eligen de
los oligonucleotidos que comprenden las secuencias de la tabla 3 o la tabla 6. Se prefieren cebadores de seleccion
que dan una temperatura de fusién promedio de aproximadamente 60°C.

También se describe un programa informatico para disefiar cebadores de seleccion. El producto del programa
informatico comprende instrucciones legibles en ordenador que se pueden descargar directamente en la memoria
interna de un ordenador. Estas instrucciones legibles se han adaptado para inducir al ordenador a disefiar los
cebadores de seleccion de acuerdo con la invencion.

Con los ejemplos siguientes se pretende ilustrar, pero no limitar, la invencion, que se define en las reivindicaciones
adjuntas.

Ejemplo 1

Expresion de ARN viral El ARN viral se extrajo de todos los aislados, a excepcién del EU Al PCR Proficiency Panel
2008, usando el kit MagAttract Virus Mini M48 (Qiagen, Hilden, Alemania) en el robot de extraccion Magnatrix 8000+
(NorDiag AB, Hagersten, Suecia) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se us6é un volumen de la muestra de
100 ml de cada aislado de virus y se eluyd en 70 pl de agua sin RNasa que contiene 0,04 % de azida sodica y se
uso6 inmediatamente o, de otro modo, se almacend a -70°C hasta su uso. El EU Al PCR Proficiency Panel 2008 se
extrajo usando el kit QlIAamp Viral RNA Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las muestras del Freidrich-Loffler-Institute (FLI) y del Epizone Al RNA Panel 2009 se obtuvieron como
ARN extraido.

Transcripcion inversa y preamplificacion La transcripcion inversa del ARN extraida y la preamplificacion de ADN
de todas las muestras de H5 y H7 utiliz6 los cebadores H5-kha-1/H5-kha-3 y GK7.3/GK7 .4, respectivamente., como
recomiendan los laboratorios de referencia de la UE’. Ambos sistemas de PCR se realizaron en volimenes de
reaccion de 25 pl usando el kit OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, Alemania) con los cebadores a
concentraciones de 1 yM y afadiendo 2,5 pl del ARN viral extraido en cada reaccion. Las condiciones de ciclado
para el sistema H5-kha-1/H5-kha-3 PCR fueron: 30 minutos de transcripcion inversa a 50 °C; 15 minutos de
activacion/desactivacion enzimatica a 96 °C; 40 ciclos de: 96 °C durante 10 s, 58 °C durante 30 s, 68 °C durante 30
s; y una etapa de extension final a 68 °C durante 7 min. Las condiciones de ciclado para GK7.3/GK7.4 fueron: 30
minutos de transcripcion inversa a 50 °C; 15 minutos de activacién/desactivacion enzimatica a 95°C; 35 ciclos de: 94
°C durante 30 s, 52 °C durante 30 s, 72 °C durante 45 s; y una etapa de extension final a 72 °C durante 4 min y15 s.
Todas las amplificaciones se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa usando E-gel al 2 % prevertido
con bromuro de etidio (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se visualizaron con luz UV. Los tamafios previstos de los
amplicones fueron 300-320 y 200-220 para las amplificaciones de H5 y H7, respectivamente. Un subconjunto de
muestras se sometid a transcripcion inversa y se preamplificdé con reacciones de una etapa usando cebadores
universales disefiados para amplificar todos los subtipos del VGA como se ha descrito prewamente , con la
excepcion de que las secuencias sobresalientes en el extremo 5' de los cebadores inversos usados para la
secuenciacion en el estudio original se eliminaron.

Diseino del cebador Todas las secuencias génicas de la hemaglutlnlna H5 y H7 derivadas de aislados fuera de las
Américas y disponibles en los recursos del virus de la gripe del NCBI 2" se recolectaron en febrero de 2009 con un
total de 2305 secuencias. Las secuencias se dividieron en cuatro conjuntos: H5N1 todos los demas HS5;
H7N1+H7N3+H7N7; todos los demas H7, que se alinearon por separado con Muscle 3. 6% usando por parametros
por defecto. Debido al gran nimero de secuencias de H5N1, estas secuencias se dividieron en dos conjuntos que se
alinearon por separado para reducir los reqU|S|tos de memoria. Estos dos conjuntos alineados se mezclaron después
con la funcién de alineacion de perfil de Muscle®*. Las alineaciones se recortaron a 35 unidades que finalizan en
cuatro bases aguas abajo del codon de la glicina deI sitio de escision (R|G) de HAO y las secuencias redundantes
se eliminaron usando Jalview 2.42°. En base a estas secuencias se disefiaron los cebadores. Los cebadores se
ajustaron manualmente hasta tener una temperatura de fusidon cerca de 60 °C, como se calcula mediante el
procedimiento de Rychlik et al.26, eliminando las bases de los extremos 3'y 5' de las 35 unidades segun se
requiera, al tiempo que se intentd que los cebadores cubrieran al menos algunos de los nucleétidos de los codones
R|G. Este objetivo se consiguié en la mayoria de los casos. Después de estos ajustes se elimind de nuevo la
aparicion de redundancia y, finalmente, quedaron 235 secuencias. Para reducir los requisitos de la sintesis, las
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secuencias se agruparon manualmente en cebadores degenerados. La degeneracion se limitd a 32 y no se
realizaron ajustes de las concentraciones para los cebadores degenerados. Tras la introduccion de degeneracion, el
numero total de secuencias aumenté a 382 resultantes de 55 cebadores (SEC ID N° 1-55). Los cebadores dirigidos a
los sitios de escision de genotipo de alta (32 cebadores) y baja (23 cebadores) patogenicidad portaban
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCG y un saliente CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCG b5,
respectivamente. Los cuatro pares de bases GC terminales en cada extremo de estos salientes son idénticos en las
dos secuencias y son autocomplementarios, al tiempo que la porcién interna restante difiere en una que es la
secuencia inversa de la otra. Este grupo de 55 cebadores bipartitos parcialmente degenerados constituye el conjunto
de cebadores de seleccion, que investigan la muestra para 382 secuencias del sitio de escision distintas. Los
cebadores Plexor® "’ para la deteccioén de sitios de escision de patogenicidad alta y baja tienen la misma secuencia
que la parte sobresaliente de los cebadores de seleccion bipartitos correspondientes pero estan marcados en el
extremo 5' con FAM y CAL Orange-560, respectivamente. Los cebadores inversos usados en el ensayo de
patotipado de dos niveles son comunes para ambos niveles e idénticos a los cebadores inversos de los sistemas de
preamplificacion usados. No obstante, aunque los sistemas de preamplificacion son distintos para H5 (H5-kha-1/H5-
kha-3) y H7 (GK7.3/GK7.4) los cebadores inversos se afiaden conjuntamente en el ensayo de patotipado en una
mezcla de una sola reaccion.

Experimentos de PCR en tiempo real Todas las concentraciones de los cebadores de seleccion fueron 0,3 nM y
concentraciones de cebadores de deteccion e inversos fueron 0,3 uM. Los cebadores de seleccidon se obtuvieron
desalados y disueltos en agua a 100uM de Sigma- Aldrich y se usaron sin purificacion adicional. Los cebadores
Plexor® se obtuvieron en Biosearch Technologies (Novato, CA) y los reactivos del sistema Plexor® gPCRde
Promega (Madison, WI). Todos los experimentos de PCR en tiempo real se realizaron en instrumentos RotorGene
3000 (Corbett Research, Sydney, Australia). Los canales de FAM y JOE se usaron para excitar y adquirir la sefial de
los cebadores marcados con FAM y CAL Orange-560, respectivamente. Usando las herramientas para analisis de
software RotorGene 3000 convencionales, las sefiales en el canal JOE en bruto se normalizaron contra las senales
del canal FAM en bruto y se realizé una correccion basal. La amplificacion se consiguié mediante 30 ciclos de: 10 s
a95°C,15sa50°Cy20sa72°C, siguiendo un tiempo de retencion inicial de 3 minutos a 95 °C.

Secuenciacion de ADN Los productos de la PCR de la preamplificacién se trataron con exonucleasa/fosfatasa
alcalina de gamba (ExoSAP-IT) (USB Corporation, Staufen, Alemania) a 37 °C durante 15 minutos para degradar los
cebadores y los nucledtidos restantes y antes de usar en la secuenciacion del ciclo con el kit de secuenciacion del
ciclo Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los volumenes de reaccién fueron 5 pl con 7,5
pmol de cada cebador H5-kha-1/H5-kha-3 y GK7.3/GK7.4 para las muestras de los subtipos H5 y H7,
respectivamente. Las condiciones del ciclado fueron: 25 ciclos de 96 °C durante 15 s, 50 °C durante 10 s 'y 60 °C
durante 2 min. Los productos se purificaron usando el kit Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup Kit
(Millipore Corporation, Billerica, MA) y después se analizaron en un secuenciador capilar ABI Prism 3130x1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los datos de la secuencia se analizaron y editaron con el paquete de software
DNAstar (DNASTAR, Madison, WI)

Resultados

Con el objetivo para alcanzar una investigacion altamente multiplexada de una muestra para la deteccién de
distintas secuencias que entran dentro de dos categorias se concibié una construccién de ensayo de PCR
semianidada a tres niveles (Fig. 4). El ensayo exhibe cuatro caracteristicas destacadas. En primer lugar, una region
gendmica mas grande que abarca la regiéon en investigacion se preamplifica mediante PCR. En consecuencia, €l
ensayo requiere que existan regiones cebadoras conservadas en cualquier sitio del segmento de la secuencia en
investigacion. Para el posterior ensayo de PCR para patotipado real, el gran incremento de la cantidad del molde
mediante PCR, permite disminuir la concentracion del cebador, que permitirda un grado elevado de multiplexacion
debido a que se suprimiran las interacciones entre cebadores. De hecho, en las condiciones del ensayo, la
concentracion del molde puede ser superior que la de los cebadores de reconocimiento de dianas y existe un
acontecimiento de reconocimiento inverso. En contraste con la mayoria de los ensayos de PCR, los cebadores de
reconocimiento de diana se unen directamente a la region de interés mediante el disefio, es decir al sitio de escision,
y "sonda" de la naturaleza de la regiéon de unién. No obstante, la concentracion baja de los cebadores de
reconocimiento de la diana prohibe la deteccién del producto de amplificacion de estos cebadores directamente. Por
esta razon, estos cebadores son bipartitos con una regién en 5' que es independiente de la diana pero de dos tipos
diferentes en funcion de la naturaleza de la parte de reconocimiento dela secuencia de los cebadores (en este caso,
los sitios de escision de patogenicidad alta o baja). Correspondiente a cada una de las porciones de la secuencia
artificial de los cebadores bipartitos de reconocimiento de la diana, es decir que comparten la misma secuencia, es
un cebador adicional que, en contraste con los cebadores bipartitos, estd en una concentracion elevada y también
porta un marcador fluorescente. Por tanto, la segunda caracteristica sobresaliente del ensayo es un sistema de PCR
de dos niveles con cebadores de reconocimiento de la secuencia bipartitos, que tras el reconocimiento del ADN
diana se extendera y formara la diana para el segundo conjunto de cebadores artificiales independientes de la diana
a concentracion elevada. Los inventores destacan los cebadores de seleccion anteriores, ya que la diana
seleccionara qué conjunto de cebadores estan extendidos, y los cebadores de deteccion ultimos. Obsérvese que los
tres sistemas de PCR, el sistema de preamplificacion y el sistema de patotipado de dos niveles usan el mismo
cebador inverso y que, en total, junto con la PCR de preamplificacion, existe un sistema de PCR de tres niveles.
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Para reducir las autointeracciones y el cebado falso, se dio a los cebadores de deteccion y, por tanto, las regiones
en 5' de los cebadores de seleccion una estructura de "tripode". Las extensas estructuras secundarias formadas
dentro de los cebadores constituyen la tercera caracteristica nueva del ensayo y estd en gran contraste con el
disefio convencional de cebadores, ya que se pueden formar estructuras tanto intramoleculares como
intermoleculares. No obstante, todas estas estructuras sirven para la proteccion del extremo 3' y, en el caso de los
cebadores de seleccion, constituyen una "carga de carga" que repelera a los demas cebadores y minimizan las
autointeracciones del cebador. Por ultimo, la cuarta propiedad caracteristica del ensayo se refiere a los medios de
deteccion y analisis del producto de amplificacion. El principio de deteccion depende de la amplificacion preferente
de uno de los conjuntos de productos de PCR que surgen de los cebadores de seleccion por encima del otro. Esto
se evallia marcando los dos cebadores de deteccion con un fluoréforo distinto (FAM y CAL orange-560 en el ensayo
de patotipado) y midiendo la diferencia o la proporcién de las sefiales en tiempo real. Dado que el ensayo no
contiene sondas, se uso la tecnologia de cebadores fluorogénicos Plexor® para la deteccion17. En contraste con la
mayoria de las tecnologl’as de PCR en tiempo real, la fluorescencia disminuye tras la extension de los cebadores en
la tecnologia Plexor® Y Enel ensayo de patotipado del VGA, la sefial del cebador de deteccion para patogenicidad
baja se divide por la sefal del cebador de deteccidon para patogenicidad alta. En consecuencia, una muestra que
contiene un virus de la gripe aviar que exhibe patogenicidad alta dara una sefal positiva, mientras que los virus
patogénicos bajos daran sefiales negativas.

En febrero de 2009, se recopilaron todas las secuencias de los sitios de escision del hemisferio oriental (o, en su
lugar, de todo el mundo a excepcién de las Américas) disponibles en la base de datos del NCBI. Se encontrd que 31
y 22 cebadores de seleccion degenerados que detectan sitios de escision de patogenicidad alta y baja,
respectivamente, podian representar todos los sitios de escision existentes en la region geografica a la que el
estudio se habia limitado. Este conjunto de 53 cebadores degenerados cubri6 un total de 380 secuencias. Después,
se afiadieron dos cebadores mas (véase mas adelante). Todos los cebadores se disefiaron para, al menos en cierta
medida, cubrir los codones R|G con su extremo 3' y tienen una temperatura de fusion cercana a 60 °C. Los
parametros ajustables fueron la longitud de los cebadores y pequefios cambios con respecto al sitio de escision. La
temperatura de fusién promedio de los conjuntos de cebadores de alta y baja patogenicidad fueron 59,7 °C (SD =
1,7 °C; N = 152) y 60,1 °C (SD = 1,9°C; N = 230). La distribucion de las temperaturas de fusion y las longitudes de
los cebadores se proporcionan en la Figura 9. Las concentraciones de los cebadores de seleccion y de deteccion
fueron 0,3 nM y 0,3 pM, respectivamente.

Para que la estrategia de patotipado ideada en la presente investigacion sea compatible con los procedimientos
actuales para el diagnostico de la gripe aviar en la UE, los cebadores usados para la deteccion del VGA H5 y H7 y la
secuenciacion del sitio de escision en los laboratorios de referencia central de la UE (LRC)"'® se usaron para
preamplificacion. Aunque los cebadores de PCR para el LRC para la deteccidon de los subtipos H5 y H7 son
diferentes, se usd una Unica mezcla maestra para todas las reacciones de patotipado, ya que se afiadieron en
conjunto los cebadores inversos de los dos sistemas. El patotipo de todos los aislados investigados se determind
previamente mediante secuenciacion de nucledtidos o se secuencio en el presente estudio (Tabla 1). En la Figura 5,
las curvas de amplificacion para aislados de patogenicidad ata y baja se muestran con lineas continuas y
discontinuas, respectivamente. A partir de la Figura 5a, queda claro que los 23 aislados H5 se han patotipado
correctamente con el presente ensayo, mientras que en la Figura 5b se ve que dos de los 19 aislados H7 se han
patotipado incorrectamente como de patogenicidad alta (A/mallard/123455/08 (H7N7) y A/mallard/ 100993/08
(H7NT7)). No obstante, estos recientes aislados con un nuevo sitio de escision no se incluyeron en el disefio inicial
del ensayo de patotipado. Los inventores mostraran mas adelante que un punto fuerte concreto de la estrategia del
presente ensayo es una extension simple y directa para explicar la aparicion de nuevos aislados con sitios de
escision previamente inadvertidos. Para un reto adicional del ensayo de patotipado,se analizé el ensayo de anillo
distribuido por el LRC durante 2008 (Fig. 6). Todos los resultados de patotipado obtenidos de las muestras del panel
fueron consistentes con las secuencias de los sitios de escision (Tabla 1 y Tabla 2). Obsérvese que el virus
Alchicken/ltaly/99 (H7N1) existe en una variante de patogenicidad alta y baja. Esto corresponde a una conversién de
patogenicidad de este virus mediante mutaciones en la regién del sitio de escision'.

Los genomas del virus de la gripe aviar son extremadamente variables, en particular, los genes expuestos en la
superficie,por ejemplo el gen de la hemaglutinina, que explica en gran medida la patogenicidad. Por esta razoén, es
importante que un procedimiento para la determinacion de la patogenicidad es capaz de, de un modo sencillo,
representar nuevas variantes de virus emergentes. Para la determinacion de la patogenicidad del VGA no ha
existido dicho procedimiento y la practica diagnostica se ha conformado con la secuenciacion de ADN. En la Figura
7, cuatro aislados diferentes, incluidos A/mallard/123455/08 (H7N7) y A/mallard/100993/08 (H7N7) patotipados
incorrectamente en la Figura 5, se muestran amplificados con el conjunto original de los cebadores de selecciéon y un
conjunto ampliado que incluye un cebador de seleccion responsable del sitio de escision nuevo portado por los
aislados a2008 H7N7 (curvas con cruces). Se puede ver que los dos aislados H7N7 (gris, curvas con flechas) se ven
afectados de forma selectiva por los nuevos cebadores y pasan de la sefial positiva (patogenicidad alta) a la sefial
negativa (patogenicidad baja), mientras que los otros dos aislados permanecen practicamente sin afectar por los
cebadores afiadidos. Por tanto, el ensayo puede extenderse muy faciimente simplemente afadiendo nuevos
cebadores de seleccion segun se requiera.

El ensayo de patotipado depende del éxito de la preamplificacién. No obstante, recientemente se ha notificado® que
los cebadores recomendados por el LRC’ eran incapaces de amplificar, por ejemplo, A/duck/Alberta/48/76 (H7N3) y

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 254171013

los inventores observaron que estos cebadores también eran incapaces de amplificar A/lequine/Prague/1/56 (H7N7).
Gall et al. disefiaron nuevos cebadores (pan-HA) para proporcionar una amplificacion universal para el patotipado
posterior mediante secuenciacion®’. Una ilustracion adicional de la flexibilidad de la construccion del presente
ensayo se proporciona en la Figura 8, en la que, en lugar de usar los cebadores del LRC, han llevado a cano la
preamplificacion con los cebadores de pan-HA y, después, en consecuencia, también usaron los cebadores inversos
pan-HA como cebadores inversos en la reaccién de patotipado, pero, por otro lado, todos los componentes del
patotipado permanecen intactos. En la Figura 8 se ve que todos los aislados estan patotipados correctamente,
incluyendo los aislados A/duck/Alberta/48/76 (H7N3) vy Alequine/Prague/1/56 (H7N7). La sefal de
A/duck/Alberta/48/76 (H7N3) aparece bastante débil, ya que la equivalencia mas cercana entre los cebadores de
seleccion contiene tres emparejamientos erroneos. Dado que A/duck/Alberta/48/76 (H7N3) es un aislado de
Norteamérica, la secuencia no se tuvo especificamente en cuenta en el disefio de los cebadores de seleccion.

Ejemplo 2 Conjunto extendido de cebadores del VGA que cubren todos los aislados del mundo

Expresion de ARN viral El ARN viral se obtuvo extraido del National Veterinary Service Laboratory en Ames, lowa,
EE.UU.

Transcripcion inversa y preamplificacion La transcripcion inversa del ARN extraido y la preamplificacion del ADN
de las muestras de H5 americanas uso el cebador directo prfH5WH y el cebador inverso prrH5WH, respectivamente
(Tabla 4). Los sistemas de PCR se realizaron en volimenes de reaccion de 25 ul usando el kit OneStep RT-PCR kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) con los cebadores a concentraciones de 1 uM y afadiendo 2,5 pl del ARN viral extraido
en cada reaccién. Las condiciones del ciclado fueron: 30 minutos de transcripcién inversa a 50 °C; 15 minutos de
activacion/desactivacion enzimatica a 96°C; 40 ciclos de: 96°C durante 10 s, 58°C durante 30 s, 68°C durante 30 s; y
una etapa de extension final a 68°C durante 7 min y15 s. Todas las amplificaciones se verificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa usando E-gel al 2 % prevertido con bromuro de etidio (Invitrogen, Carlsbad, CA) y
se visualizaron con luz UV. Los tamafos previstos de los amplicones fueron 300-320.

Disefio del cebador Los cebadores se disefiaron como se ha descrito anteriormente. El conjunto de cebadores de
seleccion se extendié para incluir también sitios de escision de aislados del hemisferio oriental (todos los sitios de
escision de todo el mundo hallados en la base de datos del NCBI a finales de diciembre de 2009). EI niumero de
cebadores de seleccion degenerados fue 80 (Tabla 3) hasta un total de 468 cebadores Unicos. Los cebadores de
deteccion fueron los mismos usados en el conjunto de cebadores original (véase anteriormente) y los cebadores
inversos fueron prrtH5EH, prrH5WH prrH7EH y prrH7WH. (Tabla 4)

Experimentos de PCR en tiempo real Todas las concentraciones de los cebadores de seleccion fueron 0,3 nM y
concentraciones de cebadores de deteccion e inversos fueron 0,25 uM. Los cebadores de seleccion se obtuvieron
desalados y disueltos en agua a 100uM de Sigma- Aldrich y se usaron sin purificacion adicional. Los cebadores
Plexor® se obtuvieron en Biosearch Technologies (Novato, CA) y los react'vos del sistema Plexor® gqPCRde Promega
(Madison, WI). Todos los experimentos de PCR en tiempo real se realizaron en instrumentos RotorGene 6000
(Corbett Research, Sydney, Australia). Los canales de FAM y JOE se usaron para excitar y adquirir la sefial de los
cebadores marcados con FAM y CAL Orange-560, respectivamente. Usando las herramientas de andlisis de
software estandar RotorGene 3000, las sefiales del canal JOE en bruto se dividieron mediante las correspondientes
sefales de los canales FAM en bruto y las sefiales resultantes se corrigieron basalmente mediante resta del valor
promedio de los primeros cinco ciclos de PCR de todos los valores de la diferencia en la fluorescencia. La
amplificacion se consiguié mediante 30 ciclos de: 10 s a 95 °C, 15 s a 52°C y 20 s a 72 °C, siguiendo un tiempo de
retencion inicial de 3 minutos a 95 °C.

Resultados

A partir de la Figura 10 se puede ver que los aislados H7 (lineas finas en la Figura 10) no dieron sefales
significativas y se comportaron como el control negativo (linea fina con cruz). Los aislados H5 americanos altamente
patogénicos (lineas gruesas; continuas) y un aislado de patogenicidad baja con un sitio de escision que significa
aislados altamente patogénicos (linea gruesa; discontinua larga) fueron sefales positivas en F(JOE)/F(FAM),
mientras que os aislados H5 americanos de patogenicidad baja dieron sefiales negativas (linea gruesa; corta
discontinua).

Ejemplo 3 Patotipado del VNC
Extraccion de ARN y preamplificacion

El ARN se extrajo de los fluidos alantoideos de huevos embrionados infectados por el VNC usando el kit MagAttract
Virus Mini M48 (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante con el robot de extraccion
Magnatrix 8000 (Magnetic Biosolutions, Suecia). EI ARN se recuper6 en 70 pl de agua sin nucleasa y se uso
inmediatamente o se almacené a 80 °C.

Se uso el kit OneStep RT-PCR (Qiagen, Hilden, Alemania) para la transcripcion del ARN vy la preamplificacion para
todas las cepas del VNC usando los cebadores de secuenciacion NDV P1F y P2R (Tabla 7). La RT-PCR se realizé
en un volumen d reaccion de 25 pyl que contiene 0,6 pM de cada cebador y 2,5 pl del ARN extraido. El perfil de
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ciclado fue 60 °C, 30 min; 95 °C, 15 min; y 40 ciclos de (94 °C, 20s; 60 °C, 15 s;72 °C, 15 s) y una extension final de
72 °C durante 10 min. Los productos de la PCR se detectaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % tras
tincion con bromuro de etidio (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se visualizaron con luz UV. El tamafio previsto del
producto amplicén fue de 362 pb.

Diseio del cebador

La busqueda en NCBI de secuencias nucleotidos de los genes de fusion del VNC (F) de marzo de 2010 dio un
resultado de 2757 secuencias usando un programa informatico bCLC Main Workbench 5 (CLC bio A/S, Aarhus,
Dinamarca). Debido al elevado numero de secuencias del VNC, se dividieron en 5 grupos de acuerdo con los afios
de registro en el NCBI GenBank, las secuencias se alinearon por separado mediante el CLC Main Workbench 5. El
tamafio de las secuencias se redujo a 30 unidades que cubren el sitio de escision del gen F que incluye el residuo
117 del extremo N de la proteina F1 que es fenilalanina (F) como marcador de virulencia para las cepas
mesogeénicas y velogénicas (RVYF) y leucina (L) como marcador de virulencia baja para las cepas lenogénicas
(RVL). Las secuencias redundantes se eliminaron usando Jalview 2.6. Permanecieron 251 sitios de escision Unicos.

Representados por 68 cebadores (Tabla 6). Los cebadores Plexor® 17 para la deteccion de sitios de escision de
patogenicidad alta y baja tienen la misma secuencia que la parte sobresaliente de los cebadores de seleccion
bipartitos correspondientes pero estan marcados en el extremo 5' con FAM y CAL Orange-560, respectivamente.
Los cebadores inversos usados en el ensayo de patotipado de dos niveles son el mismo cebador inverso de los
sistemas de preamplificacion usados.

Experimentos de PCR en tiempo real

Los cebadores de seleccion se obtuvieron desalados y disueltos en agua a 100mM (Sigma-Aldrich, Haverhill, Reino
Unido). Todas las concentraciones de los cebadores de seleccion fueron 0,3 nM y concentraciones de cebadores de
deteccion e inversos fueron 0,3 gM. Los cebadores Plexor® se obtuvieron en Biosearch Technologies (Novato, CA) y
los react'vos del sistema Plexor® gPCRde Promega (Madison, WI). Todos los experimentos de PCR en tiempo real
se realizaron en instrumentos RotorGene 3000 (Corbett Research, Sydney, Australia). Los canales de FAM y JOE se
usaron para excitar y adquirir la sefial de los cebadores marcados con FAM y CAL Orange-560, respectivamente. La
amplificacion se consiguié mediante 30 ciclos de: 10 s a 95 °C, 15 s a 55°C y 20 s a 72 °C, siguiendo un tiempo de
retencion inicial de 3 minutos a 95 °C en un volumen de reaccion de 25 pl.

Secuenciacion de ADN

Muchas muestras que se han usado en el patotipado carecen de identidad, por esta razén se secuenciaron los
productos de PCR re la preamplificacion. Se usé el kit de secuenciacién Big Dye Terminator v3.1 cycle (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los volumenes de reaccion fueron de 20 pl) con 1,8 ul de la gran mezcla de pigmentos
y 2 pl del producto de PCR. Las condiciones del ciclado fueron: 25 ciclos de 96 °C durante 15 s, 50 °C durante 10 sy
60 °C durante 2 min. Los productos se purificaron usando el kit Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup Kit
(Millipore Corporation, Billerica, MA) y después se analizaron en un secuenciador capilar ABI Prism 3130x1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los datos de la secuencia se analizaron mediante CLC Main Workbench 5.

Resultados

En la figura 11 se muestran las curvas de amplificacién como la proporcién normalizada de la sefial de fluorescencia
en dos canales ((JOE’/’FAM’) obtenidas con cebadores de deteccion Plexor® para el patotipado del virus de la
enfermedad de Newcastle (VNC). Las cepas mesogénicas (discontinua larga) y velogénicas (linea continua) se
consideran altamente patogénicas y los aislados lentogénicos (discontinua corta) son poco patogénicos. Los
experimentos para patotipado de los aislados indicados en la figura se realizaron usando el conjunto de cebadores
de seleccion 252. La patogenicidad de 25 aislados se conocia anteriormente en la literatura, los sitios de escision de
los otros 5 aislados (SD2C2, SA1C, LK2p, WARW y MX4) se secuenciaron. El ensayo se construye para dar una
sefal positiva para patogenicidad alta y una sefial negativa para patogenicidad baja. Los 30 aislados se patotiparon
correctamente.

Tabla 1 Sitios de escision de los aislados del VGA H5

Nombre Secuencia del sitio de escision” ST® PT®  Origen
A/pavo/inglaterra/250/07 agccctcaaggagagagaagaagaaaaaagaga ygga  H5N1 PA VLA®
Alpavo/Pavo/1/05 agccctcaaggagagagaagaagaaaaaagagalgga  HS5N1 PA VLA
Alanade real/ltalia/3401/05 ggactcaggaatgttcctcaaagagaaacaagalggg H5N1 PB VLA
A/buho real/Suecia/\V618/06 agccctcaaggagagagaagaagaaaaaagagalgga  HS5N1 PA SVA®
A/Cygnus cygnus/Alemania/R65/06  agccctcaaggagagagaagaagaaaaaagagalgga  H5N1 PA FLI°
Al/gato/Alemania/R606/06 agccctcaaggagagagaagaagaaaaaagagalgga  HS5N1 PA FLI
Alpollo/indonesia/R 134/03 agcoctcaaagagagagaagaagaaaaaagagalgga  HS5N1  PA FLI
Alcerceta/Alemania/\Wv632/05 ggacccaggaatgtccctcaaaaagaaacaagalgga H5N1 PB FLI
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A/pato/Vietnam/TG24-01/05
A/pato/Vietnam/AG40-02/05
A/pollo/Vietnam/P78/05
Al/avestruz/Dinamarca/72420/96
A/pollo/Italia/Matrico/L7/04/97

A/anade real/Dinamarca/53-130/06°
A/pollo/Italia/8/98

A/anade real/Alemania/\Wv1310-
13K/03

Alcerceta/Alemania/\WWv1378-79K/03
Alcercetallnglaterra/7394-2805/06
A/anade real/Suecia/S90-436/05
A/anade real/Suecia/1174/05
A/anade real/Alemania/r2557/06°
A/pato/Potsdam/2216/84
A/pato/Dinamarca/64650/03
Prueba del anillo de la UE de 2008
Alcerceta/lnglaterra/06
A/pavo/Inglaterra/2614/07
A/Q-meesia/lnglaterra/05

ES 254171013

aatagccctcaaagagagagaaggaaaaagagaldgga
aatagccctcaaagagagagaagaaaaaagagalgga
aatagccctcaaagagagagaagaagaaagagalgga
Desconocido
ggactcaggaatgtccctcagagagagacgagalgga

Desconocido
aggaatgtccctcaaagaagaagaaaaaaaagalgga
cagagagaaacaaga‘ngad

Desconocido
Desconocido
Desconocido
ggactcaggaatgtccctcagagagagacgagalgga
Desconocido
gggcttaggaatgttcctcaaagagagacaagadggt
ggactcaggaatgtccctcaaaaagaaacaagalgga

ggactcaggaatgtccctcaaaaagaaacaagalgga
agccctcaaggggagagaagaagaaaaaagagalgga
aatagtcctccaagagaaagaagaagaaaaagalgga

H5N1
H5N1
H5N1
H5N2
H5N2

H5N2
H5N2
H5N2

H5N2
H5N3
H5N3
H5N3
H5N3
H5N6
H5N7

H5N3
H5N1
H5N1

PA
PA
PA
PB
PB

PB
PA
PB

PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB

PB
PA
PA

FLI
FLI
FLI
SVA
IZS-
Ve°
VLA
FLI

FLI

FLI
SVA
SVA
SVA
VLA

FLI
SVA

VLA
VLA
VLA

#Del NCBI. bST, subtipo; PT, patotipo. VLA, Veterinary Laboratory Agency, Reino Unido; SVA, National Veterinary
Institute, Suecia; FLI, Freidrich-Loffler Institute, Alemania; 1ZS-Ve, Istituto Zooprofilattico Sperimentale Delle Venecia,
ltalia. “De Fereidouni, S. R. et al. J. Virol. Methods 154, 14-19 (2008). °Del 2009 AlV Epizone panel. f Secuenciado
en SVA, Suecia.

Tabla 2 | Sitios de escision de los aislados del VGA H7 investigados

Nombre Secuencia del sitio de escision” ST’ PT® Origen
Alafrican atgaagaacgttcccgaaattccaaaaggaagadgge H7N1 PB VLA®
estornino/Inglaterra/983/79
Alpavolltalia/Matrico/L5/04/95  atgaagaatgttcccgaaattccaaagggaagalgge H7N1 PB 1ZS-Ve*
A/Ioro/IrIand% ;i/e%ISNorte/VFJS- atgaagaacgttcctgaaattccaaaaggaagaldgge H7N1 PB AHS®
Aavestruz/Italia/984/00° cccgaaattccaaaaggatcgegtgtgaggagalgge H7N1 PA VLA
A/pollo/Brescia/19/02 gttcccgaacttcccaaaaaaagaagaaaaagalgge H7N1 PA FLI®
A/FPV/Rostock/45/34 gttcccgaaccttccaaaaaaaggaaaaaaagalgge H7N1 PA FLI
Alpollo/inglaterra/1306/07° atgaagaatgttcccgaaatcccaaagggaagalgge H7N2 PB VLA
A/pollo/inglaterra/4054/06 atgaagaatgttcccgaaatcccaaagggaagadgge H7N3 PB VLA
A/anade real/F6hr/Wv190/05 Desconocido H7N3 PB FLI
(H7N3)
Al/pato/Alberta/48/76 (H7N3) atgagaaatgtcccagaaaatccaaagaccagalgga H7N3 PB FLI
Al/pavolInglaterra/647/77 atgaagaacgttcctgaaattccaaaagggagalgge H7N7 PB VLA
Alanade real/Suecia/S90-514/05  atgaagaatgttcccgaaatcccaaagggaagalgge H7N7 PB SVA®
Alanade real/Suecia/S90-599/05 atgaagaatgttcccgaaatcccaaagggaagalgge H7N7 PB SVA
Alanade real/Suecia/S90-735/03  atgaagaatgttcccgaaatcccaaagggaagalgge H7N7 PB SVA
A/anade real/Suecia/123455/08 Desconocido H7N7 PB SVA
Avanade real/Suecia/10093/08  atgaagaatgttcctgaaatcccaaagaaaagalgge H7N7 PB SVA
A/pato/Potsdam/13/80 Desconocido H7N7 PB FLI
A/FPV/holandés/27 gttcccgaactccccaaaaaaagaagaaaaagalgge H7N7 PA FLI
A/pollo/Taucha/79 Desconocido H7N7 PA FLI
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Alequino/Praga/1/56 aaacaactaactcatcacatgegcaaaaaaagalggt H7N7 PA FLI
Prueba del anillo de la UE de
2008°
A/pollo/Pakistan/03 aacgttcctgaaactccaaaaagaagaaaaagal ggc H7N3 PA VLA
A/pollo/Italia/99 (H7N1) atgaagaatgttcccgaaattccaaagggaagalgge H7N1 PB VLA
A/pollo/inglaterra/07 (H7N2) atgaagaatgttcccgaaatcccaaagggaagadgge H7N2 PB VLA
A/pollofitalia/99 (H7N1) cccgaaattccaaaaggatcgegtgtgaggagalgge H7N1 PA VLA

#Del NCBI. bST, subtipo; PT, patotipo. VLA, Veterinary Laboratory Agency, Reino Unido; SVA, National Veterinary
Institute, Suecia; FLI, Freidrich-Loffler Institute, Alemania; 1ZS-Ve, Istituto Zooprofilattico Sperimentale Delle Venezie,

Italia; ddel 2009 AIV Epizone panel. °*Secuenciado en SVA, Suecia.

Tabla 3: Cebadores de seleccion del virus de la gripe aviar

Designacion Secuencia

fdHPO1
fsHP02
fsHP03
fsHP28
fsHP29
fsHP06
fsHP30
fsHP31
fsHP32
fsHP33
fsHP37
fsHP38
fsHP08
fsHP09
fdHP10
fsHP11
fdHP13
fsHP14
fsHP15
fsHP34
fdHP17
fsHP35
fdHP19
fsHP21
fsHP22
fsHP23
fsHP26
fsHP39
fsHP40
fsHP41
fsHP42
fsHP43
fsHP44
fsHP45
fsHP46
fsHP47
fsHP48
fsHP49
fsHP50
fsHP51
fsHP52
fsHP53
fsHP54
fsHP55
fsLP14
fsLP18
fsLP19

CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCAAGGAGARAGAARAAGAAAAAAGAG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAGGGGAGAGAAGAAGAAAAAAGAG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCCTCAAAGAAAAAGAAAAACAAGAG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCAAAGAGARAGAAGAARRAAAAGARG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAGAGARAGAAGAARRAAGCGARG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGTCCCTCAAAGGAAGAAAAGAG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAGAKARAAGAAGAAAAAAGMGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAGAKARAAGAAGAAAAAAGAGRGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGRGAGAKARAAGAAGAAARAARAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGRGAGAKARAAGAAGAAAAARGARAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAGAGAGAAGAAGAAAAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCCTCAAAGAAGAAAAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCTCAAAGAARAAGAAAAAARAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGATCGCGTGTGAGGAG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCAAAAAAAGGAAAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGATCGCGSGTGAGGAG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCAAAGAGGAGGAGGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCAAAAAAGAGGAAAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGTTCCAAAAAGGAAAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAACTCCAAAAAGAAGAARMAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCAAAAAAGAAAAAGAAAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCCAAAAAAAGAAGAAARAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAATTCCAAAAAAGAAAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGAGAGGGAGGAAGAAGAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAAGAGAGAGAAGGAAAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAAAAAGAAAAAGAAAAAGAGGCC
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCCGAGAARGAGAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGTTCCAAAAAGAGAACAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAATCCCAAAGAGAAAGAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCCRAAGAAGAGAGAGAAGAGAG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGCGCAGGCAGAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGACATGCGCAAAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGTTCCCCAAAGAGAAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCCCAAAGGAAAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGRGGAAGAAGRAGAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGCCCCGACCCAGAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGCCCCAGAAGAAAAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGTGCMTCAGARGAARAAGAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGTACCCCAAAGGAAAAAAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGAAAAAGAAAAAGAAAAACAAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGMAKAAACGGATGACCAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAAACGRATGACCAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGTGCAGARAAACCAGAGG
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAATTCCAAAAAGAAGAAGGGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGATYCCTCARARAGRAACAARAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGTYCCTCARARAGRAACAARAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGTYCCTCARARAGAGACAARAGG
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CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGTYCCTCARARAGRTACAARAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCCTCAGAGAGAGACGAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCCTCAACGAGAAACAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGYCCTCAAARGGAGACAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCTGAAAYTCCAAAAGRAAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCTGAAAYTCCAAAAGGAAAAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGYGAAATTCCAAARGGAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCGAARTYCCAAARGGRAGAG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGAAAYCCCAAAKGGAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCYGAARTCCCRAAKGGAAR
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCTGARAYTCCAAAAGGRAGAG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCTGARAYTCCAAAGGGRAGAG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCTGAAATTCCAAAAGGAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAATGTYCCTCAAARAGAAACAAGAG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGTTCCTCAAAGAGACACAAGGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGTCCTCAAAGGGAAACAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGTGGAGTCCCAAGAAAAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCGGAAAATCCRAAGAMKAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCTGAAATCCCAAAGAAAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGAGAACCCAAAGACCAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGTACCAGAAACAGATGACCAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCAGAGAAWCCAAAGACCAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGAGAABCCMAAGACCAGRGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGARARCCCMAARACCAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCAGAAAATCCAAAAACCAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGARAAWCCAAAGCCCAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGAGAAACCAAARCCMAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGAAAAACCAAAGACAAGGGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCAGAAAAACCAAAGACAAGAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCAGAGAATCCAAAGACTAGGGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCCCARARAGRAACAARAGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCCCARARAGRAACAARGGG
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGTACCCCAAAGAAAAACAAGAGG

Tabla 4: Cebadores de preamplificacion del virus de la gripe aviar (especificos de H5 y H7)

Designacion
prfHS5EH
prrH5EH/H5-kha-3
prfH5SWH
prrH5WH
prfH7EH
prrH7EH
GK7.4
prfH7WH.1
prfH7WH.2
prrH7WH

Secuencia
RAAYTTYATTGCTCCAGAAWATGCATAC
TACCAACCGTCTACCATKCCYTG
TTTATAGCTCCYGAATATGCRTACAA
TACCAYCCRTCHACCATTCCTT
ATGYCCGAGATATGTWAARCA
TTTGTAATCTGCHGCAGTYC
TTTGTAATCTGCAGCAGTTC
GCCCTCGRTATGTCARACA
CCCTCGRTATGTCARGCA
TTTGTARTCAGCTGCAGTYC

Sistema de designacioén: pr=preamplificacion; f= directo; r= inverso; H5/H7= especificidad;

EH=Hemisferio oriental; WH= hemisferio occidental

GK7.4 es una alternativa a prrH7EH

Tabla 5: Cebadores de deteccion del virus de la gripe aviar

Designacion Secuencia

fdPA
fdPB

Fam-isoC-CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCG
CAL orange 560-isoC-CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCG

Tabla 6: Cebadores de seleccion para el virus de la enfermedad de Newcastle

Nombre del cebador para cepas del VNC mesogénicas y velogénicas

Designacion Secuencia

FSM04.5
FSM04.16

CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAAGGAGACAGAAACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAAGGAGGCAGAGACGCTTTATA
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CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAGGAGACAGAAACGCTTCGTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAGAAGACGGAAACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAGGAGACGGAAGCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAGGAGACAGAGACGCTTTGTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAGGAGACGAAAACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGGAGGAGACAGAAACGATTTATA

Nombre del cebador para cepas del VNC mesogénicas y velogénicas

Designacion

FSV05.6
FSV05.8
FSV06.4
FSSV01
FSSV02
FSM01D
FSM02.1D
FSM02.2D
FSM04.3D
FSM04.7D
FSM04.11D
FSM04.151D
FSM04.15 2D
FSV02.2D
FSV02.6D
FSV03.1D
FSV04.1.1D
FSV04.1.2D
FSV04.2D
FSV05.3D
FSV06.1D
FSV06.5.1D
FSV06.5.2D
FSV06.61D
FSV06.6 2D
FSV06.63D
FSV06.7D
FSV06.81D
FSV06.82D
FSV06.8 3D
FSSV03D
OFSMO03
OFSM04D
OFSV02D
OFSVO03D
OFSV04D
OFSV05D
OFSV06D

Secuencia

CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGGAGGAGACAGAAACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGGAGGAGACAGAGACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAAAGAGACAGAGACGTTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAAACGGCAGAAGCGTTTTGTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGTAAGGAGGAAAAAGCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGGAGGCARAAACGYTTYATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGATGGAGGMAGAARCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGRRGGAGGCAGAAACGCTTYATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAAAGAGGCARAAACGSTTYATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAAGGAGGCAGAAACGSTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAAAGAGGCAGAARCGSTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAAGGAGGCAGAARCGCTTYRTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAAGGAGGMARAARCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGRAGAAGRCAGAAGCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAGGAGACARAAGCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAGGAGACAGAARCGCTTTGTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGARGRAGRCAAAAACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGRAGGAGACAAAARCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAGRAGACAAAAACGCTTYDTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAAGGAGACAGAGRCGATTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGRAAGAGACAGAARCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGRGGAAGGAGACAGAAACGCTKKATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAVGGAGACAGAARCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAMGGAGRCAGAARCGTTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAAGGAGAMARAAACGTTTTRTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGRGGAAGGAGACAGAAACGTTTYATW
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAAGGAGACARAGACGCTTYRTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGRRGRAGGAGACAGAGACGTTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAAGGAGACAGRGRCGTTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAAGGAGACAGAGACGTYTTRTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAGGAAGGAGAAAAAAACGHTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGAGGAGACAGAAACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGRAARGAGRCAGARACGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAGRAGACRGAARCGCTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGRAGGAGACAGARACGCTTTGTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGAAGGAGACRRAAACGCTTTWTA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGGGRAGGAGACAGARACGMTTTATA
CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCGAGGAARGAGACAGARACGYTTTATA

Nombre del cebador para cepas del VNC lentogénicas

FSL01.3
FSLO1.4
FSL01.8.1D
FSL01.8.2D
FSL02.1D
FSL02.2D
FSL03.1D
FSL03.2D
FSL03.3D
FSSLO1D
FSSL02D
FSSLO3D
FSSL04D
FSSLO5SD
FSSLO6D

CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGAAACAGGGGCGCCTCATA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGAAACAGGGGCGCCTTATA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGAVRCAGGGGCGCCTTATA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGAGACAGGSGCGYCTTWTA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGRAAACARGGACGCCTTATA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGGAARCAGGGACGCSTKATA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGRGARRCAGGGACGTCTTATA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGRGGGAAACAGGRACGTCTTATA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGGGAAACAGGGRCGTCTTMTA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGGCAGGRGCGTTTGGTA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGAACGACAGGARCGTTTGKTA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGGGCAGGAGCGTCTGGTR
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAACGKCAGGAGCGYTTGGTA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCGGCARGAGCGTTTGGTA
CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGWACGTCARGAGCGTTTGGTA
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FSSLO7D CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGACGRCAGGAGCGKTTGGTA
FSSL08D CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAACRGCAGGAGCGGTTGRTA

FSSL09 CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGCAGGGGCGTTTGGTA
FSSL010D CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAACRGCAGGAGCGDTTGATA
FSSLO11 CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCGGCAGGATCGTTTGGTA

FSSL012 CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGCAGACAAGCACGCCTGATA
FSSL013 CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCGAGCAGGGGCGGTTGATA

Tabla 7: Cebadores de preamplificacion para el virus de la enfermedad de Newcastle

Designacion Secuencia
P1F TTGATGGCAGGCCTCTTGC
P2R GGAGGATGTTGGCAGCATT

Tabla 8: Cebadores de deteccion para el virus de la enfermedad de Newcastle
Designacion  Secuencia
fdHP Fam-isoC-CGGGAACTATCACCAAACAACACCCCG
fdLP CAL orange 560-isoC-CGGGACAACAAACCACTATCAACCCCG
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> SVA - Swedish National Veterinary Institute
<120> Tipado genémico

<130> P8716PC00

<150> SE 0950824-3

<151>2009-11-03

<160> 61

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 1

cgggaactat caccaaacaa caccccgcaa ggagaragaa raagaaaaaa gag 53
<210> 2

<211> 52
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<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 2

cgggaactat caccaaacaa caccccgaag gggagagaag aagaaaaaag ag
<210> 3

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 3

cgggaactat caccaaacaa caccccgccc tcaaagaaaa agaaaaacaa gag
<210> 4

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 4

cgggaactat caccaaacaa caccccgcaa agagaragaa gaarraaaag arg
<210>5

<211> 51

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 5

cgggaactat caccaaacaa caccccgaag agaragaaga arraagcgar g
<210> 6

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 6

cgggaactat caccaaacaa caccccggtc cctcaaagga agaaaagag
<210>7

<211> 52

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 7

cgggaactat caccaaacaa caccccggag akaraagaag aaaaaagmga gg
<210> 8

<211> 52

<212> ADN
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<213> Virus de la gripe aviar

<400> 8

cgggaactat caccaaacaa caccccggag akaraagaag aaaaaagmga gg 52
<210>9

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 9

cgggaactat caccaaacaa caccccgrga gakaraagaa gaaaraarag agg 53
<210> 10

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 10

cgggaactat caccaaacaa caccccgrga gakaraagaa gaaaaargar agg 53
<210> 11

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 11

cgggaactat caccaaacaa caccccggga gagagaagaa gaaaaaagag agg 53
<210> 12

<211> 51

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 12

cgggaactat caccaaacaa caccccgccc tcaaagaaga aaaaaaagag g 51
<210> 13

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 13

cgggaactat caccaaacaa caccccgcct caaagaaraa gaaaaaarag agg 53
<210> 14

<211> 44

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
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<400> 14

cgggaactat caccaaacaa caccccggga tcgegtgtga ggag 44
<210> 15

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 15

cgggaactat caccaaacaa caccccgcca aaaaaaggaa aaaaagagg
<210> 16

<211> 43

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 16

cgggaactat caccaaacaa caccccggat cgcgsgtgag gag 43
<210> 17

<211> 47

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 17

cgggaactat caccaaacaa caccccgceca aagaggagga ggagagg 47
<210> 18

<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 18

cgggaactat caccaaacaa caccccgceca aaaaagagga aaaagagagg
<210> 19

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 19

cgggaactat caccaaacaa caccccgttic caaaaaggaa aaagagagg
<210> 20

<211> 52

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 20
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cgggaactat caccaaacaa caccccgaaa ctccaaaaag aagaarmaga gg
<210> 21

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 21

52

cgggaactat caccaaacaa caccccgcca aaaaagaaaa agaaaaagag agg 53

<210> 22

<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 22

cgggaactat caccaaacaa caccccgcecc aaaaaaagaa gaaaragagg
<210> 23

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 23

cgggaactat caccaaacaa caccccggaa attccaaaaa agaaaaagag agg
<210> 24

<211> 53

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 24

50

53

cgggaactat caccaaacaa caccccgaga gagggaggaa gaagaaaaag agg 53

<210> 25

<211> 52

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 25

cgggaactat caccaaacaa caccccgaaa gagagagaag gaaaaagaga gg 52

<210> 26

<211> 51

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
<400> 26

cgggaactat caccaaacaa caccccgaaa aaagaaaaag aaaaagaggc ¢
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<210> 27

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 27

cgggaactat caccaaacaa caccccgccc gagaargaga aagagagg 48
<210> 28

<211> 51

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 28

cgggaactat caccaaacaa caccccgttc caaaaagaga acaaaaagag g
<210> 29

<211> 52

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 29

cgggaactat caccaaacaa caccccgaaa tcccaaagag aaagaaaaga gg

<210> 30

<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 30

cgggaactat caccaaacaa caccccgccc raagaagaga gagaagagag
<210> 31

<211> 45

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 31

cgggaactat caccaaacaa caccccggcg caggcagaaa agagg 45
<210> 32

<211> 46

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 32

cgggaactat caccaaacaa caccccgaca tgcgcaaaaa aagagg 46

<210> 33
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<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 33

cgggacaaca aaccactatc aaccccgaty cctcararag raacaaragg 50
<210> 34

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 34

cgggacaaca aaccactatc aaccccgtyc ctcararagr aacaaragg 49
<210> 35

<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 35

cgggacaaca aaccactatc aaccccggty cctcararag agacaaragg 50
<210> 36

<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 36

cgggacaaca aaccactatc aaccccggty cctcararag agacaaragg 50
<210> 37

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 37

cgggacaaca aaccactatc aaccccgecc tcagagagag acgagagg 48
<210> 38

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 38

cgggacaaca aaccactatc aaccccgccc tcaacgagaa acaagagg 48
<210> 39

<211> 48
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<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 39

cgggacaaca aaccactatc aaccccgycc tcaaarggag acaagagg 48
<210> 40

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 40

cgggacaaca aaccactatc aaccccgcct gaaaytccaa aagraagg 48
<210> 41

<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 41

cgggacaaca aaccactatc aaccccgcct gaaaytccaa aaggaaaagg
<210> 42

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 42

cgggacaaca aaccactatc aaccccgyga aattccaaar ggaagagg 48
<210> 43

<211> 47

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 43

cgggacaaca aaccactatc aaccccgcga artyccaaar ggragag 47
<210> 44

<211> 47

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 44

cgggacaaca aaccactatc aaccccggaa aycccaaakg gaagagg 47
<210> 45

<211> 46

<212> ADN
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<213> Virus de la gripe aviar

<400> 45

cgggacaaca aaccactatc aaccccgeyg aartcccraa kggaar 46
<210> 46

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 46

cgggacaaca aaccactatc aaccccgcct garaytccaa aaggragag 49
<210> 47

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 47

cgggacaaca aaccactatc aaccccgctg araytccaaa gggragag 48
<210> 48

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 48

cgggacaaca aaccactatc aaccccgctg aaattccaaa aggaagagg
<210> 49

<211> 52

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 49

cgggacaaca aaccactatc aaccccgaat gtycctcaaa ragaaacaag ag
<210> 50

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 50

cgggacaaca aaccactatc aaccccggtt cctcaaagag acacaaggg
<210> 51

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
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cgggacaaca aaccactatc aaccccgttc cccaaagaga aaaaagagg

<210> 52

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 52

cgggacaaca aaccactatc aaccccgtcc tcaaagggaa acaagagg 48

<210> 53

<211> 48

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 53

cgggacaaca aaccactatc aacccegtgg agtcccaaga aaaagagg 48

<210> 54

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 54

cgggacaaca aaccactatc aaccccgcgg aaaatccraa gamkagagg

<210> 55

<211> 49

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 55

cgggacaaca aaccactatc aaccccgctg aaatcccaaa gaaaagagg

<210> 56

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
<400> 56

atgtccgaga tatgttaagc a
<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 57

21
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tttgtaatct gcagcagttc 20

<210> 58

<211> 27

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
<400> 58

cctccagart atgcmtayaa aattgtc 27
<210> 59

<211> 23

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
<400> 59

taccaaccgt ctaccatkcc ytg 23
<210> 60

<211> 27

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
<400> 60

cgggaactat caccaaacaa caccccg 27
<210> 61

<211> 27

<212> ADN

<213> Virus de la gripe aviar
<400> 61

cgggacaaca aaccactatc aaccccg27
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento de genotipado de N loci en una molécula de acido nucleico diana presente en una muestra,
en el que N es al menos 1y cada locus se localiza en una regiéon marcadora del genotipo correspondiente de la
molécula de acido nucleico y corresponde a dos o mas genotipos, comprendiendo el procedimiento las etapas

de:

a) realizar una preamplificacion de cada regidon marcadora del genotipo usando reacciones enzimaticas
dependientes del cebador, en el que la amplificacion se realiza con un primer grupo de pares de cebadores
de amplificaciéon que consiste en un primer conjunto de uno o mas cebadores directos y un primer conjunto
de uno o mas cebadores inversos diferentes, dando uno o mas amplicones que abarcan la o las regiones
marcadoras del genotipo, y en el que cada amplicon contiene una regiéon con al menos una secuencia de
nucledtidos que puede actuar como una diana de unién al cebador distinta de la region marcadora del
genotipo;

b) realizar el o los amplicones de la etapa a) una reaccion de amplificacion de acido nucleico a dos niveles
usando reacciones enzimaticas dependientes del cebador, en el que

c)

b1) el primer nivel es la amplificacion de acido nucleico usando un segundo grupo de pares de
cebadores que se unen a cada amplicon producido en la etapa a), en el que dicho grupo de pares de
cebadorES consiste en un segundo conjunto de uno mas cebadores directos diferentes y un segundo
conjunto de uno o mas cebadores inversos diferentes, en el que cada variante de secuencia de cada
locus esta dirigido por al menos un cebador de dichos segundos conjuntos de cebadores; formando
dicho al menos un cebador un conjunto de cebadores de seleccion, siendo los cebadores de seleccion
bipartitos que tienen en el extremo 3' una parte de secuencia de reconocimiento del que se une a dichos
N loci en la region marcadora del genotipo, y en el extremo 5' una parte de la secuencia marcadora de
una pieza artificial que es especifica de genotipo o una parte de la secuencia marcadora de dos piezas
artificial especifica, una pieza de las cuales es especifica del genotipo y la otra no es especifica del
genotipo, y en el que cada cebador de seleccién que se une al locus diana de la regidon marcadora de
genotipo forma un par de cebadores junto con otro cebador perteneciente a dichos segundos conjuntos
de cebadores pero apuntando hacia dicha secuencia de nucleétidos que puede actuar como diana de
union al cebador de la etapa a), y en el que cada cebador de seleccion esta presente en una
concentracion de menos de 100 nM, preferentemente 10-0,01 nM, y lo mas preferido de
aproximadamente 0,3 nM, y el otro cebador de dicho par de cebadores esta presente a una
concentracion al menos 100 veces, preferentemente entre 100 y 100 000 veces la de dicho cebador de
seleccion, dando amplicones cada uno de los cuales contiene uno correspondiente de dichos N loci; b2)
el segundo nivel es amplificacion de acido nucleico usando un tercer grupo de pares de cebadores que
se unen a cada amplicon producido en la etapa b1), en el que dicho grupo de pares de cebadores,
presentes en una concentracion de al menos 100 veces, preferentemente entre 100 y 100 000 veces la
de dichos cebadores de selecciéon en la etapa b1), consiste en un tercer conjunto de uno o mas
cebadores directos diferentes y un tercer conjunto de uno o mas cebadores inversos diferentes, en el
que cada parte de la secuencia de marcaje de cada cebador de seleccion esta marcado por el menos
un cebador de dicho tercer conjunto de cebadores, formando dicho al menos un conjunto de cebadores
de deteccion, y en el que cada cebador de deteccidén que se une a la parte de la secuencia de marcaje
forma un par de cebadores junto con otro cebador que pertenece a dicho tercer conjunto de cebadores
pero dirigido a dicha secuencia de nucleotidos que puede actuar como diana de union del cebador de la
etapa a), teniendo los cebadores de deteccion:

i) una secuencia especifica de genotipo correspondiente a la parte de la secuencia de marcaje de
una pieza artificial de los cebadores de seleccidén, en el que cada cebador de deteccion esta
marcado con un marcador detectable especifico de genotipo; o

ii) una secuencia no especifica de genotipo que es comun a todos los cebadores de deteccion y
corresponde a la secuencia no especifica de la parte de la secuencia de marcaje de dos piezas
artificial de los cebadores de seleccion, en el que cada cebador de deteccién esta marcado
opcionalmente en el extremo 5' con un marcador detectable o un resto quimico;

que tiene como resultado amplicones detectables, cada uno de los cuales contiene uno respectivo de
dichos N loci marcados con secuencias de marcaje especificas de genotipo y, opcionalmente,
marcadores especificos de genotipo;

el genotipado de dichos N loci de la molécula de acido nucleico diana mediante:

c1) deteccion durante, o después de, la amplificacion de la misma cada marcador comprendido en cada
amplicon producido en la etapa b2i), y relacionando la cantidad predominante de marcador detectado
con un genotipo especifico para cada locus; o c2) después de la amplificacion poner en contacto cada
amplicon producido en la etapa b2ii) con una matriz de deteccién de secuencias especificas de
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genotipo, detectar la hibridacion de cada amplicdn a la matriz y relacionar la hibridacién detectada con
un genotipo especifico para cada locus.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucledtidos que puede actuar
como diana de union al cebador de la etapa a) pertenece a un conjunto de secuencias que tienen menos de
100 miembros, preferentemente menos de 20 miembros y mas preferido 1-5 miembros, y/o corresponde a una
parte de marcaje de secuencia artificial introducida en los amplicones formados en la etapa a) por medio de
dicho primer conjunto de cebadores, en el que dichos cebadores son bipartitos y comprenden una secuencia
de marcaje en 5' artificial y una region en 3' de unién a la molécula de acido nucleico diana y/o corresponde a
una region o regiones genomicas.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que los cebadores de selecciéon y de deteccion
tienen secuencias seleccionadas para minimizar la interaccion cebador-cebador, preferentemente en el que la
parte de la secuencia de marcaje artificial de dichos cebadores tiene extremos autocomplementarios para
formar menos de 10 pares de bases, preferentemente de 3-7 pares de bases y lo mas preferido 5 pares de
bases.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho tercer
conjunto de cebadores usado en la etapa b2) que se unen a al menos una secuencia que puede actuar como
una diana de union al cebador de la etapa a) es el mismo que dicho segundo conjunto de cebadores usados en
la etapa b1) que se unen a la al menos una secuencia que puede actuar como una diana de unién al cebador
de la etapa a).

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho segundo
conjunto de cebadores usado en la etapa b1) que se unen a al menos una secuencia que puede actuar como
una diana de unién al cebador de la etapa a) es el mismo que el primer conjunto de cebadores usados en la
etapa a).

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que cada locus
corresponde a dos genotipos, opcionalmente en el que la presencia o ausencia de un locus determinado indica
resistencia y no resistencia antimicrobiana, respectivamente, de un microorganismo.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que los dos genotipos para cada locus indican
patogenicidad alta y baja, respectivamente., de un microorganismo cuyo genoma contiene el locus,
preferentemente en el que el microorganismo es un virus de la gripe.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que los dos genotipos corresponden a la presencia o
ausencia de un locus, opcionalmente en el que la presencia o ausencia de un locus determinado indica
resistencia y no resistencia antimicrobiana, respectivamente, de un microorganismo.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el par de cebadores de la
etapa a) consiste en cebadores que comprenden las secuencias de acido nucleico de SEC ID N° 59 y 58 o de
cebadores que comprenden las secuencias de acido nucleico de SEC ID N° 57 y 56, o de cebadores que
comprenden las secuencias de acido nucleico de la tabla 7 o seleccionadas de las secuencias de acido
nucleico de la tabla 4 y/o en el que dichos cebadores de seleccion se eligen de oligonucledtidos que
comprenden las secuencias de SEC ID N° 1 a 55, o se eligen de oligonucleétidos que comprenden las
secuencias de la tabla 3 o la tabla 6 y/o en el que dichos cebadores de deteccion se eligen de oligonucleotidos
que comprenden las secuencias de SEC ID N° 60 y 61.

Unkit para realizar el procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que
comprende un primer grupo de pares de cebadores que consiste en un primer conjunto de uno o mas
cebadores directos diferentes y un primer conjunto de uno o mas cebadores inversos diferentes para la
realizacion de la etapa de preamplificacion a) de la reivindicacién 1 un segundo grupo de pares de cebadores
que consiste en un segundo conjunto de uno o mas cebadores directos diferentes y un segundo conjunto de
uno o mas cebadores inversos diferentes, un segundo conjunto de los cuales forma un conjunto de cebadores
de seleccion, en el que los cebadores de seleccion son bipartitos y tienen en el extremo 3' una secuencia de
reconocimiento del locus y en el extremo 5' una parte de la secuencia de marcaje de una pieza artificial que es
especifica del genotipo o una parte de la secuencia de marcaje de dos piezas artificial, siendo una pieza de las
mismas especifica del genotipo y siendo la otra no especifica del genotipo, para la realizacion de la
amplificacion de primer nivel de la etapa b1) de la reivindicacion 1; un tercer grupo de pares de cebadores que
consiste en un tercer conjunto de uno o mas cebadores directos diferentes y un tercer conjunto de uno o mas
cebadores inversos diferentes, un tercer conjunto del cual forma un conjunto de cebadores de deteccion, en el
que los cebadores de deteccion tienen una secuencia especifica del genotipo correspondiente a la parte de la
secuencia de marcaje de una pieza artificial de los cebadores de seleccidon o una secuencia no especifica del
genotipo comun a cada cebador de deteccion y correspondiente a la secuencia no especifica de la parte de la
secuencia de marcaje de dos piezas artificial de los cebadores de seleccion, para la realizacion de la
amplificacion de segundo nivel de la etapa b2) de la reivindicacion 1, en el que los cebadores de deteccion
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estan marcados opcionalmente en el extremo 5' con un marcador o un resto quimico y, opcionalmente, otros
ingredientes de una mezcla de reaccion de amplificacion de acido nucleico.

El kit de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que los cebadores de seleccion y de deteccion tienen
secuencias seleccionadas para minimizar la interaccion cebador-cebador, preferentemente en el que los
extremos de dichos cebadores son autocomplementarios para formar menos de 10,mas preferentemente 3-7
pares de bases y lo mas preferido 5 pares de bases.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en el que dicho tercer conjunto de cebadores
directos es el mismo que dicho segundo conjunto de cebadores directos o dicho tercer conjunto de cebadores
inversos es el mismo que dicho segundo conjunto de cebadores inversos.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que dicho segundo conjunto de
cebadores directos es el mismo que primer conjunto de cebadores directos o dicho segundo conjunto de
cebadores inversos es el mismo que dicho primer conjunto de cebadores inversos.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que el primer conjunto de cebadores
comprende las SEC ID N° 59 y 58 o las secuencias de SEC ID N°: 57 y 56, o de cebadores que comprenden
las secuencias de acido nucleico de la tabla 7 o seleccionadas de las secuencias de acido nucleico de la tabla
4 y/o en el que dichos cebadores de seleccion se eligen de oligonucledtidos que comprenden las secuencias
de SEC ID N° 1 a 55, o se eligen de oligonucledétidos que comprenden las secuencias de la tabla 3 o la tabla 6
y/o en el que dichos cebadores de deteccion se eligen de oligonucledtidos que comprenden las secuencias de
SECIDN°60y 61.

Un procedimiento para disefiar y producir cebadores de selecciéon que se van a usar en el procedimiento para
el genotipado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o en el kit de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 10 a 14, comprendiendo las etapas de:

a) seleccionar una region altamente variable en la que las secuencias son tan diferentes como sea posible
entre diferentes genotipos:

b) alinear un gran nimero de secuencias de molécula de acido nucleico de interés, que comprenden al
menos un locus;

c) combinar las moléculas de acido nucleico alineadas por medio de un programa informatico con funcion
de alineacién del perfil;

d) recortar las moléculas de acido nucleico alineadas a los oligonucledtidos que tienen entre 20 y 50
nucledtidos, preferentemente entre 30 y 40 nucledtidos, mas preferido 35 oligonucleétidos, que cubren
dicho locus;

e) ajustar la longitud de dichos oligonucleotidos de la etapa d), mientras que todavia cubre dicho locus,
para alcanzar temperaturas de fusion similares para todos los oligonucledtidos citados, estando las
temperaturas de fusién en un intervalo de aproximadamente 10 °C preferentemente en 5 °C, mas preferido
en 1°C;

f) agrupar dichos oligonucleétidos en cebadores degenerados;

g) sintetizar dichos cebadores degenerados al tiempo que se afiaden al extremo 5' de los cebadores una
parte de la secuencia de marcaje de una pieza artificial que es especifica de genotipo o una parte de la
secuencia de marcaje de dos piezas artificial, siendo una pieza de las mismas especifica del genotipo y
siendo la otra no especifica del genotipo;

h) recuperar el producto del cebador de seleccion de la etapa g);

en el que dicha parte de la secuencia de marcaje artificial tiene una secuencia seleccionada para minimizar la
interaccion cebador-cebador, en la que los extremos de dichos cebadores son autocomplementarios para
formar menos de 10, preferentemente 3-7 y lo mas preferido 5 pares de bases.

Un conjunto de pares de cebadores adecuados para llevar a cabo las etapas del procedimiento de la
reivindicacion 1, que comprende los cebadores de seleccion adaptados para el genotipado de loci en una
molécula de acido nucleico diana, en el que cada locus se localiza en una region marcadora del genotipo de la
molécula de acido nucleico y corresponde a dos o mas genotipos, en el que dichos cebadores de seleccion
comprenden en el extremo 3' una parte de la secuencia de reconocimiento del locus y en el extremo 5' una
parte de la secuencia de marcaje de una pieza artificial o una parte de la secuencia de marcaje de dos piezas
artificial, una pieza de las cuales es especifica del genotipo y la otra es no especifica del genotipo, elegidas de
los oligonucledétidos que comprenden las secuencias de SEC ID N° 1 a 55, o se eligen de los oligonucleétidos
que comprenden las secuencias de la tabla 3 o la tabla 6.

35



ES 254171013

Fig. 1

Loci _ _
Genoma *

J R

;" Marc. s,
P > €R Preamplificacion
" Marc.

________________ Marc.
Marc. l : l Marc.
Marc.
Fig. 2
Biotina

- -
- -
-
-
-

Producto de

b)) i
I

| o .
HRP |
Biotina

1.! |
v o

36



Fig. 3

Fig. 4

Marcador 1

Marcado.r 2

ES 254171013

———
»
™
>
1 +=Marcador
r
-

Marcador

37



ES 254171013

(ZNSH) £0/059%9/e21eweulq/oyed/y—
(9NSH) 8/912g/wepsiod/oyed/y= = =

(ENSGH) 90/.GGz4/eluews)y/|eas speue/y
(ENSH) G0/¥.L L/e1oang/|eal speug/y= - -
(ENSH) G0/9€¥-06S/e109Nng/|eas speue/y~ -
(ENSH) 90/5082-16¢€ . /e11a1e|bul/jes|N - -
(ZNSH) 96/02¥2.//ed eweulq/znisane /= = -
(ZNGH) 26/%0/271/001yeN/eljey/oljod/y= =
(ZNSH) £0/96.-8€ LAM/BIUBWS|/B}90180 )\~ =
(ZNGH)- -
CO/MEL-0LELAM/BIUBWS|/|e8] BPBUB/ Y= = =
(ZNGH) 86/8/e1ey/0]j0d/y ———
(ZNGH) 90/0€ L-£G/edieweulq/[eal speug/y- ~ -
(LNGH) S0/L0vE/ele)/|edl 8peUR/Y = = =
(LNSH) S0/10-729 L/weujsip/oped y ——
(LNGH) G0/ZE9A/BIUBWS|Y//B}80ISD Y = — ~
(LNSH) 50/20-0¥OV/WweulsiA/ojed )y ——

I

.

]

(LNGH) €0/¥€1 H/usISauopul/0]|0d/y ——

(LNGH) 90/9094/BIUBWS|\/}ED/\/ e

(LNGH) S0/8.d/WeuisIA//O||0d) =

(LNGH) 90/8L9A/UBpaMG/|eal oYNq/y ==
(LNGH) 90/594/eluews|y/snubAko snubAQ/y ——
(LNSH) 20/0G¢/el181e|Bul/oned )y ———
"(LNGH)S0/L/einbin | /oned )y ———

0]210 9p oJawnNN

x4

9l

Ll

I
02°0-
L GLY0
010 Z
L
o W=
Go o-m/
(Lo}
n
i 00'0" &
[
(1]
S
500 ©
<
Q
—+ 010 w
e
.k
_ 510 S
L 020
SZ'0

38



ES 254171013

OIN—
(ZNZH) 80/£66001/e0@NS/|E8] dpeUE/Y~ = =

(ZNZH) 80/GG¥EC L/e08Ng/|EBI BpRUR Y~ = =
(ZNZH) £0/S€.-06S/E108NS /|88l Bpeue/y~ - -
(ZNZH) G0/66G-06S/E108NS/|e8) BpeUe/ Y~ — -

(ZNZH) S0/ 1L G-06SE089NS/[BB) BpRUR/Y~ — -

(ZNZH) 08/¢ L/wepsjod/ojed/y~ =~

O[oI0 8p OJaWINN

9l

Ll

‘9

(LNZH) 6./eyone /ojjod/y
(LNZH) Lz/s9puelou/Add/N
(LNZH) LL11¥9/euisie|Bul/oned)y= = =
(ENZH) 90/¥S0p/e118)eIBU|/Oj]0d/ Y = = =
(ENZH) S0/06 L AM/AYO/[eal Speue/y = - =
(ENZH) €0/uBISBiEd/0]|0d) Y =

(ZNZH) L0/90€ |/e118)eBU|/O]0d/ Y
(LNZH) G6/70/571/00ueN/elje)|/oned/y = = =

(LNZH) €4/29-€/-4/YSUON [8p BPUBL|/0IO|/\ = = =
(LNZH) 6.2/€86/eLe)e|Bul/0UBOLYE OUILIOISE)N = = =

(LNZH) vE/GY/M001IS0Y/AD /Y =
(LNZH) 20/6L/e10s81g/0]|0d) ——mm
(LNZH) 00/86/E1[8}I/ZNISOA. )Y ——

'GZ'0-

020"

'GL°0-

‘0L°0-

(CAL Orange 560)/F(FAM)

Yo
o
o
F

o
=)
Norm.

o)
Y.
o

‘020

G bi-

39



ES 254171013

E

T4

¥4

0[0I0 8p OJBWINN

9l

L

Ll 9

OIN—
OIN—
(ENZH) €0/ueIsed/o]|od/y/=a—
(ZNZH) L0/eusyelbul/oljod/y=* =
(LNZH) e6/e1ey/0)10d/

(LNZH) 66/e1[e)/0lj0d/ /= * =

(ENGH) 90/e.8)e|Bul/e1e0ie0/y =~ B =
(LNGH) 20/71L9z/elieie|bu)/oned y—e—
(LNGH) S0/eLeye|bul/e1seaw-D/ N —a—

0g'0-

- 020

S
S
FAM)

(

oS
o
=)
CAL Orange 560)/F

- "0L'0

o

N

(@)
Norm. F(

"0€°0

© 0¥'0

40



ES 254171013

0219 ap oJoWNN

9¢ ¥4 91 L ‘9 ‘1
b ‘ : - . = ‘510
e,
St Sk S SR
€ e h.”,.lswxﬂl“rrh..m..m.ih% <
a3 wmmﬂﬁ%  '60°0- m
ke - e W
—ooTIeEee 000 3
.z2%" =" _.M
L-z2FET g
(-=22I3F0 'G0°0 8
* < M — m
(ZNZH) 80/£66001/e109nG/[ES1 BpERUE . ) _ +"0L‘0 m\
(ZNZH) 80/5SvET ) /BI0®NS /[BR) BpRUE_ | _._m.
(ENSH) SO/9EV-06S/RIaNS /eI opeUe_ | .o« w
(LNGH) 90/819/\/e108Nng/jleal oynuq
- — (ZNZH) 80/£6600} /e8NS lea1 opeue ™ ~ .
(INZH) 80/55beZ ) Eang ress speug <~ ~ [ 0€°0
(ENSH) S0/9-06S/oMS/[eal speug™ =~ ~
(LNSH) 90/819/vemsy/jeas oyng— * 'GZ°0

41



ES 254171013

0[0I0 8p oJaWNN

Ol N

(ENZH) 92/8¥/eved|v/0red e = =

(ZNZH) 96/ |/eBeid/ouNbe /Y gmmm

(ENZH) S0/061AM/HYOL/IEDI BPEUR Y- ¥ =
(LNZH) 20/61/e10581g/0||0d /\fmtpomm

(LNSH) S0/82d/WEUIBIA/O||OU /il

(LNSH) 50/20-0v9OV/weuisip/oyed \y—a—

(ZNSH) €0/M6.2-8.E LAM/BIUBWID|Y/€}80180/\y= & =

'9¢ W2 91 Ny’ 9 1
i 1 1 i 1 'l
*®
R S
S
..ar...f... !
%oy
.....i_..r
.
. lﬂtf B
d.j.
‘f
..l-..l o L
< il PR “x
-~ - L I
-— .~ L RO
i Hl.._.....tll“.l..-.lw. SR .

oL'o

"800~

900

<t
—
<

o
o
S
Norm. F(CAL Orange 560)/F(FAM

©
—
=

oo}
—
=

‘0L0

210

Q614

42



Frecuencia

Frecuencia

80 1

70 -

50 -

40

30 A

20 A

100 -
90 T
80

70
60 -
50
40
30 A
20 1

10 -

a)

0 e — — I 'l‘" s —
55 56 57 58 59

b)

e N in

ES 254171013
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