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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para la deteccion patégenos respiratorios usando sondas de acido nucleico y
subconjuntos de granulos

Campo de la invencion

La presente descripcion es instructiva para un ensayo de amplificacion de acidos nucleicos multiplex para detectar e
identificar multiples patégenos respiratorios.

Antecedentes de la invencion

Los detalles bibliograficos de las publicaciones mencionadas por el autor en esta memoria descriptiva se recogen
alfabéticamente al final de la descripcion.

La referencia en esta memoria descriptiva a cualquier publicacion anterior (o informaciéon derivada de ella), o a
cualquier materia que se conozca, no es y no debe tomarse como un reconocimiento o admision o cualquier forma
de sugerencia de que esa publicacion previa (o la informacion derivada de ella) o la materia conocida forman parte
del conocimiento general comun en el campo del esfuerzo al que se refiere esta memoria descriptiva.

La Australian Lung Foundation ha publicado que las infecciones del tracto respiratorio superior representan
aproximadamente 3-4 millones de visitas a médicos de cabecera (GP) cada afio en Australia, costando a los
contribuyentes mas de 150 millones AU$ en costos directos y considerablemente mas en costos indirectos. Las
infecciones del tracto respiratorio inferior representan casi 3 millones de visitas a los médicos de cabecera cada afio
en Australia. El impacto social y econémico se ve agravado por la cantidad de hospitalizaciones atribuidas a las
infecciones respiratorias. Por ejemplo, la neumonia adquirida en la comunidad se asocia con una tasa de mortalidad
general en Australia de aproximadamente 12% por afio para pacientes hospitalizados mayores de 65 afos. Esta
tasa de mortalidad aumenta a aproximadamente 20% si estan presentes enfermedades comadrbidas (por ejemplo,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, insuficiencia cardiaca congestiva, diabetes). Ademas, hasta 30.000
admisiones hospitalarias por asma y hasta 40.000 ingresos hospitalarios por enfermedad pulmonar obstructiva
cronica son precipitadas por las infecciones virales, implicadas en del 50 al 80% de todas las hospitalizaciones por
asma y enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Como resultado, la carga de costos directos e indirectos en
Australia se estima en mas de 500 millones de AU$ cada afio.

Los agentes etiologicos asociados con la infeccion respiratoria pueden clasificarse en bacterianos (incluida
Bordetella pertussis), fungicos y virales. Los virus de influenza de tipo A o B causan epidemias de enfermedades
casi todos los inviernos. Las vacunas de temporada (vacunas contra la gripe) pueden prevenir la enfermedad de los
tipos de influenza A y B, pero no protegen contra la influenza tipo C. El virus sincicial respiratorio (VSR) es la
principal causa de las infecciones agudas de las vias respiratorias inferiores en bebés y nifios pequefios, y la
mayoria de hospitalizaciones que ocurren en bebés menores de 1 afio de edad. En todo el mundo, se cree que el
VSR esta asociado con una tasa de mortalidad anual de 160.000-600.000 muertes. Aquellos en mayor riesgo de
enfermedad grave por VSR incluyen los bebés prematuros y bebés con cardiopatia congénita, enfermedad
neuromuscular, anomalias estructurales de las vias respiratorias e inmunodeficiencias. Los virus de la parainfluenza
humanos (HPIV, por sus siglas en inglés) son los segundos, después del VSR, que son la causa comun de
enfermedades del tracto respiratorio inferior en nifios pequefios. Los HPIV también pueden causar enfermedades
graves del tracto respiratorio inferior con infecciones repetidas, que incluyen neumonia, bronquitis y bronquiolitis,
especialmente entre los ancianos y entre los pacientes con sistemas inmunes comprometidos.

A pesar de la magnitud de las enfermedades respiratorias en todo el mundo, los tratamientos son principalmente de
ayuda en su naturaleza. El uso de broncodilatadores, corticosteroides y antagonistas del receptor de leucotrienos
(por ejemplo, montelukast) generalmente no ha demostrado un beneficio clinico concluyente y los farmacos
antivirales, tales como la ribavirina, han demostrado solo un beneficio clinico marginal. Los enfoques actuales para
el tratamiento y la prevencion de las infecciones respiratorias incluyen anticuerpos monoclonales de segunda
generacion y compuestos antivirales altamente potentes, tales como Oseltamivir (Tamiflu [marca registrada]) y
Zanamivir (marca comercial registrada como Relenza) para el tratamiento de la influenza. También estan en
desarrollo composiciones de vacunas. Sin embargo, la efectividad de los regimenes de tratamiento existentes
depende en gran medida de la identificacion del patdgeno respiratorio en cuestion. Desafortunadamente, dada la
gran cantidad de los posibles patdgenos respiratorios y de las cepas correspondientes, el uso de diagnosticos
estandar para identificar un patdgeno respiratorio particular en una muestra consume mucho tiempo, es costoso y
con frecuencia conduce a diagnosticos incorrectos o no concluyentes. Un laboratorio tipico de virologia diagndstica
usa cultivos virales, tincion de inmunofluorescencia y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar virus
respiratorios. Sin embargo, las técnicas existentes tienen limitaciones significativas. Por ejemplo, el cultivo viral
requiere mucho tiempo y carece de la sensibilidad requerida para la deteccion, particularmente de virus que son
labiles durante el transporte y/o tienen requisitos de crecimiento exigentes. La tincion con inmunofluorescencia es
insensible, a menudo conduce a resultados negativos falsos y los ensayos actuales de PCR generalmente carecen
de una capacidad de deteccion de alto rendimiento para manejar de manera efectiva una gran cantidad de muestras
que contienen multiples dianas.
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El documento W0O2008/042450 describe kits y métodos utiles para la deteccion de patdgenos respiratorios (influenza
A (incluida la capacidad de subtipaje para los subtipos H1, H3, H5 y H7), influenza B, parainfluenza (tipo 2), virus
sincitial respiratorio y adenovirus) en una muestra.

El documento W02011/053241 describe un método para disefiar cebadores de polinucleotidicos/sondas capaces de
una hibridacién especifica tolerante e incompatible, utiles en la deteccién multiple y que comprende etapas de
captura y amplificacion.

Existe la necesidad de desarrollar un ensayo para detectar multiples patdogenos respiratorios con un alto nivel de
rapidez y sensibilidad.

Sumario

La invencion proporciona un método de cribado de una muestra para una multiplicidad de patdgenos respiratorios
para detectar un patdégeno particular en un método de amplificacion en fase sélida, comprendiendo el método:

(a) aislar el acido nucleico de la muestra, cuyo acido nucleico supuestamente comprende un acido nucleico de dos o
mas patdgenos respiratorios;

(b) someter el acido nucleico a amplificacion en presencia de un conjunto de granulos que tiene subconjuntos de
granulos a los que se inmovilizan sondas de oligonucledétidos con dos o mas combinaciones de pares de cebadores
que comprenden cebadores directos seleccionados del grupo que consiste en las SEQ ID N°: 1 a 16, 33y 35y
cebadores inversos correspondientes seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 17 a 32, 34 y 36,
respectivamente, en donde los pares de cebadores dirigen la amplificacion de una region de acido nucleico de un
patégeno respiratorio y en donde se captura el amplicon hibridando con dicho conjunto de granulos, en donde las
sondas de oligonucledtidos son complementarias a una region de un amplicon generado por amplificacion utilizando
las combinaciones de pares de cebadores y las sondas correspondientes se seleccionan de 2 o mas de las
siguientes secuencias (SEQ ID N°: 54, 76, 79, 82, 85, 88, 91, 94, 97, 100, 101, 104, 107, 108, 111, 114, 117, 120,
123, 126); y en el que un miembro de cada par de cebadores comprende un primer marcador 6pticamente
detectable que se incorpora en un amplicon resultante después de la amplificacion; y en donde dicho conjunto de
granulos tiene subconjuntos de granulos, siendo cada subconjunto homogéneo con respecto al tamarfio del granulo
y, opcionalmente, la intensidad de un segundo marcador 6pticamente detectable, creando de este modo un conjunto
de granulos heterogéneo basado en el tamafio y/o la segunda intensidad del marcador detectable y en donde el
numero de subconjuntos corresponde a la cantidad de patdgenos respiratorios que se van a cribar;

(c) determinar a cual de las granulos se ha unido un amplicon sobre la base de la intensidad del primer marcador
detectable y, cuando los amplicones estan unidos a mdultiples subconjuntos de granulos, distinguir entre los
subconjuntos multiples de granulos en funcidon del tamafio del granulo; en donde la unién de un amplicén a un
subconjunto particular de granulos es indicativa de la presencia de un patdgeno respiratorio particular en la muestra.

Se describe en este documento un método de cribado de una muestra para analizar una multiplicidad de patogenos
respiratorios para detectar un patégeno particular, comprendiendo el método:

(a) aislar el acido nucleico de la muestra, cuyo acido nucleico supuestamente comprende un acido nucleico de uno o
mas patdgenos respiratorios;

(b) someter el acido nucleico a amplificacion, en donde un par de cebadores acuosos dirige la amplificacion de una
region de acido nucleico de un patégeno respiratorio, seleccionandose el nimero de pares de cebadores sobre la
base del numero de patdgenos que se desea cribar y en donde al menos un miembro del par de cebadores
comprende un primer marcador detectable dpticamente que se incorpora en un amplicon resultante después de la
amplificacion; en el que el amplicén se captura hibridando con una sonda oligonucleotidica que es complementaria a
una region del amplicon y se inmoviliza en un granulo en un conjunto de granulos, teniendo el conjunto de granulos
subconjuntos de granulos, siendo cada subconjunto homogéneo con respecto al tamafio del granulo vy,
opcionalmente, a la intensidad de un segundo marcador detectable épticamente, creando de este modo un conjunto
de granulos heterogéneo basado en el tamafio y/o la intensidad del segundo marcador detectable y en el que el
numero de subconjuntos corresponde al numero de patdgenos respiratorios a cribar;

(c) determinar a cual de los granulos se ha unido un amplicon sobre la base de la intensidad del primer marcador
detectable y, cuando los amplicones estan unidos a multiples subconjuntos de granulos, distinguir entre los
subconjuntos multiples de granulos en funciéon del tamafio del granulo y, opcionalmente, sobre la base de la
intensidad del segundo marcador detectable épticamente, en el que la unién de un amplicén a un subconjunto
particular de granulos es indicativa de la presencia de un patdgeno respiratorio particular en la muestra.

En una realizacion, la amplificacién es una amplificacion en fase sélida.

En una realizacion, el amplicon iniciado por extensién del cebador que comprende el primer marcador dpticamente
detectable sirve como molde para la hibridacién y extension de un oligonucleétido (cebador hemi-anidado) que
comprende un segundo marcador 6pticamente detectable, en el que el oligonucledtido se inmoviliza en un granulo
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en un conjunto de granulos.

También se describe un método de cribado de una muestra para analizar una multiplicidad de patégenos
respiratorios para detectar un patégeno particular, comprendiendo el método:

(a) aislar el acido nucleico de la muestra, cuyo acido nucleico supuestamente comprende un acido nucleico de uno o
mas patdgenos respiratorios;

(b) someter el acido nucleico a amplificacion en fase solida; en donde un par de cebadores acuosos dirige la
amplificacion de una region de acido nucleico de un patégeno respiratorio, seleccionandose el nimero de pares de
cebadores sobre la base del nimero de patégenos que se desea cribar y en donde al menos un miembro del par de
cebadores comprende un primer marcador épticamente detectable que se incorpora en un amplicén resultante
después de la amplificacion, en el que el amplicon resultante iniciado por la extension del cebador que comprende el
primer marcador 6pticamente detectable sirve como molde para la hibridacion y extension de un oligonucleétido
(cebador hemi-anidado) que comprende un segundo marcador épticamente detectable, en el que el oligonucleétido
se inmoviliza en un granulo en un conjunto de granulos, teniendo el conjunto de granulos un subconjunto de
granulos, cada subconjunto siendo homogéneo con respecto al tamafio del granulo y, opcionalmente, la intensidad
de un segundo marcador Opticamente detectable, creando asi un conjunto de granulos heterogéneo en el tamafio
y/o la intensidad del segundo marcador detectable y en el que el nimero de subconjuntos corresponde a la cantidad
de patdgenos respiratorios a cribar;

(c) determinar a cual de los granulos se ha unido un amplicon sobre la base de la intensidad del primer marcador
detectable y, cuando los amplicones estan unidos a multiples subconjuntos de granulos, distinguir entre los
subconjuntos multiples de granulos en funciéon del tamafio del granulo y, opcionalmente, sobre la base de la
intensidad del segundo marcador detectable dpticamente;

en donde la unién de un amplicon a un subconjunto particular de granulos es indicativa de la presencia de un
patégeno respiratorio particular en la muestra.

En una realizacion, el método comprende distinguir entre subconjuntos multiples de granulos en base a la intensidad
del segundo marcador detectable 6pticamente.

En una realizacion, el patdgeno respiratorio se selecciona del grupo que consiste en Influenza A, Influenza B,
Influenza A H1N1, Influenza A H5N1, Virus Sincitial Respiratorio subtipo A, Virus Sincitial Respiratorio subtipo B,
Virus de la parainfluenza humano 1, Virus de la parainfluenza humano 2, Virus de la parainfluenza humano 3, Virus
de la parainfluenza humano 4, Metapneumovirus Humano, Adenovirus humano subtipo B, Adenovirus humano
subtipo C, Adenovirus humano subtipo E, Enterovirus humano, Rhinovirus humano Bordetella pertussis,
Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y otros microbios de los géneros Haemophilus, Mycoplasma
y Chlamydophila.

En una realizacion, el acido nucleico del patégeno respiratorio se selecciona del grupo que consiste en el gen que
codifica el segmento 7 de la proteina matriz de Influenza A, el gen que codifica el segmento 4 de la hemaglutinina de
Influenza B, el gen que codifica el segmento 4 de la cepa pandémica 2009 H1N1 de Influenza A, el gen que codifica
el Segmento 4 de la cepa pandémica H5N1 de Influenza A, el gen de la polimerasa del Virus Sincitial Respiratorio
(tipos A'y B), el gen que codifica la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del Virus de la parainfluenza humano
1, 2 y 3, el gen de la fosfoproteina del Virus de Parainfluenza Humano 4, el gen que codifica la region M2 de la
proteina matricial del Metapneumovirus Humano, el gen que codifica la region Hexon de los Adenovirus Tipos B, C y
E, region 5'UTR del Rhinovirus/Enterovirus Humano, el Elemento de Insercion (I1S) 481 de Bordetella pertussis, el
gen que codifica la Proteina de Membrana Externa Mayor de Chlamidophila pneumoniae y el gen que codifica P1
Citadhesina de Mycoplasma pneumoniae.

En una realizacion, el par de cebadores comprende un cebador directo seleccionado del grupo que consiste en SEQ
ID NOs. 1 a 16y SEQ ID NO: 33 y 35 y un cebador inverso correspondiente seleccionado del grupo que consiste en
SEQID NOs: 17 a 32y SEQ ID NO: 34 y 36.

En una realizacion, la sonda de oligonucleotidos/cebador hemi-anidado se selecciona del grupo que consiste en las
SEQ ID NOs: 37 a 52. En una realizacion, la sonda de oligonucleétidos es una sonda de oligonucleétidos de control
seleccionada de SEQ ID NOs: 53 y 54.

En una realizacién, el método comprende amplificar una secuencia de acido nucleico control usando un par de
cebadores que comprende un cebador directo seleccionado de SEQ ID NO: 33 y 35 y un cebador inverso
correspondiente seleccionado de SEQ ID NO: 34 y 36.

En una realizacion, el método comprende someter el acido nucleico a condiciones de amplificacién con 16 pares de
cebadores que comprenden cebadores directos de SEQ ID NOs: 1 a 16 y cebadores inversos correspondientes de
SEQ ID NOs: 17 a 32, y en los que las sondas de oligonucledtidos/cebadores hemi-anidados se seleccionan del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 37 a 52.
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En una realizacion, el método comprende amplificar una secuencia de acido nucleico usando un par de cebadores
que comprende un cebador directo e inverso y la sonda correspondiente seleccionada de SEQ ID NO: 74 a 126.

En una realizacion, el método comprende someter el acido nucleico a condiciones de amplificacién en fase sélida
con pares de cebadores que comprenden cebadores directos e inversos y la sonda correspondiente seleccionada de
SEQ ID NOs: 74 a 126 y en donde los cebadores son cebadores hemi-anidados.

En una realizacion, los primeros y segundos marcadores épticamente detectables son fluoréforos seleccionados del
grupo que consiste en hidroxicumarina, aminocoumarina, metoxicoumarina, azul cascada, amarillo Lucifer, NBD,
Ficoeritrina (PE), PerCP, aloficocianina, hoechst 33342, DAP1, azul SYTOX, hoechst 33258, cromomicina A3;
mitramicina, YOYO-I, SYTOX verde, SYTOX naranja, 7-AAD, naranja de acridina, TOTO-1, To-PRO-I, naranja de
tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS 751, colorantes Alexa Fluor incluyendo Alexa Fluro-350, -430, -488, -532, -546, -
555, -556, -594, -633, -647, -660, -680, -700 y -750; Colorantes BoDipy, incluidos BoDipy 630/650 y BoDipy 650/665;
Colorantes CY, particularmente Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy 5.5 y Cy7; 6-FAM (fluoresceina); PE-Cy5, PE-Cy7,
fluoresceina dT; Hexaclorofluoresceina (Hex); 6-carboxi-4', 5'-dicloro-2', T-dimetoxifluoresceina (JOE); Tintes verdes
de Oregon, incluidos 488-X y 514; Colorantes de rodamina, que incluyen X-rodamina, Lisamina rodamina B,
rodamina verde, rodamina rojo y ROX; TRITC3z Tetrametilrodamina (TMR); Carboxitetrametilrodamina (TAMRA);
Tetraclorofluoresceina (TET); Rojo 6B5 FluorX, BODIPY-FL y Texas Rojo.

En una realizacion, el primer marcador detectable épticamente es AlexaFluor-647.

En una realizacién, el segundo marcador detectable 6pticamente es boro-dipirrometeno (BoDipy)-TMR. En una
realizacion, el segundo marcador Opticamente detectable esta unido a la sonda de oligonucleétido. En una
realizacion, el segundo marcador dpticamente detectable se une a la sonda de oligonucleétido a través de una
modificacién de amino C6 de un residuo de timidina interno de la sonda de oligonucleétido.

En una realizacion, la sonda de oligonucledétidos es un oligonucleétido hemi-anidado. En una realizacion, la sonda de
oligonucledtidos se une covalentemente al granulo mediante un enlace tiol o metacrilo.

En una realizacion, el tamafio de los granulos dentro de cada subconjunto se selecciona del grupo que consiste en
3,0 um, 3,5 ym, 3,8 pm, 4,3 ym, 5,0 ym, 5,2 ym y 5,7 uym de diametro.

Ademas, se describe en este documento un kit que comprende dos o mas pares de cebadores oligonucleotidicos
seleccionados de SEQID NOs: 1y 17,2y 18,3y 19,4y 20,5y 21,6y 22,7y 23,8y 24,9y 25,10y 26, 11y 27,
12y 28,13y 29,14y 30, 15y 31y 16 y 32 y una sonda correspondiente seleccionada de SEQ ID NOs: 37 a 52,
respectivamente.

Ademas, se describe en este documento un kit que comprende dos o mas pares de cebadores de oligonucleétidos y
una sonda de cebador correspondiente como se enumera en la Tabla 8 (SEQ ID NOs: 74 a 126).

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos se denominan mediante un nimero de identificador de secuencia
(SEQ ID NO). Una lista de secuencias se adjunta al final de la memoria descriptiva. Las SEQ ID NO se
corresponden numéricamente con los identificadores de secuencia <400> 1 (SEQ ID NO: 1), <400> 2 (SEQ ID NO:
2), etc. En la Tabla 1 se proporciona un resumen de los identificadores de secuencia utilizados a lo largo de la
memoria descriptiva objeto. Una lista de estas secuencias se proporciona en la Tabla 2.

Tabla 1
Resumen de identificadores de secuencia
SECUENCIA DESCRIPCION
ID NO:
1 Cebador directo para el segmento 7 de la proteina de matriz de influenza A
2 Cebador directo para el segmento 4 de la hemaglutinina de influenza B
3 Cebador directo para el segmento 4 de H1N1
4 Cebador directo para el segmento 4 de H5N1
5 Cebador directo para el gen de la polimerasa del virus sincicial respiratorio (tipos A y B)
6 Cebador directo para la glicoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza
humano 1
7 Cebador directo para el cebador de la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la
parainfluenza humano 2




ES 2 662 386 T3

8 Cebador directo para la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza
humano 3

9 Cebador directo para la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza
humano 4

10 Cebador directo para el gen que codifica la region M2 de la proteina matricial del metapneumovirus

humano

11 Cebador directo para el gen que codifica la region Hexon de Adenovirus tipos By E

12 Cebador directo para el gen que codifica la region Hexén de Adenovirus tipo C

13 Cebador directo de la region 5'UTR del rinovirus humano/enterovirus

14 Cebador directo de Bordetella pertussis

15 Cebador directo de Chlamidophila pneumoniae

16 Cebador directo de Mycoplasma pneumoniae

17 Cebador inverso para el segmento 7 de proteina de matriz de influenza A.

18 Cebador inverso para el segmento 4 de la hemaglutinina de la influenza B

19 Cebador inverso para el segmento 4 de H1N1

20 Cebador inverso para el segmento 4 de H5N1

21 Cebador inverso para el gen de la polimerasa del virus sincicial respiratorio (tipos A y B)

22 Cebador inverso para la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza
humano 1

23 Cebador inverso para la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza
humano 2

24 Cebador inverso para la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza
humano 3

25 Cebador inverso para la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza
humano 4

26 Cebador inverso para el gen que codifica la region M2 de la proteina matricial del metapneumovirus

humano

27 Cebador inverso para el gen que codifica la region Hexén de Adenovirus tipos By E

28 Cebador inverso para el gen que codifica la region Hexén de Adenovirus tipo C

29 Cebador inverso de la regiéon 5'UTR del rinovirus humano/enterovirus

30 Cebador inverso de Bordetella pertussis

31 Cebador inverso de Chlamidophila pneumoniae

32 Cebador inverso de Mycoplasma pneumoniae

33 Cebador directo de MYL3

34 Cebador inverso de MYL3

35 Cebador directo de Matriz MS-2

36 Cebador inverso de Matriz MS-2

37 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de

cebadores SEQ ID NO: 1y 17
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38 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 2y 18

39 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 3y 19

40 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 4y 20

41 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 5y 21

42 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 6y 22

43 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 7y 23

44 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 8 y 24

45 Sonda de oligonucleétidos complementaria a una region del amplicén generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 9y 25

46 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 10 y 26

47 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicén generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 11y 27

48 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 12y 28

49 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 13y 29

50 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 14 y 30

51 Sonda de oligonucleotidos complementaria a una region del amplicén generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 15y 31

52 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicén generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 16 y 32

53 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 33 y 34

54 Sonda de oligonucledtidos complementaria a una region del amplicon generada por pares de
cebadores SEQ ID NO: 35y 36

55 MS2P (RTI-C1)

56 InA (RTI-C2)

57 InB (RTI-C3)

58 H1 (RTI-C4)

59 H5 (RTI-C5)

60 RSVA (RTI-C5) - Obsoleto (ver RTI-C18)

61 RSVB (RTI-C7) - Obsoleto (ver RTI-C19)

62 Para1 (RTI-C8)

63 Para2 (RTI-C9)
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64 Para3 (RTI-C 10)

65 Para4 (RTI-C11)

66 HMPV (RTI-C12)

67 AdV (RTI-C13)

68 Rhino (RTI-C14)

69 B. pertussisIS481 (RTI-C15)
70 C. peneumoniae (RTI-C16)
71 M. pneumoniae (RTI-C17)
72 RSV-A Pol Control (RTI-C18)
73 RSV-B Pol Control (RTI-C 19)
74 Cebador directo Am-InfA2
75 Cebador inverso InfA2
76 Acry InfA2

77 Cebador directo Am-InfB-2
78 Inverso InfB-2

79 Acry AS InfB-2

80 Cebador inverso H1N1

81 Cebador directo H1N 1
82 Acry H1N1

83 Cebador directo Am-H5N1
84 Cebador inverso H5N 1
85 Acry AS-H5N1

86 Cebador directo Am-RSV-3
87 Cebador inverso RSV-3
88 Acry AS-RSV-3

89 Cebador directo Am GB HPIV1
90 Cebador inverso GB HPIV1
91 Acry GB HPIV1

92 Cebador directo Am-Para2
93 Cebador inverso Para2
94 Acry AS-Para2

95 Cebador directo Am-Para3
96 Cebador inverso Para3
97 Acry AS-Para3

98

Cebador directo Am-Para4
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99 Cebador inverso Para4
100 Acry GB HPIV-4 Pr1
101 Acry GB HPIV-4 Pr2
102 Cebador directo Am-hMPV
103 Cebador inverso hMPV
104 Acry AS-hMPV

105 Cebador directo AdV
106 Cebador inverso AdV
107 Acry AdVB/E

108 Acry AdV C

109 Cebador inverso truncRhi
110 Cebador directo T7truncRhi
111 Acry Rhi

112 Cebador directo Bper
113 Cebador inverso Bper
114 Acry Bper

115 Cebador directo Cpn
116 Cebador inverso Cpn
117 Acry Cpn

118 Cebador directo Mpneu
119 Cebador inverso Mpneu
120 Acry Mpneu

121 Cebador inverso MS2-2
122 Cebador directo MS2-2
123 Acry MS2-2

124 Cebador directo MYL3
125 Cebador inverso MYL3
126 Oligonucleétido Pap tipo ProbeMLC_Int
127 Cebador directo Am-InfA
128 Cebador inverso P-InfA
129 AS InfA

130 Cebador directo alt Am-InfA
131 Cebador inverso P-InfA
132 AS InfA

133

Cebador directo InfB
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134 Cebador inverso InfB
135 InfB

136 Cebador directo RSV
137 Cebador inverso RSV
138 RSV

139 Cebador directo Am-Para1
140 Cebador inverso P-Para1
141 AS-Para1

10
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Resumen de secuencias

| SECUENCIA ID
‘ NO:

DESCRIPCION

CGAGGTCGAAACGTAYGTTCTYTCTAT

TACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCC

CCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCA

GCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCC

ACAGTCAGTAGTAGACCATGTGAATTC

TGGTGATGCAATATATGCGTATTCATC

CYCGTCCTGGAGTCATGCCATGCAA

CAAGTTGGCAYAGCAAGTTACAATTAGGA

GTTGATCAAGACAATACAATTACACTTGA

GACAAATCATMATGTCTCGYAARGCTCC

TGCCSCARTGGKCDTACATGCACATC

TGCCSCARTGGKCDTACATGCACATC

13

GAAACACGGACACCCAAAGTAGT

- CCGGCCGGATGAACACCCATAAGCA

15

CATGAATGGCAAGTAGGAGCCTCTC

16

GAACCGAAGCGGCTTTGACCGCATC

17

GCCATTCCATGAGAGCCTCRAGATC

18

CAGGAGGTCTATATTTGGTTCCATTGGC

19

GCTTTTTGCTCCAGCATGAGGACAT

20

YCTTCTCCACTATGTAAGACCATTCCGG

RTCRATATCTTCATCACCATACTTTTCTGTTA

22

CCGGGTTTAAATCAGGATACATATCTG

23

CRTTAAGCGGCCACACATCTGCGT

24

GTCCCCATGGACATTCATTGTTTCCTGGT

25

TAAGTGCATCTATACGAACRCCTGCTC

26

CTATCWGGCCAACTCCAGTAATTGTG

1"
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SECUENCIA ID
NO:

DESCRIPCION

27

GCRCGGSCRAACTGCACCAG

28

GCRCGGGCRAACTGCACCAG

29

ACTCACTATAGGAGCCTGCGTGGCKGCC

30

 GGGCCGCTTCAGGCACACAAACTTG

31

AGTTTTGGCTGAGCAATGCGGATGT

R

GCGTGGGCGTTTGCGGGTTTAACTT

33

GCACCCAGACAATACACACAGGTGT

34

GGCGGAAGTCAGCATGTGTCTG

35

GCACGCTCCTGCTACAGCCTCTTCC

36

CTTTTGCAGGACTTCGGTCGACGCC

37

GAATTCGGATCCAGTCTCTGCGCGATCTCGGCTTTGAG

38

GAATTCGGATCCGGTGTTTTCACCCATATTGGGCAATT

39

GAATTCGGATCCCATGCTGCCGTTACACCTTTGTTCG

40

GAATTCGGATCCCCCAGGAGCCAT CCAGCTACACTAC.

41

GAATTCGGATCCGTTCTATAAGCTGGTATTGATGCAGG

42

GAATTCGGATCCCCTATATCTGCACATCCTTGAGTGATT

43

GAATTCGGATCCACCCCTGTGATGCAATTAGCAGGGCA

44

GAATTCGGATCCAGCACATTATGCCATGTCCATTTTATCC

45

GAATTCGGATCCGGTTCCAGAYAAWATGGGTCTTGCTA

46

GAATTCGGATCCTTGCCCCGYACTTCATATTTGCA -

47

GAATTCGGATCCGCTTCGGAGTACCTGAGTCCGGGT

48

GAATTCGGATCCTCGGGCCAGGACGCCTCGGAGTAC

49
50

GAATTCGGATCCTCCTCCGGCCCCTGAATGYGGCTAA

GAATTCGGATCCTGCCCGATTGACCTTCCTACGTCGA

51

GAATTCGGATCCTGGTCTCGAGCAACTTTTGATGCTG

52

GAATTCGGATCCGGGCGCGCCTTATACGACCTCGATT

53

AAAGGGAGGACAGCTATGGACCAAACACAGACACAGAGAG

ACCCACAGACA

54

GAATTCGGATCCGAAGTGCCGCAGAACGTTGCGAACC

12
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SECUENCIA ID
NO:

DESCRIPCION

35

taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagagtiticggeticicectegacge

acgctcetgetacagecicitccetgtaagecaaaactipacitacatcgaagigecgeagaacgttg

cgaaccgggegicgaccgaagicctgeaaaaggtcacceagggtaatittaacetiggtgtigettta

geagaggecaggtcgacagectcacaactcgegacgeaaaccattgegetegtgaaggegtacac

tgcegetegicgeggtaatiggegecaggegctecgetacetigecctaaacgaagatcgaaagttt

cgalcaaaacacgiggecggeaggiggtiggagitgeagiicggitggitaccactaatgagtgegg
cege

56

taatacgacticactatagggagaaattaacccicactaaagggagactitggecccatggaatgttatc
tccctittaageticetatacagtttaactgetetgtecatgttatttggatececattcecatttagggeatt
tiggacaaagcgictacgelgeagiecicgetcactgggeacggtgagegigaacacaaatcctaaa
atccecttagtcagaggtgacapgattggtettgtctitagecattccatgagagectcaagatctgigt
tcttcectgeaaagacatcttcaagteteigegegatcicggcetttgagggggectgacggpacgata
gagagaacglacgiticgacctcggitagaapactcatctttcaatatctageggeege

57

taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagactictaagaaaccagcaatag
ctccgaagaaaccccittcctttaatagitigcaggaggtctatatttggticcattggeaageticaaa
ggtgtittcacceatattgggcaatttcetatggettttgeatgtictectgigtagtaaggctigettttgtit
aatccaccgtatititcgigaaggceaatctgettaatitggtcticicettictgtacaaatgtatggtactict
actgttagtggattcpttpctgtttigttgtigtcgticittggpacageccaagecatigttgcgaaaaat
ccgttictactggtaacgitagggcaagatcetpaggticcaagictgtaggptectectggtgecttit
ctegcattpataacgttagcggecge

58

taatacgactca-:talagggagaaanaaccctcactaaagggagatttatcaﬁaalgtaggatttgct
gagctttpggtatgaatttecttttitaactagecatattaaatttitgtagaagcetttttgetccageatgag
gacatgctgeegttacacctttgttcgagtcatgattgggccatgaactigictiggggaatatctcaaa
cctttcaaatgatgacactgagctcaattgetcicttagetectcataatcgatgaaatctcelgggtaac
acgticcatigictgaaciagaigtttccacaatgtaggaccatgagetigetgtiggagagtpgattcaca
ctelggatticccaggatecagecageaatgttacatttacccaaatgeaatggggcetaccecicttag
tttgcatagittceegttatgettgtctictagaaggttaacagagtptgtiactgitacattctttictagtac

tgtgtctgepgaccgc

39

aatacgactcaLtalagggagaa,atlaaccctcactaaagggagacacaaatttaaatgcaaattcl g
cattgtaacgatceattggagceacatccataaagatagaccagccaccatgattgecagtgctaggg
dactcgccactgitgaataaatigacagiatitggtaagticetatigattccaattttatticagticticat
agtcgitgaaaticcctgggtaacagaggtcattpgetggattggecttctecactatgtaagaccatte
cggcacatigatgaattcgicacacatigggtttccgaggagecatecagetacactacaatctctiaa

aattagaggcticactccatcta jatcgeagageiiccegtigigigictgegpecge

60

taatacgactcactatagpggagaaattaaccctcactaaaggpagatagaaaatgtctttatgattcca
cgatttttattgpatgctgtacatitap tttipecatageatgacacaatggctectagagatgtgataac
ggagetgcttacatcigtitttgaagtcataatittgcaatcatatgtgtacctetgtaitcteccattatgec
taggccageagceatigectaatactacactggagaagtpaggaaatigagicaaagacaataatgat
getitigggtigticaatatatggtagaaccetgetictecacccaattttiggpeatatteatatgeteogt
tggatggtglatttgetggatgacagaagttgatetiigttgagtgtatcattcaacttgactttgetaaga
gecattrttgtatttgocecatetticatcttatgtctetecttaattitaaattactataattttcaggetecatt
' tgaactatggagtgtpgtocgpccge

13
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SECUENCIA
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I

DESCRIPCION

61

taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagaataatcecacgattttigtigga
tgcagigcatttagititaccatagcatgacactatagetccaagagaagtaattactgagetgctiatgt
ctgtttttgatgtcatatactcteccattatgectagacctgetgeatigectaggaccacacitgagaag
ttaggaaattgagitaatgacagcaatgatgetttiggattgticaatatatggtagaatccagettcteet
cceaactictgtgeatacicataattgggagigteaatattatcicetglactacgitgaatagtgtattig
ctggatgacagcagcT.gatcctlaluaa.tgtatcatttaamgacmgctaagagccatctttgtatttg
ccccaatttat gttatt ggcttlacttttattmaattaclaaaacggaﬂagctcctlcttaaclangagcat

62

,taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagattgaaccagttgcagmtgggt '

tectggtogegacaggacttiatgaggcgeecaattaatggicatggegttgtigatatctaatgatee
tattigecaggttggagtgccaacctgaaccecttgticetgeagetattacagaacatgatttectgiigt
cg‘rtgatgtcalaggtatgagaaattamgggmaaatcag gatacatlatcigaatitaaggatatglaa
cctaattgtaaaacctgatatgacticcetatatctgeacatectigagtgatiaaptitgatpaatacgea
tatattgcatcaccaattgataatgaaggtagtctaacacatcetgaaattgtggtogatccagaaagta

gacltggiccaggtaataatgagapcgoccge

63

taatacgacicactatagggagaaattaaccctcactaaagggagacattaagcggecacacatctg

cglacacccctgigatgeaattagcagggcaaaaactigttgcattgeatgpeatgactececaggacg

aggaactigataggacggtacccatigagectcaatgatcggagcetgeaggattgattgtggeccac:

tgccetgtigtatitggaapagatatgactctticaataaaggtatcattataataatagaaagcaagict

cagttcagctagatcagtcgtggcataatcttctttttcagacctigtagetacatageaatacaagaca

caacctcciggtatagcagtgact gaaca.gctttlgcgattgattccatcacttaggtaaatggttt’tcat
agtcctgeggecge

64 .

taatacgactcactataggpgagaaatiaacccicactaaagggagatggacatgaatgtceccatgg
acattcattglticctggtctigatageacattatgecatgtecattttatecttatatcactgtagtcagtaa
tgtcaattattcctaattgtaacttgetgtpecaacttgtagatctigtatatataaagtatgagagatcctg
ggatitaagtcaggtaccaagtctgaglitacagitattatcectatcigtaatacttgatatgattttcctat

"atcctgacaaccicgagtaatiagattigaggtptaagcataaatcaggeggecge

65

taatacgactcactatagppagaaattaaccctcactaaagggagactgttattitaagtgeatctatac
gaacacctgctegictetcateggtittitgintggticcagataatatgggtettgetaatpagtcaagtg
taattgtattgictipgatcaacaaatttigagacglictcegttaccagtaacaattataggaactigttctga
ticttigtitaaactecigagacttactittgatpppactccaggatecattattticattgtigtgattaage
cclcaatigtggcaagigaaccttigattigtigagtgteattetttgtitgetgaattgtatittgagtaage
ataatttigtcaactttcccticaatcctgictagtctcactictaatgecttaatigeggecge

66

taatacgacicactatagggagaaatiaaccctcactaaagggagaggaccatgetcactgeactig:
attagtgctiicactgictigecagggcatatgaagagicatigicagegecetgetgataagicctatetg
pccaactccagtaattgiggttanacttgeactcacticeteigtigeatitgececegeacttcatatitge
atggagcctigegagacattatgattigtcatcctagagetgtgctaatatattgtaticetatitcigeag
catatttgtaatcaglatgtttagcatatagaattictccacacaaaagtgttatttcttgttgeaatgatga
gggigtcactgeagtigtigtgectacatetettittatigtgtactgagactcttttaatatageatgettgt

atgatagatcactcaggtgaatcecttgaagagacattttcgeggecge

14
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ID NO:

DESCRIPCION

67

taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagaatggecaccccatcgatgetg
ccccaatgpggcatacatgeacatcgecggacaggatgeticggagtacelgagicegggtctggty
cagticgcecgegecacagacacctacttcaatctgggaaataagtitagaaatcccaccglagege
cgacccacgatgigaccaccgaccgtagecageggeteatgtigegetiegtgactigggacagaa
tatgcictatgecaactcagetcatgetctggacatgacctttgaggtggateccatggatgagoccac
cetgcetttateticteticgaagititcgacgtggtcagagtgeatcagecacaccgeggceatcatega
ggcagictaccigeglacaccgilcicggecgptaacgetaccacglaageggecge

68

taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagacaatagtagacctggeagatg
aggctagaaaticcecactggegacagigtictagectgegtggetgeetgeacaceectttttggee
tgtgaagecatatatttigacaaggtgtgaagageccegtgtgcteactttgagtecteccggecccetga
atgtgpctaaccttaaccctgeagecattgcacacaatccagtgigtatetggteptaatgageaattg
cgggatggeaccaactactitgggtgteegtgtitcattttttttccttttatattttgettatggtgacaatgt
atatatagtatatatatatttgtcatcatgggcgctcaggtatctagacagaatgtigeggecge

69

taatacgactcactatagggagaaattaacccicaclaaagggagactaggtgtgaagaticaatagg
ttgtatgeatggticatccgaaccggatttgagaaactggaaatcgecaaccecccagitcactcaag
gagecccggecggatgaacacccataageatgecegattgaccttectacgtcgactcgaaatggic
cagcaattgatcgeccatcaagtitgtgtgectgaageggeccgettgetcaccgacaatggetegg
cetttcgeageegegeeticgecgegetgigecatgagetgggeatcaageacegetttaccegace
ttaccgeccacagaccaatggeaaggicgaacgcticatccagicggecttgegtgagtgpggetiac

70

getgeggecge
taatacgacicactataggpagaaattaacccicactaaagggagacttgegetacttggtgegacge
tattagcttacgtgctggattttacggagactatgttticgaccgtatcttaaaagtagatgeacctaaaa
cattttctatggpagecaacgetggegtageaacagetactggaacaaagtetgegaccatcaattat
catgaatggcaagtaggagcectctctatcitacagactaaactctitagtgecatacattggagtacaat
getclcgageaactitigatgetgataacatcegeatigetcagecaaaactacctacagetgtitiaaa
cttaactgcatggaaccettctttactaggaaatgecacagceattgtctactactgaticgtictcaggeg

geege

71

taatacgactcactataggpagaaattaacccicactaaagggagagecagceaatttagetacacee
geecetgacgaggtegegetgegecacaccaatgecatcaaceegegettaacceegtgaacgtate
glaacacgagcttticcteccteceecicacgggtgaaaatcccggpecgtgggcctiagtgegega
caacagegcetaaggocatcactgecggceagiggcagtcaacaaaccacgtatgatcccaccegaa
ccgaageggctttgaccgeatcaaccacctitgegttacgecggtatgacctegeegggegegectt
atacgacctcgattiticgaagttaaacccgeaaacgeccacgegegaccaaaccgggceagateac

72

cittaacccetitggcggctitggtitgagtgpepctgcaccecaacagtgaaacgeggccge

taatacgacicactatagggagaaattaaccctcactaaagggagaaataatictgttaggacatacat
lagtaaattgttctactactgacattaagctaaggecaaagctiatacaglittggaatactatatcaatat
Cltcatcaccatacittictgttaatatgegattaatagggctagtatcaaagtgataatitgtagttctata
agoiggtattgatgcagggaaticacal gtctactactgactgtaaggegatgeaaatagttaacact
taaatattgtgpgaaataatttttigpctitcicatatgttaacccaagaaticctatgelaaggcggecge

15
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73

taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagaataattctattaggacatatgtitg
tgaattgticcacaaccgacatcaggctaagaccaaaacttatgcaattttigaaacacaatgtegatatct
tcatctccatactitictgttaatacatgattgataggactagtatcgaaatgataatitgtigtictataagct
getatigatgeagpgaattcacatggtetactactgactgitaaacggtglaaataattgacacttagatat
tgtggaaacaactititggctitticatatgacagiccaagigticcagtacicagigeggccge

74

CGAGGTCGAAACGTAYGTTCTYTCTAT

75

GCCATTCCATGAGAGCCTCRAGATC

76

| AATTGAATTCGGATCCAGTCTCTGCGCGATCTCGGCTTTGAG

77

TACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCC

78

CAGGAGGTCTATATTTGGTTCCATTGGC

79

GAATTCGGATCCGGTGTTTTCACCCATATTGGGCAATT

80

GCTTTTTGCTCCAGCATGAGGACAT

81

CCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCA

82

AATTGAATTCGGATCCCGAACAAAGGTGTAACGGCAGCATG

83

GCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCC

84

YCTTCTCCACTATGTAAGACCATTCCGG

85

AATTGAATTCGGATCCCCGAGGAGCCATCCAGCTACACTAC

86

ACAGTCAGTAGTAGACCATGTGAATTC

87

RTCRATATCTTCATCACCATACTTTTCTGTTA

88

AATTGAATTCGGATCCGTTCTATAAGCTGGTATTGATGCAGG

89

TGGTGATGCAATATATGCGTATTCATC

90

CCGGGTTTAFATCAGGATACATATCTG

91

GAATTCGGATCCCCTATATCTGCACATCCTTGAGTGATT

92

CYCGTCCTGGAGTCATGCCATGCAA

93

CRTTAAGCGGCCACACATCTGCGT

GA;FT CGGATCCACCCCTGTGATGCAATTAGCAGGGCA

95

CAAGTTGGCAYAGCAAGTTACAATTAGGA

96

GTCCCCATGGACATTCATTGTTTCCTGGT

97

-EAATTCGGATCCAGCACAWATGCCATGTCCAI ITTTATCC

98

GTTGATCAAGACAATACAATTACACTTGA

16
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99

TAAGTGCATCTATACGAACRCCTGCTC

100

GAATTCGGATCC GGTTCCAGACAAAATGGGTCTTGCTA

101

GAATTCGGATCC GGTTCCAGATAATATGGGTCTTGCTA

102

GACAAATCATMATGTCTCGYAARGCTCC

103

CTATCWGGCCAACTCCAGTAATTGTG

104

GAATTCGGATCCTTGCCCCGYACTTCATATTTGCA

1035

TGCCSCARTGGKCDTACATGCACATC

106

GCRCGGGCRAACTGCACCAG l

107

AATTGAATTCGGATCCGCTTCGGAGTACCTGAGTCCGGGT 1

108

AATTGAATTCGGATCCTCGGGCCAGGACGCCTCGGAGTAC |

109

GAAACACGGACACCCAAAGTAGT

110

ACTCACTATAGGAGCCTGCGTGGCKGCC |

111

GAATTCGGATCCTCCTCCGGCCCCTGAATGYGGCTAA

112

CCGGCCGGATGAACACCCATAAGCA

113

GGGCCGCTTCAGGCACACAAACTTG

114

GAATTCGGATCCTGCCCGATTGACCTTCCTACGTCGA

115

CATGAATGGCAAGTAGGAGCCTCTC

‘116

AGTTTTGGCTGAGCAATGCGGATGT

117

GAATTCGGATCCTGGTCTCGAGCAACTTTTGATGCTG

118

GAACCGAAGCGGCTTTGACCGCATC

119

GCGTGGGCGTTTGCGGGTTTAACTT

120

GAATTCGGATCCGGGCGCGCCTTATACGACCTCGATT

121

CTTTTGCAGGACTTCGGTCGACGCC

122

GCACGCTCCTGCTACAGCCTCTTCC

123

AATTGAATTCGGATCCGAAGTGCCGCAGAACGTTGCGAACC

124

GCACCCAGACAATACACACAGGTGT

125

GGCGGAAGTCAGCATGTGTCTG

126

AAAGGGAGGACAGCTATGGACCAAACACAGACACAGAGAGA
' CCCACAGACA

127

TRGGRTTTGTGTTCACGCTCACCGTG
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SE?DUES?'A DESCRIPCION
128 GGGCATTTTGGACAAAGCGTCTACGC
129 | GAATTCGGATCCTGCAGTCCTCGCTCACTGGGCA
130 GACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGAC
131 GGGCATTTTGGACAAAGCGTCTACGC
132 GAATTCGGATCCTGCAGTCCTCGCTCACTGGGCA
133 GCACCAGGAGGACCCTACARAMTTGGA
134 TTGGGACRGCCCAAGCCATTGTTGCG
135 ACCTCAGGRTCTTGCCCTAACGYTACCA
136 | TTGGGWGGAGAAGCWGGWTTCTACCA
137 ATTATGCCTAGRCCWGCWGCATTGCC
138 ARY ARTGATGCTTTTGGRTTGTTCAATAT
139 TGGCACTCCAACCTGCAAATAGGATCA
140 CCAGTTGCAGTCTTGGTTTCCTGGTCG
i 141 GAATTCGGATCCACAGGACTTYATGAGGCGCCCA

Breve descripcion de las figuras
Las Figuras 1A a D muestran las secuencias de inserciéon de construccion de control y sus identificadores.

La Figura 2 es una representacion fotografica que muestra la confirmacion de la identidad de plantillas de ARN
mediante RT-PCR especifica.

La Figura 3 es una representacion fotografica que muestra concentraciones de cebadores que dan como resultado
una amplificacion eficiente de todas las plantillas de ADN diana.

La Figura 4 es una representacion fotografica que muestra las condiciones de cebadores que dan como resultado
una amplificacion eficiente de las plantillas de ARN y ADN.

Las Figuras 5A y B son representaciones fotograficas que muestran perfiles de amplificacion por RT-PCR en
ausencia o presencia de ADN cromosémico humano de fondo.

La Figura 6 es una representacion grafica que muestra una vision general del proceso general de disefio de
cebadores.

Descripcion detallada

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, la palabra "comprender", o
variaciones tales como "comprende" o "que comprende"”, se entenderan que implican la inclusién de un elemento o
numero entero determinado o paso de método o grupo de elementos o nimeros enteros o pasos de método, pero no
la exclusion de ningun elemento o nimero entero o paso de método o grupo de elementos o numeros enteros o
pasos de método.

Tal como se usa en la memoria descriptiva del sujeto, las formas singulares "un”, "uno/a" y "el/la" incluyen a los
aspectos singulares y plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la
referencia a "un patégeno respiratorio” incluye un uUnico patégeno respiratorio, asi como dos o mas patégenos
respiratorios diferentes; la referencia a "un agente" incluye un Unico agente, asi como dos o mas agentes; la
referencia a "la descripcion” incluye uno o varios aspectos ensefiados por la descripcion. La invencion es como se
define en las reivindicaciones afadidas.

La presente descripcion ensefia la deteccion y diferenciacion de multiples patdgenos respiratorios en una muestra.
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Se describe en este documento un método de seleccién de una muestra para una multiplicidad de patégenos
respiratorios para detectar un patégeno particular, comprendiendo el método:

(a) aislar el acido nucleico de la muestra, cuyo acido nucleico supuestamente comprende un acido nucleico de uno o
mas patdgenos respiratorios;

(b) someter el acido nucleico a amplificacion, en donde un par de cebadores acuosos dirige la amplificacion de una
region de acido nucleico de un patégeno respiratorio, seleccionandose el nimero de pares de cebadores sobre la
base del numero de patdgenos que se desea cribar y en donde al menos un miembro del par de cebadores
comprende un primer marcador detectable épticamente que se incorpora en un amplicon resultante después de la
amplificacion; en el que el amplicon se captura hibridando con una sonda oligonucleotidica que es complementaria a
una region del amplicon y que esta inmovilizada en un granulo en un conjunto de granulos, teniendo el conjunto de
granulos subconjuntos de granulos, siendo cada subconjunto homogéneo con respecto al tamafio del granulo v,
opcionalmente, a la intensidad de un segundo marcador detectable épticamente, creando de este modo un conjunto
de granulos heterogéneo basado en el tamafio y/o la intensidad del segundo marcador detectable y en el que el
numero de subconjuntos corresponde al numero de patdgenos respiratorios a cribar;

(c) determinar a cual de los granulos un amplicon se ha unido sobre la base de la intensidad del primer marcador
detectable y, cuando los amplicones estan unidos a multiples subconjuntos de granulos, distinguiendo entre los
subconjuntos multiples de granulos en funciéon del tamafio del granulo y, opcionalmente, sobre la base de la
intensidad del segundo marcador detectable dpticamente;

en donde la uniéon de un amplicon a un subconjunto particular de granulos es indicativa de la presencia de un
patégeno respiratorio particular en la muestra.

En una realizacion, la amplificacion es una amplificacion en fase sélida.

En una realizacién, el amplicon iniciado por la extension del cebador que comprende el primer marcador
opticamente detectable sirve como molde para la hibridacién y extensién de un oligonucledtido (cebador hemi-
anidado) que comprende un segundo marcador opticamente detectable, en el que el oligonucledtido se inmoviliza en
un granulo en un conjunto de granulos.

Ademas, se describe un método de cribado de una muestra para una multiplicidad de patégenos respiratorios para
detectar un patdgeno particular, comprendiendo el método:

(a) aislar el acido nucleico de la muestra, cuyo acido nucleico supuestamente comprende un acido nucleico de uno o
mas patdgenos respiratorios;

(b) someter el acido nucleico a amplificacion en fase solida; en donde un par de cebadores acuosos dirige la
amplificacion de una region de acido nucleico de un patégeno respiratorio, seleccionandose el nimero de pares de
cebadores sobre la base del nimero de patdégenos que se desea cribar y en donde al menos un miembro del par de
cebadores comprende un primer marcador épticamente detectable que se incorpora en un amplicén resultante
después de la amplificacion, en el que el amplicon resultante iniciado por la extension del cebador que comprende el
primer marcador 6pticamente detectable sirve como molde para la hibridacion y extension de un oligonucleétido
(cebador hemi-anidado) que comprende un segundo marcador épticamente detectable, en donde el oligonucleétido
se inmoviliza en un granulo en un conjunto de granulos, teniendo el conjunto de granulos subconjuntos de granulos,
siendo cada subconjunto homogéneo con respecto al tamafio del granulo y, opcionalmente, la intensidad de un
segundo marcador 6pticamente detectable, creando asi un conjunto de granulos heterogéneo en tamafio y/o
intensidad del segundo marcador detectable y en el que el nimero de subconjuntos corresponde a la cantidad de
patégenos respiratorios a cribar;

(c) determinar a cual de los granulos un amplicon se ha unido sobre la base de la intensidad del primer marcador
detectable y, cuando los amplicones estan unidos a multiples subconjuntos de granulos, distinguir entre los
subconjuntos multiples de granulos sobre la base del tamafio del granulo y, opcionalmente, sobre la base de la
intensidad del segundo marcador detectable dpticamente;

en donde la unién de un amplicon a un subconjunto particular de granulos es indicativa de la presencia de un
patégeno respiratorio particular en la muestra.

El término "patégeno” se refiere a un microorganismo o virus que es capaz de infectar o colonizar un huésped. Un
huésped puede ser una Unica célula o un sujeto que comprenda una multiplicidad de células. Por lo tanto, un
"huésped" incluye a un sujeto. Ejemplos de patégenos incluyen los virus, las bacterias, los hongos y los
microorganismos eucariotas. Un "patégeno respiratorio" se refiere a un patégeno que es capaz de infectar o
colonizar el tracto respiratorio de un huésped, al que también se hace referencia en este documento como un
patégeno colonizador, un patégeno autéctono, un patégeno comensal o un organismo comensal. Sera entendido por
los expertos en la técnica que un patégeno puede estar presente en un sujeto sano libre de infeccion. En el estado
normal y saludable, estos patdgenos no causan infeccidon mientras el sujeto no desarrolle sintomas respiratorios. Sin
embargo, después de un factor desencadenante (por ejemplo, mala salud, estrés), el patdbgeno puede convertirse en
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un patégeno causante de una infeccion respiratoria cronica/aguda.

Los patégenos respiratorios son conocidos por los expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero no estan
limitados a, Influenza A, Influenza B, Influenza A HINI, Influenza A H5N1, Virus Sincitial Respiratorio subtipo A, Virus
Sincitial Respiratorio subtipo B, Virus de la parainfluenza humano 1, Virus de la parainfluenza humano 2, Virus de la
parainfluenza humano 3, Virus de la parainfluenza humano 4, metapneumovirus humano, subtipo B de adenovirus
humano, subtipo C de adenovirus humano, subtipo E de adenovirus humano, enterovirus humano, rinovirus humano,
Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae, y cepas de los mismos. También se
prevén microbios de los géneros Streptococcus, Haemophilus, Moraxella, Pseudomonas, Kilebsiella,
Stenotrophomonas, Acinetobacter, Staphylococcus, Mycoplasma, Legionella, Chlamydophila, Mycobacterium,
Coxiella, Nocardia, Pneumocystis, Nocardia y Aspergillus, incluidos los mencionados anteriormente.

En este documento se muestra también un método para detectar y/o diferenciar entre una o mas cepas particulares
de un patégeno respiratorio en una muestra. La referencia en este documento a "cepas" incluye cualquier variante
de la especie o taxon del analito. Los ejemplos de "cepas" de un patégeno respiratorio incluyen subespecies del
patégeno, variantes del patdgeno con diferentes niveles de virulencia, variantes del patdégeno que indican diferentes
prondsticos al infectar o colonizar un hospedador, variantes bioquimicas del patdgeno y similares.

El término "muestra”, como se usa en este documento, se usa de forma intercambiable con el término "analito" para
referirse a cualquier materia de composicidon que supuestamente comprende uno o mas patdgenos respiratorios. Los
ejemplos incluyen muestras bioldgicas de un sujeto, que incluyen, pero no se limitan a, sangre, suero, plasma,
saliva, heces, orina, linfa, liquido amniético, liquido cefalorraquideo, liquido tisular, semen, exudado, pus, fluido
respiratorio y mocos e hisopos de Ulceras topicas, canceres y lesiones y muestras de tejidos o células, tales como
raspados celulares, biopsias y similares.

Las muestras contempladas por el método descrito en este documento también incluyen muestras industriales tales
como aire, agua y tierra y similares. Las muestras también pueden incluir hielo, rocas, respiraderos hidrotérmicos y
aire; entornos de asistencia sanitaria que incluyen hospitales, equipos hospitalarios, equipos quirdrgicos, prendas
para el personal sanitario y similares; entornos "industriales" que incluyen instalaciones de fabricacion, instalaciones
farmacéuticas, cervecerias, bodegas y similares; y entornos de "laboratorio" que incluyen fermentadores, cultivos,
bancos, equipos y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a cualquier organismo que pueda ser
susceptible a una infeccién o colonizacion por un patdégeno respiratorio. Los ejemplos de sujetos incluyen, pero no
se limitan a, animales, plantas, hongos y bacterias (que pueden estar infectados por bacteriéfagos). Un sujeto
incluye una célula huésped o una multiplicidad de células huésped. Como se usa en este documento, el término
"animal" incluye un mamifero que incluye un primate tal como un primate inferior y un cebador superior que incluye
un ser humano. Sin embargo, el término "animal" también incluye especificamente especies de ganado tales como
ganado, caballos, ovejas, cerdos, cabras y burros, asi como animales de laboratorio. Ejemplos de animales de
prueba de laboratorio incluyen ratones, ratas, conejos, conejillos de indias y hamsteres. Los conejos y los animales
roedores, tales como las ratas y los ratones, proporcionan un sistema de prueba conveniente o un modelo animal, al
igual que los primates y los primates inferiores. También se contemplan animales no mamiferos tales como especies
aviares, pez cebra, anfibios (incluyendo sapos de cafia) y especies de Drosophila, tales como la Drosophila
melanogaster. El sujeto también puede ser un animal, tal como una planta.

En una realizacion, el sujeto es un ser humano.

La infeccion respiratoria en animales, particularmente en especies de ganado, puede causar pérdidas econémicas
significativas. Por ejemplo, la enfermedad respiratoria bovina (BRD), que incluye las infecciones del tracto
respiratorio superior, la difteria y la neumonia, se ha atribuido a mas del 60-70% de las enfermedades y muertes en
el ganado de engorde. Tanto los agentes virales como los bacterianos pueden causar BRD y pueden ser
extremadamente dificiles de controlar. Mientras que los animales se recuperan de la enfermedad en la mayoria de
los casos, tipicamente se presentan con algun grado de lesiones a largo plazo. Por ejemplo, los estudios han
demostrado que el 30-50% de todos los bovinos que muestran signos de lesiones pulmonares en el sacrificio son el
resultado de una enfermedad respiratoria pasada. Para controlar las enfermedades respiratorias en este entorno,
muchos administradores de ganado activamente diagnostican y tratan los brotes por cuarentena y tratan a los
animales infectados con antibiéticos y/o medicamentos antivirales. Sin embargo, estos esfuerzos correctivos suelen
ser costosos y a menudo no logran curar la enfermedad. Ademas, el éxito del tratamiento depende invariablemente
de la salud respiratoria del animal antes del inicio de la enfermedad y la identificacion de los patdgenos respiratorios
en juego. Por lo tanto, el método descrito en este documento tiene aplicacion en la industria ganadera para
identificar patégenos respiratorios en un animal infectado o en una poblacién de animales, permitiendo asi un mejor
diagndstico y la implementacion de regimenes de tratamiento mas eficaces.

Ademas de afectar la forma en que los animales responden al tratamiento, el dafio patoldgico derivado de una
enfermedad previamente respiratoria puede afectar negativamente al rendimiento de un animal en la instalacion de
engorde. Por ejemplo, se ha demostrado que el ganado de engorde con dafios respiratorios mayores gana menos
peso que aquellos animales con menos dafios respiratorios. Ademas, la carne derivada de ganado con mayores
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dafios a menudo es de menor calidad que la carne derivada de ganado con menores dafos.

En una realizacion, el sujeto es un animal de ganado. En una realizacion relacionada, el patdgeno respiratorio se
selecciona de un virus de una granja de engorde que incluye, pero no se limita a, virus del herpes bovino 1 (BHV-1 o
IBR), virus parainfluenza 3 (P13), virus de la diarrea viral bovina (BVDV) y virus sincitiales respiratorios bovinos
(BRSV) y una bacteria de granja de engorde o un organismo de tipo bacteriano que incluye, pero no se limita a,
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Haemophilus somnus, Mycoplasma spp. y Chlamydia.

La expresion "acido nucleico" y los términos "nucleétido” y "polinucledtido" se usan indistintamente en este
documento e incluyen ARN, ADNc, ADN gendmico, formas sintéticas y polimeros mixtos, tanto cadenas sentido
como antisentido, y pueden modificarse quimica o bioquimicamente o pueden contener bases de nucledtidos no
naturales o derivatizadas, como apreciaran facilmente los expertos en la técnica. Tales modificaciones incluyen, por
ejemplo, marcadores, metilacion, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos que se producen de forma natural con
un analogo (tal como un anillo de morfolina), modificaciones internucleotidicas tales como enlaces no cargados (por
ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.), enlaces cargados (por ejemplo,
fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), restos colgantes (por ejemplo, polipéptidos), intercaladores (por ejemplo,
acridina, psoraleno, etc.), quelantes, alquilantes y enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos a-anoméricos,
etc.). También se incluyen moléculas sintéticas que imitan a los polinucleétidos en su capacidad para unirse a una
secuencia designada a través de enlaces de hidrogeno y otras interacciones quimicas. Dichas moléculas son
conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, aquellas en las que los enlaces peptidicos sustituyen a los enlaces
de fosfato en la cadena principal de la molécula.

Los acidos nucleicos se pueden aislar de la muestra sujeto usando cualquier método conocido por los expertos en la
técnica. El aislamiento de un acido nucleico se debe entender que significa un acido nucleico que generalmente se
ha separado de otros componentes con los que esta asociado o vinculado de forma natural en su estado nativo. En
una realizacion, el acido nucleico aislado esta al menos 50% libre, o al menos 75% libre, o al menos 90% libre de
otros componentes con los que esta asociado de forma natural. El grado de aislamiento expresado puede estar
relacionado con la pureza de sustancias interferentes.

El ADN se puede aislar de la muestra usando cualquier medio conveniente conocido por el destinatario experto. Por
ejemplo, en el caso de un virus supuestamente expresado en una célula humana, se puede usar guanidina o un
agente funcionalmente equivalente para lisar las células. En algunas realizaciones, el ADN se purifica a partir de la
muestra usando una cantidad limite de un agente de unién a ADN tal como, pero sin limitacion, silice. Al usar una
cantidad limitante del agente de unién al ADN, se puede aislar una cantidad uniforme de ADN de diferentes
muestras ya que la cantidad de ADN recuperado en cada caso es igual a la cantidad maxima de ADN que puede
unirse por la cantidad limite del agente de union del ADN. EI ADN unido al agente de unién del ADN puede luego
recuperarse o eluirse del agente de unién del ADN usando cualquier medio conveniente.

Dependiendo de las circunstancias, lo que seria evidente para cualquier experto en la materia, el ARN se aisla, por
ejemplo, cuando el patégeno respiratorio de interés es un virus ARN. Si se aisla el ARN, el ARN puede amplificarse,
o el ARN puede transcribirse de forma inversa en ADNc usando métodos conocidos por los expertos en la técnica,
para su posterior amplificacion y analisis. En una realizacion, el ARN viral o el ADN correspondiente se aisla de una
célula hospedadora infectada.

El método ensefiado en este documento comprende el uso de cebadores especificos para amplificar una secuencia
de acido nucleico en una muestra que esta altamente conservada en los miembros del taxén de interés.
Esquematicamente, la region amplificada tiene la estructura general de:

Cg-X-Cr, en donde:

Cr es una secuencia de nucledtidos que se conserva a través de los miembros del taxén diana y es el sitio de union
del cebador "directo” (F);

X es una secuencia de nucleétidos, parte de la cual comprende una regién conservada a través de miembros del
taxon diana; y

Cr es una secuencia de nucledtidos que se conserva a través de los miembros del taxdn diana y es el sitio de unién
del cebador "inverso" (R) correspondiente.

La amplificacion de sitios de cebadores tales como las descritas en este documento produce de manera efectiva
cadenas de acido nucleico marcadas (amplicones) que luego se cargan en soportes solidos después de la
hibridacién con sondas de captura de oligonucleétidos inmovilizadas en granulos. En una realizacion, los amplicones
marcados se cargan en soportes soélidos después de la hibridacién y la extension de los oligonucleétidos sonda
hemi-anidados inmovilizados en granulos.

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regiéon de acido nucleico de Influenza A.
Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen que codifica el Segmento 7 de
la proteina de matriz de Influenza A. En una realizacién, el par de cebadores comprende
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5'AmMC6/CGAGGTCGAAACGTAYGTTCTYTCTAT (SEQ ID Ne: 1,  cebador directo; F)y vy
GCCATTCCATGAGAGCCTCRAGATC (SEQ ID N°: 17; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regiéon de acido nucleico de Influenza B.
Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen que codifica el Segmento 4 de
hemaglutinina  de Influenza  B. En una realizacion, el par de cebadores comprende
5'AmMC6/TACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCC  (SEQ ID NO: 2; cebador directo; F)y vy
CAGGAGGTCTATATTTGGTTCCATTGGC (SEQ ID NO: 18; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico de la cepa
pandémica H1N1 2009 de Influenza A. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region
del gen que codifica el Segmento 4 de la cepa pandémica H1N1 2009 de Influenza A. En una realizacion, el par de
cebadores comprende 5'’AmMC6/CCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCA (SEQ ID NO: 3; cebador directo; F) y
GCTTTTTGCTCCAGCATGAGGACAT (SEQ ID NO: 19; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico de la cepa
pandémica H5N1 de Influenza A. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del
gen que codifica el Segmento 4 de la cepa pandémica H5N1 de Influenza A. En una realizacion, el par de cebadores
comprende 5'AmMC6/GCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCC (SEQ ID NO: 4; cebador directo; F) e
YCTTCTCCACTATGTAAGACCATTCCGG (SEQ ID NO: 20; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una region de acido nucleico del Virus Sincitial
Respiratorio (tipos A y B). Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen de la
polimerasa del Virus Sincitial Respiratorio (tipos A y B). En una realizacién, el par de cebadores comprende
5'AmMC6/ACAGTCAGTAGTAGACCATGTGAATTC (SEQ ID NO: 5; cebador directo; F) 'y
RTCRATATCTTCATCACCATCATTTTCTGTTA (SEQ ID NO: 21; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico del Virus de la
Parainfluenza Humana 1. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen que
codifica la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del Virus de la Parainfluenza Humano 1. En una realizacion,
el par de cebadores comprende 5AmMMC6/TGGTGATGCAATATATGCGTATTCATC (SEQ ID NO: 6; cebador
directo; F) y CCGGGTTTAAATCAGGATACATATCTG (SEQ ID NO: 22; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico del Virus de la
parainfluenza humano 2. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una regién del gen que
codifica la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la Parainfluenza 2 humano. En una realizacion, el
par de cebadores comprende 5’AmMC6/CYCGTCCTGGAGTCATGCCATGCAA (SEQ ID NO: 7; cebador directo; F)
y CRTTAAGCGGCCACACATCTGCGT (SEQ ID NO: 23; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico del Virus de la
Parainfluenza Humana 3. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una regiéon del gen que
codifica la glucoproteina hemaglutinina-neuraminidasa del virus de la parainfluenza humano 3. En una realizacion, el
par de cebadores comprende 5'AmMC6/CAAGTTGGCAYAGCAAGTTACAATTAGGA (SEQ ID NO: 8; cebador
directo; F) y GTCCCCATGGACATTCATTGTTTCCTGGT (SEQ ID NO: 24; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico del Virus de la
parainfluenza humano 4. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen de la
fosfoproteina del Virus de la parainfluenza humano 4. En una realizacién, el par de cebadores comprende
5'AmMC6/GTTGATCAAGACAATACAATTACACTTGA (SEQ ID NO: 9; cebador directo; F) 'y
TAAGTGCATCTATACGAACRCCTGCTC (SEQ ID NO: 25; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico del
Metapneumovirus Humano. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una regién del gen
que codifica la region M2 de la proteina matricial del Metapneumovirus Humano. En una realizacion, el par de
cebadores comprende 5’AmMMC6/GACAAATCATMATGTCTCGYAARGCTCC (SEQ ID NO: 10; cebador directo; F) y
CTATCWGGCCAACTCCAGTAATTGTG (SEQ ID NO: 26; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una region de acido nucleico de Adenovirus
Tipos B y/o E. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefarse para amplificar una region del gen que codifica la
region Hexéon de Adenovirus Tipos B y E. En una realizacién, el par de cebadores comprende
TGCCSCARTGGKCDTACATGCACATC (SEQ ID NO: 11; cebador directo; F) y
5'AmMC6/GCRCGGGCRAACTGCACCAG (SEQ ID NO: 27; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico del Adenovirus
Tipo C. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen que codifica la region
Hexén de Adenovirus Tipos C. En una realizacion, el par de cebadores comprende
5'Phos/ TGCCSCARTGGKCDTACATGCACATC (SEQ ID NO: 12; cebador  directo; F) y
5'AmMC6/GCRCGGGCRAACTGCACCAG (SEQ ID NO: 28; cebador inverso; R).
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En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién del acido nucleico de
Rhinovirus/Enterovirus humanos. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar la region 5'UTR
del Rhinovirus/enterovirus humanos. En una realizacién, el par de cebadores comprende
5'AmMC6/GAAACACGGACACCCAAAGTAGT (SEQ ID NO: 13; cebador directo; F) y
ACTCACTATAGGAGCCTGCGTGGCKGCC (SEQ ID NO: 29; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico de Bordetella
pertussis. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del elemento de insercion
(IS) 481 de Bordetella pertussis. En una realizacion, el par de cebadores comprende
CCGGCCGGATGAACACCCATAAGCA (SEQ ID NO: 14; cebador directo; F) y
5'AmMC6/GGGCCGCTTCAGGCACACAAACTTG (SEQ ID NO: 30; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regiéon de acido nucleico de
Chlamidophila pneumoniae. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen
que codifica la proteina de membrana externa principal de Chlamidophila pneumoniae. En una realizacion, el par de
cebadores comprende CATGAATGGCAAGTAGGAGCCTCTC (SEQ ID NO: 15; cebador directo; F) vy
5'AmMCB/AGTTTTGGCTGAGCAATGCGGATGT (SEQ ID NO: 31; cebador inverso; R).

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una regién de acido nucleico de Mycoplasma
pneumoniae. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una region del gen que codifica P1
Citadhesina de Mycoplasma pneumoniae". En una realizacién, el par de cebadores comprende
GAACCGAAGCGGCTTTGACCGCATC (SEQ ID NO: 16; cebador directo; F) y
5'AmMC6/GCGTGGGCGTTTGCGGGTTTAACTT (SEQ ID NO: 32; cebador inverso; R).

La presente descripcion es instructiva para la amplificaciéon de secuencias control. En una realizacion, la secuencia
control puede incluir una regiéon del genoma del sujeto del que se deriva una muestra bioldgica. Sin embargo, el
método descrito en este documento no esta de ninguna manera limitado a estas secuencias control particulares y
también se contemplan otras secuencias control que serian evidentes para los expertos en la técnica, incluyendo
construcciones de acido nucleico creadas artificialmente que comprenden secuencias derivadas del genoma de un
patégeno respiratorio. Ademas, los métodos descritos en este documento también pueden realizarse sin la
amplificacién de una secuencia control. Cuando se realiza la amplificacion de una secuencia control, el amplicén que
se genera también se denomina en este documento "amplicén de control”.

En una realizacion, el par de cebadores esta disefiado para amplificar una region del gen MYL3. Por ejemplo, el par
de cebadores puede comprender GCACCCAGACAATACACACAGGTGT (SEQ ID NO: 33; cebador directo; F) y
5'AmMC6/GGCGGAAGTCAGCATGTGTCTG (SEQ ID NO: 34; cebador inverso; R).

En una realizacion, la secuencia control incluye una secuencia de gen para determinar que el ARN intacto se ha
aislado con éxito a partir de una muestra. Por ejemplo, el par de cebadores puede disefiarse para amplificar una
region del gen Matriz MS-2. En una realizacion, el par de cebadores comprende
GCACGCTCCTGCTACAGCCTCTTCC (SEQ ID NO: 35; cebador directo; F) y
5'AmMCB/CTTTTGCAGGACTTCGGTCGACGCC (SEQ ID NO: 36; cebador inverso; R).

Otros pares de cebadores y sondas son los enumerados en la Tabla 8 (SEQ ID NOs: 74 a 126).

El ADN aislado puede amplificarse usando cualquier protocolo de amplificacién de ADN conocido por los expertos
en la técnica. Una gama de métodos ejemplares para la amplificacion de ADN que de ninguna manera limitan el
método descrito en este documento se presentan en "ADN Amplification: Current Technologies and Applications"
(Demidov y Broude Eds. (2004) Horizon Bioscience). EI ARN aislado puede amplificarse usando cualquier método
de ARN conocido en la técnica y se han desarrollado numerosas tecnologias de amplificacion de ARN. Dos
categorias principales de estos son: (i) las que utilizan ciclos térmicos tales como RT-PCR vy (ii) los ensayos
isotérmicos tales como la amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA) (Compton (1991)
Nature 350: 91-92; Kievits et al. (1991) J Virol. Methods 55: 273-286) y amplificacion mediada por la transcripcion
(TMA) [Hill (1996) J. Clin. Ligand Assay 7P:43-51]. Los ensayos isotérmicos se pueden subdividir, segun si: (i)
copian y amplifican la secuencia diana, tales como TMA, NASBA Yy replicacion de secuencia autosostenida (3SR)
[Guatelli et al. (1990) Proc. Natl Acad. Sci USA 57: 1874-1878; Chadwick et al. (1998) J. Virol. Methods 70: 59-70;
para una revision, véase Chan y Fox (1999) Rev. Med. Microbiol. 70: 185-196]; o (ii) generan una sefial dependiente
de la diana que puede amplificarse adicionalmente, p. ej. ensayos invasivos (Lyamichev et al. (1999) Nat.
Biotechnol. 77:292-296; Ryan et al. (1999) Mol. Diagn. 4: 135- 144). Sin embargo, debe entenderse que el método
descrito en este documento también contempla cualquier método de amplificacion de ARN que seria evidente para
los expertos en la técnica. Ademas, debe entenderse que el método descrito en este documento también contempla
el uso de transcriptasa inversa o un equivalente funcional del mismo para convertir el ARN en ADN, que luego puede
amplificarse posteriormente.

En el método ensefiado en este documento, al menos un miembro del par de cebadores comprende un marcador
detectable, denominado en la presente memoria "primer marcador detectable" o "primer marcador detectable
opticamente”, que incluye, pero no se limita a, una molécula, atomo o ion que emite fluorescencia, fosforescencia y/o
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incandescencia.

En una realizacion, el primer marcador detectable 6pticamente es un "marcador fluorescente" o "fluoréforo”. Muchos
marcadores fluorescentes diferentes seran familiares para los expertos en la materia, y la eleccion del marcador
fluorescente de ninguna manera limita el método descrito en este documento. Marcadores fluorescentes ejemplares
comprenden cualquier marcador fluorescente que se pueda excitar usando una fuente de luz seleccionada del grupo
siguiente:

(i) Laseres de ion argon: comprenden una linea azul, 488, que es adecuada para la excitacion de muchos colorantes
y fluorocromos que emiten fluorescencia en la region verde a roja. También estan disponibles los laseres de argon
sintonizables que emiten en un rango de longitudes de onda (458 nm, 488 nm, 496 nm, 515 nm y otros);

(ii) Laseres de diodo: tienen una longitud de onda de emision de 635 nm. Otros laseres de diodos que ahora estan
disponibles funcionan a 532 nm. Curiosamente, esta longitud de onda excita el yoduro de propidio (Pl) de manera
optima. La tincion de Pl es ampliamente utilizada para los analisis de ADN, recuento en vivo/muerto y determinacion
de ploidia. Los laseres de diodo azul que emiten luz alrededor de 476 nm también estan disponibles;

(iii) Laseres de gas HeNe: funcionan con la linea roja de 633 nm;
(iv) laseres HeCd: operan a 325 nm;

(v) Lampara de arco de mercurio de 100 W: la fuente de luz mas eficiente para la excitacion de colorantes UV como
Hoechst y DAPI.

Ejemplos de fluoréforos (también denominados en este documento fluorocromos) incluyen, pero no se limitan a,
hidroxicoumarina, aminocoumarina, metoxicoumarina, azul cascada, amarillo Lucifer, NBD, ficoeritrina (PE), PerCP,
aloficocianina, hoechst 33342, DAPI, azul SYTOX, hoechst 33258, cromomicina A3, mitramicina, YOYO-l, SYTOX
verde, SYTOX naranja, 7-AAD, naranja de acridina, TOTO-I, To-PRO-I, naranja de tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS
751, Colorantes Alexa Fluor que incluyen Alexa Fluor-350, -430, -488, -532, -546, -555, -556, -594, -633, -647, -660,
-680, -700 y -750; Colorantes BoDipy, incluidos BoDipy 630/650 y BoDipy 650/665; Colorantes CY, particularmente
Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy 5.5y Cy7; 6-FAM (fluoresceina); PE-Cy5, PE-Cy7, fluoresceina dT; Hexaclorofluoresceina
(Hex); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2', T-dimetoxifluoresceina (JOE); Tintes verdes de Oregodn, incluidos 488-X y 514;
Colorantes de rodamina, que incluyen X-Rodamina, Lisamina Rodamina B, Rodamina verde, Rodamina Rojo y ROX;
TRITC, tetrametilrodamina (TMR); Carboxitetrametilrodamina (TAMRA); Tetraclorofluoresceina (TET); Rojo 6B,
FluorX, BODIPY-FL y Texas Rojo. En algunas realizaciones, el primer marcador detectable es AlexaFluor-647.

En una realizacién, al menos un miembro de un primer par de cebadores esta marcado con un marcador detectable
y al menos un miembro de un segundo par de cebadores esta marcado con un marcador detectable diferente para
permitir la diferenciacion entre amplicones dentro de un conjunto de mdltiples amplicones.

Al menos un miembro de un par de cebadores puede marcarse usando cualquier medio conveniente conocido por
los expertos en la técnica. Los métodos ejemplares incluyen tanto métodos previos como posteriores a la sintesis.
Los métodos de marcaje previos a la sintesis incluyen el marcaje de un cebador de PCR que se usa posteriormente
para la amplificacion de, y por lo tanto incorporado en, un amplicon por PCR. En este método, el marcador esta
tipicamente unido al extremo 5' de un cebador adecuado para la amplificacién del amplicén, aunque también se
contempla el marcaje en otras posiciones dentro del cebador, tal como el marcaje 3' o el marcaje no terminal.

También se puede usar un enlazador quimico entre el marcador y el cebador que estd marcado. Los expertos en la
técnica podran determinar facilimente secuencias de enlazador ejemplares, y es probable que incluyan enlazadores
tales como modificadores de amino C6, C7 y C12 y enlazadores que comprenden grupos tiol. Como se verificara
facilmente, un cebador puede comprender el enlazador, y el marcador, o el enlazador solo, al cual el marcador
puede unirse en una etapa posterior.

El método ensefiado en este documento es util para el cribado de una muestra para una multiplicidad de patdégenos
respiratorios debido a su capacidad de tener dos o mas subconjuntos de granulos, siendo los granulos de cada
subconjunto fisioquimicamente distinguibles de los de otro subconjunto de la base del tamafio del granulo v,
opcionalmente, la intensidad de un marcador detectable inmovilizado en los granulos. Por lo tanto, los granulos
dentro de cualquier subconjunto pueden tener un marcador comun detectable épticamente y/o un tamafio comun.
Los granulos dentro de cualquier subconjunto también pueden tener una sonda de oligonucleé6tido comun. Por lo
tanto, se pueden detectar multiples patdgenos respiratorios usando una multiplicidad de subconjuntos de granulos, a
los que se hace referencia en este documento como conjuntos de granulos.

En una realizacion, los granulos comprenden una "microparticula”. Como sera evidente para los expertos en la
técnica, casi cualquier material, homogéneo o de otro modo, se puede usar para la microparticula. Las
microparticulas contempladas en este documento también pueden comprender mas de una sustancia, y como tales
pueden comprender cubiertas, aleaciones o mezclas de sustancias organicas y/o inorganicas. Los materiales Utiles
que se pueden usar incluyen materiales seleccionados del grupo que consiste en silice (por ejemplo: cuarzo o
vidrio), latex, titania, didxido de estafio, itria, alimina y otros 6xidos metalicos binarios (tales como ZnO), perovskitas
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y otros 6xidos metalicos piezoeléctricos (tales como BaTiOs3), ZnS, sacarosa, agarosa y otros granulos poliméricos.
En algunas realizaciones, la microparticula comprende silice.

La expresion "fisioquimicamente distinguible”, como se usa en el presente documento, se refiere a una diferencia
medible en cualquiera de los tamafios de granulos, la presencia o ausencia de un marcador detectable particular y/o
la intensidad de un marcador detectable.

Los granulos contemplados para su uso en el método descrito en este documento pueden producirse en cualquier
forma tridimensional regular o irregular conveniente. Sin embargo, en general es practico sintetizar pequefas
esferas o particulas esferoidales. Tales esferas o particulas esferoidales también se denominan en este documento
"granulos". Por consiguiente, en una realizacion relacionada, las "microparticulas” son sustancialmente esféricas o
esferoidales o comprenden una "microesfera".

Aunque los granulos pueden denominarse "microesferas”, el tamafio real de los granulos depende de una variedad
de factores y los granulos pueden comprender o no realmente medidas en el intervalo de micrémetros. Por ejemplo,
el granulo comprende un diametro (o medida equivalente en una particula no esferoidal) de aproximadamente 300
nm a aproximadamente 30 ym, incluyendo 300 nm, 350 nm, 400 nm, 450 nm, 500 nm, 550 nm, 600 nm, 650 nm,
700 nm, 750 nm, 800 nm, 850 nm, 900 nm, 950 nm, 1,0 ym, 1,1 uym, 1,2 ym, 1,3 ym, 1,4um, 1,5um, 1,6um, 1,7 um,
1,8 ym, 1,9 ym, 2,0 ym, 2,1 ym, 2,2 ym, 2,3 ym, 2,4 ym, 2,5 ym, 2,6 ym, 2,7 uym, 2,8 uym, 2,9 ym, 3,0 ym, 3,1 pm,
3,2 um, 3,3 um, 3,4 uym, 3,5 ym, 3,6 ym, 3,7 ym, 3,8 ym, 3,9 ym, 4,0 ym, 4,1 ym, 4,2 ym, 4,3 uym, 4,4 ym, 4,5 um,
4,6 um, 4,7 ym, 4,8 ym, 4,9 ym, 5,0 ym, 5,1 ym, 5,2 ym, 5,3 uym, 5,4 ym, 5,5 ym, 5,6 ym, 5,7 ym, 5,8 ym, 5,9 ym,
6,0 ym, 6,1 ym, 6,2 ym, 6,3 ym, 6,4 ym, 6,5 ym, 6,6 ym, 6,7 ym, 6,8 um, 6,9 uym, 7,0 ym, 7,1 ym, 7,2 ym, 7,3 pm,
7,4 um, 7,5 ym, 7,6 ym, 7,7 ym, 7,8 ym, 7,9 ym, 8,0 ym, 8,1 ym, 8,2 ym, 8,3 ym, 8,4 ym, 8,5 uym, 8,6 um, 8,7 um,
8,8 um, 8,9 ym, 9,0 ym, 9,1 uym, 9,2 ym, 9,3 ym, 9,4 ym, 9,5 ym, 9,6 uym, 9,7 ym, 9,8 um, 9,9 ym, 10 ym, 11 pm, 12
pm, 13 um, 14 ym, 15 ym, 16 ym, 17 uym, 18 ym, 19 um, 20 ym, 21 ym, 22 ym, 23 um, 24 pym, 25 ym, 26 ym, 27
pm, 28 pm, 29 uym y 30 uym. En algunas realizaciones, el granulo comprende un diametro (o una medida equivalente
en una particula no esferoidal) de entre 3 um y 6 pm.

En una realizacion, los granulos son granulos AmpaSand producidas por Genera Biosystems, Victoria, Australia. Sin
embargo, el método descrito en este documento no se debe considerar de ninguna manera limitado al uso de estos
granulos especificamente.

Los granulos pueden distinguirse sobre la base de la presencia o ausencia de un marcador detectable, denominado
en la presente memoria "segundo marcador detectable" o "segundo marcador detectable épticamente" e incluye,
pero no se limita a, cualquier molécula, atomo o ion que emita fluorescencia, fosforescencia y/o incandescencia. Los
marcadores convenientes Opticamente detectables incluyen aquellos que emiten en los intervalos ultravioleta
(intervalo de longitud de onda de aproximadamente 350 nm a aproximadamente 3 nm), visible (intervalo de longitud
de onda de aproximadamente 350 nm a aproximadamente 800 nm, infrarrojo cercano (NI) (intervalo de longitud de
onda de aproximadamente 800 nm a aproximadamente 1500 nm) y/o infrarrojo (IR) (intervalo de longitud de onda de
aproximadamente 1500 nm a aproximadamente 10 um). Sin embargo, debido a la facilidad de deteccion, en algunas
realizaciones, el marcador 6pticamente detectable es detectable en el rango de longitud de onda visible.

El marcador opticamente detectable puede comprender uno o mas marcadores seleccionados del grupo que
consiste en un fluoréforo, una particula semiconductora, particulas de fésforo, una particula dopada y un nanocristal
o punto cuantico. En una realizacion relacionada, el segundo marcador épticamente detectable es un fluoréforo.

Hay muchos colorantes fluorescentes disponibles en la técnica que se pueden usar como fluoréforos de acuerdo con
el método descrito en este documento. Una propiedad importante de un colorante fluorescente u otro fluoréforo que
determina su potencial de uso es la longitud de onda de excitacion del fluoréforo, que tipicamente coincide con la(s)
longitud(es) de onda disponible(s) de la fuente de luz. Sin embargo, muchos colorantes fluorescentes diferentes y
otros fluoréforos seran familiares para los expertos en la técnica, y la elecciéon del marcador fluorescente de ninguna
manera limita el método descrito en este documento. Los colorantes fluorescentes particularmente convenientes que
se pueden usar para el marcaje de un sustrato incluyen los discutidos supra con respecto al marcaje del amplicén de
PCR. Sin embargo, cuando se elige un marcador fluorescente, los espectros de emision del marcador fluorescente
inmovilizado en la perla (segundo marcador detectable) deben ser distintos del espectro de emisién del marcador
detectable utilizado para al menos un miembro del par de cebadores (primer marcador detectable).

Los métodos de marcado fluorescente de microesferas y granulos son familiares para los expertos en la técnica, que
incluyen tefiido interno y tefiido externo (marcaje de superficie). Las dos técnicas producen granulos con
propiedades Unicas, cada una beneficiosa para diferentes aplicaciones. El tefiido interno produce particulas
extremadamente estables con emisiones de fluorescencia tipicamente estrechas. Estos granulos a menudo
muestran una mayor resistencia al fotoblanqueo. Como el fluoréforo esta dentro de los granulos, los grupos de
superficie estan disponibles para conjugar ligandos (proteinas, anticuerpos, acidos nucleicos, etc.) a la superficie de
la perla. Por esta razén, los granulos marcados internamente se usan tipicamente en aplicaciones de deteccion de
analitos e inmunoensayo. El marcaje de superficie implica la conjugacion del fluoréforo con la superficie del granulo.
Debido a que los fluoréforos estan en la superficie del granulo, son capaces de interactuar con su entorno al igual
que los fluoréforos en una célula tefiida. El resultado es un estandar de granulos que exhibe las mismas propiedades
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de excitacion y emision que las muestras de las células tefiidas, en una variedad de condiciones diferentes, tales
como la presencia de contaminantes o cambios en el pH. La naturaleza "sensible al medio ambiente" de los granulos
marcados en la superficie las hace idealmente adecuadas para imitar muestras biolégicas. Los granulos marcados
externamente se usan con frecuencia como controles y estandares en una serie de aplicaciones que utilizan la
deteccion por fluorescencia. Sin embargo, el método descrito en este documento contempla la asociacion de un
granulo con un marcador fluorescente por cualquier medio.

El segundo marcador opticamente detectable también puede incorporarse en la sonda del oligonucleotido
inmovilizado, en lugar de ser un marcador directamente asociado con el granulo per se. Por ejemplo, los granulos
comprenden un "marcador" inmovilizado o una sonda de oligonucleétido. El marcador puede llevar una amina
interna (NH2) que luego se modifica por conjugacion con un succinimidil-éster de un colorante. En algunas
realizaciones, el segundo marcador detectable es BoDipy-TMR.

Al mezclar sondas o marcadores de oligonucleétidos marcados y no marcados y luego conjugar esta mezcla con los
granulos, se pueden producir clases de granulos con diferentes niveles del marcador fluorescente y, por lo tanto, una
segunda intensidad detectable de marcador.

El segundo marcador detectable se puede aplicar a un granulo en un intervalo de concentraciones o intensidades,
proporcionando de ese modo otra base sobre la cual los granulos particulares pueden ser "fisioquimicamente
distinguibles". Por ejemplo, si se considera que la intensidad maxima detectable de la sefal de un elemento
opticamente detectable particular es del 100%, el marcador se puede aplicar a un intervalo de granulos para obtener
intensidades del 0%, 2%, 4%, 6%, 8 %, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
100%.

En algunas realizaciones, el conjunto de granulos comprende 6 subconjuntos de granulos de 3,0 ym, 3,5 ym, 3,8
pm, 5,0 ym, 5,2 um y 5,7 ym de diametro (o una medida equivalente en una particula no esferoidal) y en el que cada
uno de los 6 subconjuntos de los granulos comprenden otros 3 subconjuntos (subconjuntos secundarios) que
comprenden 1) granulos conjugados con la sonda oligonucleotidica no marcada (TO:FLO = 0; sin TMR), 2) granulos
conjugados en una relacion mixta 1:50-200 de sonda de oligonucleétido marcada:no marcada (TO:FLO = 50-200;
Medium TMR), respectivamente, y 3) granulos conjugados en una proporcion mixta 1:1,5-2 de la sonda de
oligonucleétido marcada:no marcada (TO:FLO = 1,5-2; TMR alta), respectivamente.

La referencia a una sonda de oligonucledtidos que esta "inmovilizada" en el granulo es la referencia a un
oligonucledtido unido o asociado de otro modo con el granulo. Una sonda de oligonucleétidos puede unirse o
asociarse de otro modo con el granulo por cualquier medio conveniente conocido por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, la sonda de oligonucleétidos se puede encapsular en granulos durante su produccién o se puede unir a su
superficie después de la produccion. El método utilizado para asociar la sonda de oligonucleétidos con el granulo
dependera del material utilizado, tal como lo verificaria faciimente el destinatario experto. Ademas, se pueden
realizar tratamientos adicionales, que incluyen silanizacion (recubrimiento del sustrato con silanos), sobre los
granulos antes de la union de la sonda de oligonucleétidos con el fin de aumentar la union de la sonda al granulo.

Los granulos pueden recubrirse con cualquier compuesto que se una covalentemente, o se adsorba de otro modo, a
la superficie del granulo, y ademas la sonda de oligonucleétido también podria tener un resto quimico para la union
de una sonda de oligonucleétido, tal como un grupo tiol, amina o carboxilo. Los ejemplos de compuestos con estas
caracteristicas incluyen silanos terminados en amino tales como amino-propiltrimetoxisilano o amino-
propiltrietoxisilano. Ademas de los silanos, los compuestos tales como poli-L-lisina que se unen de forma no
covalente a la superficie del vidrio y adsorben electrostaticamente los grupos fosfato del polinucleétido también estan
dentro del alcance del método descrito en este documento. Por lo tanto, otros compuestos, incluyendo otros silanos
adecuados para la unién de una sonda de oligonucledtidos a una superficie del granulo, serian identificados
facilmente por la persona experta y el método descrito en este documento no esta limitado por la elecciéon del
compuesto.

Por ejemplo, la sonda de oligonucledtidos se puede unir al granulo mediante adsorcion fisica o enlace quimico.
Ademas, los granulos pueden recubrirse adicionalmente con un agente que promueva o aumente la adsorcion o la
union de la sonda de oligonucleétido a la superficie de la perla, tal como amino-silanos. Sin embargo, los expertos
en la técnica identificaran facilmente otros agentes que realicen esta funcion.

Por ejemplo, la sonda de oligonucleétidos se puede unir a la perla a través del Sistema de Anclaje Universal (UAS)
de Genera Biosystems, Victoria, Australia. Brevemente, este sistema implica el uso de una molécula de acido
nucleico "puente" para ligar una secuencia "marcadora" de acido nucleico sobre el sustrato con una secuencia diana.
La secuencia "puente" es parcialmente complementaria a la secuencia marcadora y parcialmente complementaria a
la secuencia diana, de modo que la secuencia puente se pueda unir tanto a la secuencia marcadora como a la diana
y mantenerlas alineadas de modo que las secuencias marcadora y diana se puedan ligar usando una ligasa. El UAS
también esta disponible comercialmente. Sin embargo, el método descrito en este documento no se debe considerar
de ninguna manera limitado a este método particular de unir una molécula de acido nucleico a un sustrato.

La determinacion de si se ha producido la unién entre un amplicén y una sonda de oligonucleétidos puede realizarse
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usando cualquier metodologia conocida por los expertos en la técnica que permita la localizacién de un amplicon
marcado unido a una sonda de oligonucledtido inmovilizada en un granulo fisioquimicamente distinguible. En una
realizacion, se usa citometria de flujo. EI método descrito en la presente memoria, sin embargo, no esta limitado de
ningun modo al método o aparato de citometria de flujo particular.

Usando la citometria de flujo, el tamafio de un granulo dado puede ser determinado por la dispersion de la luz del
objeto. Por ejemplo, la citometria de flujo se puede usar para distinguir entre granulos de aproximadamente 3,0 pm,
3,5 um, 3,8 um, 5,0 ym, 5,2 ym y 5,7 ym de diametro (o una medicién equivalente en una particula no esferoidal).

Ademas de la deteccion del tamafio, los citdmetros de flujo tipicamente tienen uno o mas laseres y detectores para
la detecciodn de fluorescencia. Hay muchos fluoréforos que son Utiles para la citometria de flujo, como se describe en
este documento. Una propiedad clave de un fluoréforo que determina su potencial para el uso en un ensayo de
citometria de flujo es la longitud de onda de excitacion; es decir, debe coincidir con las longitudes de onda
disponibles de la fuente de luz. Los citdmetros de flujo también se pueden usar para distinguir entre subconjuntos de
granulos en funcién de la intensidad de la fluorescencia; a saber, la intensidad del segundo marcador detectable. Por
ejemplo, los presentes inventores han determinado que la citometria de flujo es capaz de distinguir entre granulos
marcados con niveles de un segundo marcador 6pticamente detectable equivalente a Sin TMR, Medio TMR y Alto
TMR.

En otro aspecto, se proporciona un conjunto de perlas para el cribado de una muestra para una multiplicidad de
patégenos respiratorios para detectar un patéogeno particular, en el que el conjunto de perlas comprende una
pluralidad de subconjuntos de granulos en donde:

(a) los granulos de cada subconjunto son homogéneos con respecto al tamafio;

(b) los granulos dentro de cada subconjunto estan acoplados a una sonda de oligonucleétido de acido nucleico que
es capaz de unirse a una region especifica del analito del genoma de un patégeno respiratorio; y

(c) opcionalmente, el conjunto de granulos comprende un subconjunto de granulos marcados con un marcador
detectable con cada subconjunto de granulos que tienen una intensidad de marcador detectable diferente para crear
una mezcla heterogénea de granulos basada en la intensidad del marcador detectable;

en el que la identidad del granulo del subconjunto y, por lo tanto, el tipo y/o la cepa del patégeno respiratorio es
identificable sobre la base del tamario del granulo y/o la intensidad del marcador detectable.

El conjunto de granulos puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas
subconjuntos de granulos, comprendiendo cada subconjunto una sonda de oligonucledétidos que es complementaria
a una region del amplicon generado después de la amplificacion con el par o los pares de cebadores. En una
realizacion, la sonda de oligonucleétidos comprende un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en las
SEQ ID NOs: 37 a 54. La referencia a estas sondas oligonucleotidicas especificas de secuencia incluye moléculas
de acido nucleico que tienen al menos un 90% de identidad con estas secuencias o que pueden hibridarse con ellas
o sus formas complementarias en condiciones de baja rigurosidad. La referencia a al menos 90% incluye 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 y 100%.

El numero de subconjuntos de granulos en un conjunto de granulos correspondera tipicamente con el numero de
analitos (es decir, tipos y/o cepas de patdgenos respiratorios) a cribar. El conjunto de granulos también puede incluir
uno o mas subconjuntos adicionales para la deteccion de una secuencia control, como se describe en este
documento.

La expresion "sonda de oligonucledtidos" se usa en el presente documento para denotar un polinucleétido
inmovilizado en un granulo (es decir, unido o asociado de otro modo con el granulo). Cada sonda de oligonucleétido
comprende un polinucleétido que comprende una secuencia que es complementaria a una regiéon de un amplicdn
generado de acuerdo con los métodos descritos en este documento. Una sonda de oligonucleétidos también puede
comprender una secuencia que sea complementaria a una secuencia control, como se describe en este documento.

Por consiguiente, un conjunto de granulos de sondas de oligonucleétidos puede comprender:
[B1-CX1, B2-CX», B3-cXs, Br-cXy, By-cY, B-cZ]

En donde:

B1, Bn, By, Bz son cada uno de los granulos fisioquimicamente distinguibles;

cX, es un polinucleétido inmovilizado en un granulo en el que dicho polinucleétido comprende una secuencia de
nucledtidos que es complementaria a una secuencia particular de acido nucleico que es especifica para un tipo y/o
cepa particular de un patégeno respiratorio (es decir, una secuencia especifica de tipo y/o cepa);

n es el nimero de patdgenos respiratorios o cepas particulares de un sujeto patdégeno que se detectaran utilizando
el conjunto de granulos;
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cY es un miembro opcional del conjunto de granulos y es un polinucleétido inmovilizado en un granulo en el que
dicho polinucledtido comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una secuencia que se
conserva entre los patégenos o cepas de un patdgeno;

cZ es un miembro opcional del conjunto de granulos y es un polinucleétido inmovilizado en un granulo en el que
dicho polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una secuencia control que
se amplifica a partir de un sujeto multicelular. En algunas realizaciones, la secuencia control es una secuencia de
ADN genomico humano. En algunas realizaciones, la secuencia control se deriva del gen MYL3 humano.

La sonda de oligonucledtidos puede unirse o asociarse de otro modo con los granulos durante su produccion o
puede unirse a su superficie después de la produccién. El método de eleccion utilizado para asociar el polinucleétido
con el granulo dependera del material utilizado, tal como determinaria facilmente el experto en la técnica. Ademas,
se pueden realizar tratamientos adicionales, que incluyen la silanizacidon (revestimiento del sustrato con silanos),
sobre los granulos antes de la union del polinucleétido con el fin de aumentar la union de dicho polinucledtido al
granulo.

Como se usa en el presente documento, la frase "unido a, o asociado de otra manera con" se refiere a cualquier
proceso mediante el cual una molécula puede asociarse con un granulo. Los modos ejemplares por los que tales
asociaciones pueden ser mediadas incluyen, pero no estan limitados a: union covalente, enlaces de hidrégeno,
fuerzas de Van der Waals, enlaces ionicos, enlaces metalicos, enlaces polares y enlaces dativos (covalentes) y
similares.

Una molécula que incluye una sonda oligonucleotidica también se puede unir a una particula microesferoidal a
través de un agente que promueva o aumente la adsorcion o unién de la sonda oligonucleotidica a la superficie del
granulo, tal agente se denomina en este documento "enlazador". Por ejemplo, los polinucledtidos pueden estar
asociados con una particula microesferoidal a través de un enlazador que comprende un grupo tiol, amina o
carboxilo. Los ejemplos de enlazadores adecuados incluyen silanos terminados en amino tales como amino-
propiltrimetoxisilano o amino-propiltrietoxisilano. Ademas de los silanos, también se contemplan compuestos tales
como poli-L-lisihna que se adhieren no covalentemente a superficies tales como el vidrio y adsorben
electrostaticamente los grupos fosfato de un polinucleétido. Por lo tanto, el experto en la materia identificara
facilmente otras moléculas, que incluyen otros silanos, que son adecuadas para promover la unién o asociacion de
una sonda de oligonucledtidos a la superficie de un granulo, y el método descrito en este documento no esta limitado
por la eleccion del enlazador.

Por "complementario" debe entenderse que la sonda de oligonucledtidos debe hibridarse con un amplicén generado
de acuerdo con los métodos descritos en este documento en condiciones de baja rigurosidad. Preferiblemente, la
sonda oligonucleotidica inmovilizada deberia hibridarse con el amplicon en condiciones de rigurosidad media, y lo
mas preferiblemente la sonda oligonucleotidica inmovilizada deberia hibridarse con el amplicén en condiciones de
alta rigurosidad.

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 1 y 17, la sonda de oligonucleotidos complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT /iIAMMCBT/GAATTCGGATCCAGTCTCTGCGCGATCTCGGCTTTGAG (SEQ ID NO: 37).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 2 y 18, la sonda de oligonucleotidos complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCGGTGTTTTCACCCATATTGGGCAATT (SEQ ID NO: 38).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 3 y 19, la sonda de oligonucleétidos complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCCATGCTGCCGTTACACCTTTGTTCG (SEQ ID NO: 39).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 4 y 20, la sonda de oligonucleétidos complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAmMMCGBT/GAATTCGGATCCCCGAGGAGCCAT CCAGCTACACTAC (SEQ ID NO: 40).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 5y 21, la sonda de oligonucleétidos complementaria
es 5 ThioMC6-D/AAT/IAMMCSBT/GAATTCGGATCCGTTCTATAAGCTGGTATTGATGCAGG (SEQ ID NO: 41).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 6 y 22, la sonda oligonucleotidica complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCGET/GAATTCGGATCCCCTATATCTGCACATCCTTGAGTGATT (SEQ ID NO: 42).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 7 y 23, la sonda oligonucleotidica complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAmMMCGET/GAATTCGGATCCACCCCTGTGATGCAATTAGCAGGGCA (SEQ ID NO: 43).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 8 y 24, la sonda de oligonucledtidos complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCG6T/GAATTCGGATCCAGCACATTATGCCATGTCCATTTTATCC (SEQ ID NO: 44).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 9 y 25, la sonda oligonucleotidica complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCGET/GAATTCGGATCCGGTTCCAGAYAAWATGGGTCTTGCTA (SEQ ID NO: 45).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 10 y 26, la sonda de oligonucleotidos
complementarios es 5ThioMC6-D/AAT/IAMMCET/GAATTCGGATCCTTGCCCCGYACTTCATATTTGCA (SEQ ID
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NO: 46).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 11 y 27, la sonda de oligonucleétidos
complementaria es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCGCTTCGGAGTACCTGAGTCCGGGT (SEQ ID
NO: 47).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 12 y 28, la sonda de oligonucleétidos
complementaria es 5ThioMC6-D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCTCGGGCCAGGACGCCTCGGAGTAC (SEQ ID
NO: 48).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 13 y 29, la sonda de oligonucleétidos
complementaria es 5 ThioMC6-D/AAT/IAMMC6T/GAATTCGGATCCTCCTCCGGCCCCTGAATGYGGCTAA (SEQ ID
NO: 49).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 14 y 30, la sonda de oligonucleétidos
complementaria es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCGET/GAATTCGGATCCTGCCCGATTGACCTJCCTACGTCGA (SEQ ID
NO: 50).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 15 y 31, la sonda de oligonucleétidos
complementaria es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCGET/GAATTCGGATCCTGGTCTCGAGCAACTTTTGATGCTG (SEQ ID
NO: 51).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 16 y 32, la sonda de oligonucleétidos
complementaria es 5 ThioMC6-D/AAT/IAMMC6T/GAATTCGGATCCGGGCGCGCCTTATACGACCTCGATT (SEQ ID
NO: 52).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 33 y 34, la sonda oligonucleotidica complementaria
es 5'Acryd/AAT/IAMMCET/AAAGGGAGGACAGCTATGGACCAAACACAGACACAGAGAGACCCACAGACA (SEQID
NO: 53).

En una realizacion, donde el par de cebadores es SEQ ID NOs: 35 y 36, la sonda oligonucleotidica complementaria
es 5'ThioMC6-D/AAT/IAMMCGET/GAATTCGGATCCGAAGTGCCGCAGAACGTTGCGAACC (SEQ ID NO: 54).

En una realizacion, los pares de cebadores y las sondas correspondientes se seleccionan de los enumerados en la
Tabla 8 (SEQ ID NOs: 74 a 126). En una realizacion, se seleccionan 2 o mas pares de cebadores y las sondas
correspondientes. Por "2 o mas" se incluye de aproximadamente 2 a aproximadamente 18, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14,15, 16,17 6 18.

Los expertos en la técnica conoceran las condiciones de baja, media y alta rigurosidad. Por ejemplo, baja
rigurosidad incluye desde al menos aproximadamente O hasta al menos aproximadamente 15% v/v de formamida
(incluyendo formamida al 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10% 11%, 12%, 13% y 14% v/v) y de al menos
aproximadamente 1 M a al menos aproximadamente 2 M de sal para la hibridacion, y de al menos aproximadamente
1 M a al menos aproximadamente 2 M de sal para las condiciones de lavado. La rigurosidad media puede incluir, por
ejemplo, desde al menos aproximadamente 16% v/v hasta al menos aproximadamente 30% v/v de formamida,
incluyendo 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 24%, 26%, 27%, 28%, 29% y 30% v/v de formamida,
y de al menos aproximadamente 0,5 M a al menos aproximadamente 0,9 M de sal para la hibridacion, y de al menos
aproximadamente 0,5 M a al menos aproximadamente 0,9 M de la sal para las condiciones de lavado. La alta
rigurosidad puede incluir, por ejemplo, desde al menos aproximadamente 31% v/v hasta al menos aproximadamente
50% v/v de formamida y desde al menos aproximadamente 0,01 M hasta al menos aproximadamente 0,15 M de la
sal para la hibridacion, y de al menos aproximadamente 0,01 M a al menos aproximadamente 0,15 M de la sal para
las condiciones de lavado. La temperatura de las etapas de hibridacién y lavado puede alterarse y se pueden usar
temperaturas mas altas para reemplazar a la formamida y/o para dar las condiciones de astringencia alternativas.

En una realizacion, la sonda de oligonucleétidos de un subconjunto de granulos se marca con un segundo marcador
detectable, lo que permite que el método descrito en este documento diferencie entre multiples patdégenos
respiratorios o entre multiples miembros de una clase de patégenos respiratorios. En general, es conveniente usar
un segundo marcador detectable que se pueda diferenciar faciimente del primer marcador detectable, por ejemplo,
sobre la base de sus respectivas longitudes de onda de fluorescencia.

Una sonda oligonucleotidica puede marcarse con un marcador detectable, como se describe en la presente, usando
cualquier medio conveniente, incluidos los ejemplificados anteriores de esta memoria con respecto al marcaje del
amplicon especifico de la cepa. Por ejemplo, se puede usar un enlazador quimico entre el marcador y la sonda de
oligonucledtido que estda marcada. Los expertos en la técnica podran determinar facilmente secuencias de enlazador
ejemplares, y es probable que incluyan enlazadores tales como modificadores de amino C6, C7 y C12 y enlazadores
que comprenden grupos tiol. Como se comprobara faciimente, un cebador puede comprender el enlazador y el
marcador, o el enlazador solo, al que se puede unir el marcador en una etapa posterior. En algunas realizaciones, el
enlazador es una modificacion de aminoacido C6.
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En una realizacion, el marcador usado es un fluoréforo (también referido en este documento como un fluorocromo)
seleccionado entre: hidroxicumarina, aminocoumarina, metoxicoumarina, azul cascada, amarillo Lucifer, NBD,
Ficoeritrina (PE), PerCP, aloficocianina, hoechst 33342, DAP1, SYTOX Blue, hoechst 33258, cromomicina A3,
mitramicina, YOYO-I, SYTOX verde, SYTOX naranja, 7-AAD, naranja de acridina, TOTO-I, To-PRO-I, naranja de
tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS 751, colorantes Alexa Fluor que incluyen Alexa Fluro-350, -430, -488, -532, -546, -
555, -556, -594, -633, -647, -660, -680, -700 y -750; Colorantes BoDipy, incluidos BoDipy 630/650, BoDipy 650/665 y
BoDipy-TMR; Colorantes CY, particularmente Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy 5.5 y Cy7; 6-FAM (fluoresceina); PE-Cy5,
PE-Cy7, fluoresceina dT; Hexaclorofluoresceina (Hex); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2', T-dimetoxifluoresceina (JOE);
Tintes verdes de Oregon, incluidos 488-X y 514; Colorantes de rodamina, que incluyen X-Rodamina, Lisamina
Rodamina B, Rodamina verde, Rodamina Rojo y ROX; TRITC, tetrametilrodamina (TMR); Carboxitetrametilrodamina
(TAMRA); Tetraclorofluoresceina (JET); Rojo 6B, FluorX, BODIPY-FL y Texas Rojo.

En algunas realizaciones, el segundo marcador detectable es BoDipy-TMR.

En una realizacién, la sonda de oligonucledtidos estd marcada con mas de un marcador detectable que ademas
permite la diferenciacion entre granulos dentro de un conjunto de granulos.

En una realizacion, la cantidad de sonda oligonucleotidica marcada unida o asociada de otro modo con un granulo
dentro de un conjunto de granulos puede controlarse para producir un granulo con una intensidad del segundo
marcador detectable predeterminada o requerida, como se describié anteriormente. Tales métodos son conocidos
por los expertos en la técnica. Por ejemplo, una mezcla de sondas oligonucleotidicas marcadas y no marcadas
puede ponerse en contacto con los granulos, en donde la proporcidon de sondas oligonucleotidicas marcadas y no
marcadas dicta la cantidad de sonda oligonucleotidica marcada asociada o asociada de otro modo con un granulo
dentro de un conjunto de granulos, y de ahi la intensidad del segundo marcador detectable en cada granulo. La
mezcla de sondas oligonucleotidicas marcadas y no marcadas se puede preparar, por ejemplo, usando las dos
férmulas secuenciales indicadas a continuacion:

1) H = G*C*((E/D)-1)/F

Donde H = Vol (uL) de oligonucleétido de reserva no marcado (sonda de oligonucleétidos) requiere G = Vol (uL) de
oligonucleétido marcado requerido

C = Concentracion de oligonucleétido marcado

E = Relacion deseada de TO:FLO

D = Relaciéon TO:FLO del oligonucleétido marcado de reserva

F = Concentracion de oligonucleétido de reserva sin marcar

2) Agua (pL) = (0,01*((G*C) + (H*F))) - (G+H)

Donde G = Vol (uL) del oligonucleétido marcado requerido

C = Concentracion de oligonucleétido marcado

H = Vol (uL) de oligonucleétido de reserva sin marcar requerido [derivado de 1)],
F = Concentracion de oligonucleétido de reserva sin marcar

Por lo tanto, los granulos Bi...B,, By, B, de los conjuntos de granulos pueden ser granos fisioquimicamente
distinguibles. La expresion "fisioquimicamente distinguible" se refiere a cualquier caracteristica fisica o quimica que
permite un granulo, p. ej. By para diferenciarse de otro granulo, p. €j. B2.. En consecuencia, los granulos
fisioquimicamente distinguibles permiten la diferenciacion de multiples patégenos respiratorios o cepas de los
mismos. De acuerdo con el método descrito en el presente documento, los granulos del conjunto de granulos son
distinguibles en funcién del tamafo y/o de la intensidad del segundo marcador detectable. En algunas realizaciones,
la expresion "fisioquimicamente distinguible" se refiere a una diferencia medible en cualquiera de los tamafios de los
granulos, la presencia o ausencia de un marcador detectable 6pticamente en particular y/o la intensidad del
marcador épticamente detectable.

En una realizacion, los granulos dentro de los conjuntos de granulos se distinguen en funcién del tamafio, el nivel de
intensidad del segundo marcador detectable, el tipo de fluoréforo y la secuencia de la sonda de oligonucleétido
inmovilizada sobre el mismo.

La presente descripcion ensefia ademas un kit diagndstico para su uso de acuerdo con el método descrito en este
documento, que incluye diagnosticar una infeccién respiratoria en un sujeto humano, determinar la presencia de un
patégeno respiratorio en una muestra y/o evaluar el riesgo de que un sujeto humano desarrolle una infeccion
respiratoria.
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En una realizacion, el kit comprende un conjunto de granulos que comprende un subconjunto de granulos, en donde
los granulos dentro de cada uno comprenden una sonda oligonucleotidica inmovilizada en los granulos de un
subgrupo de granulos fisioquimicamente distinguibles, en el que la sonda oligonucleotidica es complementaria a una
secuencia de nucledtidos de un patdgeno respiratorio. Opcionalmente, el kit puede comprender un par de cebadores
capaz de unirse a secuencias conservadas entre diferentes cepas de patdgenos respiratorios para generar un
amplicon que comprenda una secuencia de nucledtidos distinta para una cepa particular del patégeno respiratorio,
en donde el amplicon generado es supuestamente complementario a una sonda de oligonucleétidos inmovilizada a
los granulos del kit.

En una realizacion, el kit comprende al menos dos pares de cebadores que comprenden un cebador directo
seleccionado de SEQ ID NOs: 1 a 16 y SEQ ID NOs: 33 y 35 y un cebador inverso correspondiente seleccionado de
SEQ ID NOs: 17 a 32 y SEQ ID NOs: 34 y 36 y al menos dos sondas oligonucleotidicas complementarias
seleccionadas de SEQ ID NO: 37 a 54.

La memoria descriptiva proporciona adicionalmente analitos detectados por el método descrito en este documento.

También se habilita en este documento un kit que comprende granulos marcados o pre-marcados que pueden
usarse en los métodos descritos en este documento. En una realizacién, se ensefa en este documento un kit que
comprende dos o mas pares de cebadores oligonucleotidicos seleccionados de SEQ ID NOs: 1y 17,2y 18,3y 19,
4y20,5y21,6y22,7y23,8y24,9y25 10y 26,11y27,12y 28,13y 29,14y 30,15y 31y 16y 32y una
sonda correspondiente seleccionada de SEQ ID NOs: 37 a 52, respectivamente. En una realizacion, se describe en
este documento un kit que comprende dos o mas pares de cebadores de oligonucledtidos y una sonda de cebador
correspondiente como se enumera en la Tabla 8 (SEQ ID NOs: 74 a 126). Por "dos o0 mas" o "al menos 2" se incluye
de 2 a aproximadamente 18, incluidos 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10,1 1, 12, 13, 14, 15, 16, 17 6 18.

Los aspectos ensefiados en este documento se describen adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no
limitantes.

Ejemplo 1

Disefio del cebador

Las consideraciones generales con respecto al disefio del cebador mdltiple incluyen:
» Temperaturas de fusion in silico (T°m) superiores a 58°C, cuando sea posible

* % de contenido de GC de 40-65%, cuando sea posible

« Evitar pruebas de mas de 3 G's o C's consecutivos

* Longitud de amplicén minimizada (a menos de 150 pb cuando sea posible)

En el caso de las dianas de ARN, el cebador marcado con AlexaFluor (5-amino modificado) fue el cebador
responsable de cebar la sintesis de ADNc a partir del molde de ARN durante la RT-PCR. Los oligonucleétidos sonda
se sintetizaron con una modificaciéon 5' de tiol (Thio) o acridito (AmM) para permitir el acoplamiento a granulos de
silice, y se realiz6 una modificacion de amino interna a los oligonucleétidos de la sonda para permitir el marcaje con
colorante fluorescente (BoDipy-TMR). Los pares de cebadores de amplificacion (directos e inversos) se disefiaron en
regiones altamente conservadas en todas las cepas analizadas, con un énfasis particular en maximizar la
conservacion y minimizar la degeneracion en los extremos 3'.

Influenza A

Alternativas del amplicon diana: segmento 7 (MP)
Gene diana: Segmento 7 (MP)

Numero de secuencias analizadas: 16026
'‘Constructo control: RTI-C2

Comentarios: Se obtuvieron las secuencias para Influenza A de huéspedes humanos a través del recurso de disefio
de cebador de influenza (IPDR). Un total de 16026 secuencias de la Proteina de Matriz de Influenza A (MP) se
utilizaron para generar la secuencia de consenso que luego se utilizé para crear un archivo de secuencia consenso
en el Vector NTI. Los cebadores se disefiaron en regiones altamente conservadas en todas las cepas, con un
énfasis particular en maximizar la conservacion y minimizar la degeneracion en los extremos 3'.

31



10

15

20

ES 2 662 386 T3

Cebadores/Sonda 1: Obsoleto

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicon
GC | primario anidado
(pb) (pb)
Am-InfA | F/SAMMC6/TRGGRTTTGTGTTCACGCTCACCGTG (SEQ ID | 60 50 | 72
NO: 127)
P-InfA GGGCATTTTGGACAAAGCGTCTACGC (SEQ ID NO: 128) 61 54
R
AS InfA | /5ThioMC6-D/AAT/IAMMCGET/GAATTCG 62 64 46
P GATCCTGCAGTCCTCGCTC ACTGGGCA (SEQ ID NO: 129)

La eficiencia de la amplificacion de la diana usando Cebadores/Sonda 1 se consideré demasiado grande para fines
practicos de diagnostico. Las pruebas de repeticion confirmaron que se observé esporadicamente una sefial de InfA
positiva en muestras sin plantilla de entrada de Influenza A. Debido a la irregularidad de estos resultados falsos
positivos, la contaminacion puntual del entorno del lugar de trabajo con bajas cantidades de Influenza A se aceptd
como la causa probable. En consecuencia, el cebador directo fue redisefiado (alt Am-InfA F) de modo que la longitud
del amplicén aumentd y se redujo la eficacia de la amplificacion (véase Cebadores/Sonda 2, a continuacion):

Cebadores/Sonda, 2: obsoleto

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario (pb) | anidado (pb)

alt Am- | /SAMMC6/GACAAGACCAA 59 52 110

InfA F TCCTGTCACCTCTGAC (SEQ ID NO: 130)

P-InfA GGGCATTTTGGACAAAGC GTCTACGC (SEQ ID NO: | 61 54

R 131)
AS InfA | /5ThioMC6- 62 | 64 84
P D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCTGCAGTCCTCGC

TCACTGGGCA (SEQ IDNO: 132)

El uso de alt Am-InfA F (Cebadores/Sonda 2) dio como resultado la deteccién altamente sensible del ADN diana de
Influenza A. Sin embargo, se siguieron obteniendo resultados falsos positivos bajo estas condiciones de
amplificacion. Como consecuencia, se disefd y sintetizd un conjunto alternativo de cebadores/sonda que permitié la
amplificacién de Influenza A - Cebadores/Sonda 3 - a continuacion.

Cebadores/Sonda 3:

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario anidado
(pb) (pb)
Am- /5AMMCB/CGAGGTCGAAACGTAYGTTCTYTCTAT (SEQ ID | 58 48 122
INfA2F | NO: 1)
INfA2 R | GCCATTCCATGAGAGCCTCRAGATC (SEQ ID NO: 17) 58 52
InfA2 Pr | /5ThioMC6-D/AAT/IAmMMCET/GAATTCGGATC 63 58 69

CAGTCTCTGCGCGATCTC GGCTTTGAG (SEQ ID NO: 37)

La titulacion de Cebadores/Sonda 3 de Influenza A dio como resultado condiciones de amplificaciéon/marcaje que
permitieron la deteccion de 400 copias e incluso 100 copias del constructo sintético de Influenza A. Ademas, no se
observaron falsos positivos en 3 experimentos independientes que implicaban un total de 26 controles de agua
designados y 23 controles de HelLa/MS2 designados. Ademas, bajo estas condiciones, estos cebadores
demostraron detectar eficientemente el control positivo de HealthScope para InfA/HINI.
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Influenza B

Alternativas de amplicon diana: Segmento 1 (PB2) y Segmento 4 (HA)
Gen diana: Segmento 4 (HA)

Numero de secuencias analizadas: 2980

Construccién control: RTI-C3

Cebadores/Sonda 1: obsoleto

Nombre | Secuencia m | % Amplicon Amplicon
GC | primario (pb) anidado (pb)
InfB F GCACCAGGAGGACCCTACARAMTTGGA (SEQ ID | 63 59 97
NO: 133)
InfB R TTGGGACRGCCCAAGCCATTGTTGCG (SEQ ID | 64 58
N°: 134)
Inffl P ACCTCAGGRTCTTGCCCTAACGYTACCA (SEQ ID | 61 61 70
NO: 135)

En el contexto del escenario multiple, hubo en general una deteccién deficiente del constructo de control de
Influenza B y especimenes clinicos confirmados de Influenza B positivos. Mientras que la amplificacion primaria
parecia ser eficiente (segun la intensidad de banda después de la electroforesis en gel de productos de PCR), la
carga sobre granulos por hibridacion después de la digestion con Exonucleasa lambda, o mediante un procedimiento
de amplificacion en fase sélida parecia muy pobre. Por lo tanto, se disefid un conjunto adicional de cebadores/sonda
para permitir el uso de una secuencia de sonda alternativa (véase Cebadores/Sonda 2, a continuacion).

Cebadores/Sonda 2:

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario anidado
(pb) (pb)
Am- /5AMMCB/TACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCC (SEQ ID | 57 42 124
InfB-2 F | NO: 2)
P-InfB-2 | CAGGAGGTCTATATTTGGTTCCATTGGC (SEQ ID NO: 18) 58 46
R
AS InfB- | /5ThioMC6- 57 42 64
2P D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCGGTGTTTTCAC
CCATATTGGGCAATT (SEQ ID NO: 38)

Influenza A (H1N1 2009)

Alternativas del amplicon diana: segmento 4 (HA)

Gen diana: Segmento 4 (HA) de la cepa H1N1 2009 pandémica de influenza
Numero de secuencias analizadas: 4839

Construccion control: RTI-C4

Comentarios: Los Cebadores/Sonda seleccionados fueron disefiados para discriminar la gripe porcina pandémica de

2009 de otros virus del subtipo HI del cerdo (y humanos).
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Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario anidado
(pb) (pb)

Am-HINI | /5AmMC6/CCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCA (SEQ ID | 59 |50 | 78
F NO: 3)

P-HIN1 | GCTTTTTGCTGCAGCATG AGGACAT (SEQ ID N°: 19) 58 | 48
R
AS- /5ThioMC6-D/AAT/IAMMCBT/GAATTC 59 55 47
H1N1 P | GGATCCCATGCTGCCGTTACACCTTTGTTCG (SEQ ID NO:
39)
Influenza A (H5N1)

Alternativas de amplicon diana: segmento 4 (HA)
Gen diana: segmento 4 (HA) de la cepa pandémica H5N1 de Influenza
Numero de secuencias analizadas: 2757

Construccion control: RTI-C5

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario anidado
(pb) (pb)
Am- /5AMMCB/GCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCC (SEQ ID | 61 56 128

H5N1F | NO. 4)

P-H5N1 | YCTTCTCCACTATGTAAGACCATTCCGG (SEQ ID NO: 20) 58 50

AS- /5ThioMC6-D/AAT/IAMMCGET/GAATTCGGA 60 60 84
H5N1 P | TCCCCGAGGAGCCATCCAGCTACACTAC (SEQ ID N°: 40)

Virus Sincitial Respiratorio (Tipos Ay B)

Alternativas del amplicén diana: Polimerasa; Glicoproteina/Fusion; Nucleoproteina
Gen diana: Gen de Polimerasa

Numero de secuencias analizadas: 14

Construccion control: RTI-C18 y RTI-C19

Comentarios: Genes de nucleoproteina y polimerasa altamente conservados muy adecuados para la deteccion de
RSV-A y RSV-B. Sin embargo, la amplificaciéon ineficaz utilizando los cebadores iniciales (cebadores/sonda 1)
dirigidos al gen de nucleoproteina (construcciones de control RTI-C6 y RTI-C7) condujo al redisefio de
cebadores/sonda dirigidos al gen de la polimerasa (construcciones de control RTI-C18 y RTI-C19; véase
Cebadores/Sonda 2, a continuacion).

Cebadores/Sonda 1: Nucleoproteina - Obsoleto

Nombre | Secuencia T°m % Amplicén Amplicén
GC | primario (pb) anidado (pb)
RSVF | TTGGGWGGAGAAGCWGGWTTCTACCA (SEQ ID | 59 50 122
NO: 136)
RSVR | ATTATGCCTAGRCCWGCWGCATTGCC (SEQ ID | 62 54
NO: 137)
RSV P | ARYARTGATGCTTTTGGRTTGTTCAATAT (SEQID | 53/55 | 31 56
NO: 138) *
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Cebadores/Sonda 2: Polimerasa

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén

GC | primario anidado
(pb) (pb)

Am- /5AMMCB/ACAGTCAGTAGTAGACCATGTGAATTC (SEQ ID | 55 | 41 126

RSV-3 F | NO: 5)

P-RSV-3 | RTCRATATCTTCATCACCATACTTTTCTGTTA (SEQ ID NO: | 54 28

R 21)

AS- /5ThioMC6- 54 42 53

RSV-3 P | D/AAT/IAMMCET/GAATTCGGATCCGTTCTATAAG

CTGGTATTGATGCAGG (SEQ ID NO: 41)

Virus de Parainfluenza Humano Tipo 1 (HPIV-1)

Alternativas de amplicon diana: HN

Gen diana: HN

Numero de secuencias analizadas: 30

Construccion control: RTI-C8

Comentarios: Si bien el producto de amplificacién primario que usa las secuencias de Cebadores/Sonda 1 a
continuacion parecia altamente eficiente a partir del molde sintético (como se juzga por electroforesis en gel), la
carga en los granulos y por lo tanto la deteccién de fase sélida era pobre. Por lo tanto, se disefi¢ y sintetizd un
conjunto alternativo de Cebadores/Sonda (Cebadores/Sonda 2). Después de la optimizacién de la concentracion del
cebador, la sensibilidad de deteccién de la fase sélida no se mejoré6 dramaticamente con el nuevo conjunto
cebadores/sonda. Sin embargo, Cebadores/Sonda 2 se utilizé finalmente siguiendo una comparacion de secuencia
directa de los dos conjuntos de cebadores que indica que los cebadores/sonda 2 probablemente detectarian una
mayor proporcion de las secuencias de la base de datos de HN analizadas.

Cebadores/Sonda 1: Obsoleto

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario anidado
(pb) (pb)
Am- /5AmMMCB/TGGCACTCCAACCTGCAAATAGGATCA (SEQ ID | 60 48 108
Paral F NO: 139)
P-Paral | CCAGTTGCAGTCTTGGTTTCCTGGTCG (SEQ ID NO: 140) 62 56
R
AS- /5ThioMC6-D/AAT/IAMMCET/GAATTCGGATCCACAGGA 60 59 51
Paral P | CTTYATGAGGCGCCCA (SEQ ID NO: 141)
Cebadores/Sonda 2:
Nombre Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario (pb) | anidado (pb)
Am GB /SAMMCB/TGGTGATGCAA 54 37 131
HPIV1 F | TATATGCGTATTCATC (SEQ ID NO: 6)
P GB | CCGGGTTTAAATCAGGATACATATCTG (SEQ ID NO: 22) | 54 41
HPIV1 R
GB /5ThioMC6-D/AAT/IAMMCBT/GAATTC 55 | 41 60
HPIV1 P | GGATCCCCTATATCTGCA CATCCTTGAGTGATT (SEQ
ID NO: 42)
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Virus de parainfluenza humano tipo 2 (HPIV-2)
Alternativas de amplicon diana: HN

Gen diana: HN

Numero de secuencias analizadas: 13
Construccion de control: RTI-C9

Comentarios: Un total de 18 secuencias se alinearon utilizando el software EMBL-EBI y se identificé una region
altamente conservada para la cual habia datos para 13/18 secuencias. A partir de la secuencia consenso resultante,
se identificaron las siguientes secuencias cebadores/sonda.

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén Amplicén
GC | primario anidado
(pb) (pb)
Am- /5AmMMCB/CYCGTCCTGGAGTCATGCCATGCAA (SEQ ID NO: | 63 60 | 90
Para2 F | 7)
P-Para2 | CRTTAAGCGGCCACACATCTGCGT (SEQ ID N°: 23) 62 58
R
AS- /5ThioMC6- 62 54 52
Para2 P | D/AAT/IAMMC6T/GAATTCGGATCCACCCCTGTGATG
CAATTAGCAGGGCA (SEQ ID NO: 43)

Virus de parainfluenza humano tipo 3 (HPIV-3)

Alternativas de amplicon diana: HN

Gen diana: HN

Numero de secuencias analizadas: 5 secuencias completas del genoma y 18 secuencias HN

Construccion control: RTI-C10

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén | Amplicon
GC | primario anidado
(pb) (pb)
Am- /5AmMMCB/CAAGTTGGCAYAGC 58 41 | 123

Para3 F | AAGTTACAATTAGGA (SEQ ID NO: 8)

P-Para3 | GTCCCCATGGACATTCATTGTTTCCTGGT (SEQ ID NO: 24) 61 48
R
AS- /5ThioMC6- 56 39 63

Para3 P | D/AAT/IAMMC6T/GAATTCGGATCCAGCACATTATGCCATGTCC
ATTTTATCC (SEQ ID NO: 44)

Virus de Parainfluenza Humano Tipo 4 (HPIV-4)
Alternativas de amplicon diana: gen de fosfoproteina (P)
Gen diana: gen P

Numero de secuencias analizadas: 40

Construccion control: RTI-C11

Comentarios: La alineacion de 40 secuencias de genes de fosfoproteina 4a (22) y 4b (18) con la Unica secuencia
completa del genoma en la base de datos NCBI (HPIV 4b; numero de acceso EU627591) utilizando el software
EMBL-EBI dio como resultado una secuencia consenso que podria ser utilizada para disefiar cebadores/sonda.
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Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén | Amplicon

GC | primario anidado
(pb) (pb)

Am- /SAMMCB/GTTGATCAAGACAATACAATTACACTTGA (SEQ ID | 53 31 109

Para4d F | NO: 9)

P-Para4 | TAAGTGCATCTATACGAACRCCTGCTC (SEQ ID Ne°; 25) 59* | 46*

R

AS- /5ThioMC6- 59* | 44* 75

Para4 P | D/AAT/IAmMMCBT/GAATTCGGATCCGGTTCCAGAYAAWATG
GGTCTTGCTA (SEQ ID NO: 45)

*Basado en EU627591

Metapneumovirus humano (hMPV)

Alternativas del amplicon diana: nucleoproteina (N), matriz (M)
Gen diana: region M2 de la Matriz

Numero de secuencias analizadas: 74

Construccion control: RTI-C12

Comentarios: Una secuencia consenso del gen M2 se hizo inicialmente a partir de alineamientos de 12 secuencias
de genoma completas utilizando el software en EMBL-EBI, y a partir de estos cebadores/sonda se disef6. Estos
cebadores se comprobaron luego contra Contig 4 del ensamblaje de Matriz y NC_004148 que ensamblaron todas
las secuencias de matriz hMPV con la secuencia de referencia hMPV (NC_004148).

Nombr | Secuencia T® % | Amplico | Amplico
e m G n n
C primario | anidado
(pb) (pb)
Am- /5AmMMCB/GACAAATCATMATGTCTCGYAARGCTCC (SEQ ID NO: | 58 | 45 | 109
hMPV 10)
F
P- CTATCWGGCCAACTCCAGTAATTGTG (SEQ ID NO: 26) 56 | 46
hMPV
R
AS- /5ThioMC6- 58 | 46 80
hMPV D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCTTGCCCCGYACTTCATATTTG
P CA (SEQ ID NO: 46)

Adenovirus (tipos B, C y E) (AdV)

Alternativas de amplicéon diana: Hexén

Gen diana: Hexdn

Numero de secuencias analizadas: 247 secuencias de Hexdn y 15 secuencias de genoma completas

Construccion control: RTI-C13

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén | Amplicon
GC | primario anidado
(pb) (pb)
P-AdV TGCCSCARTGGKCDTACATGCACATC (SEQ ID NO: 11/12) 62 54 | 82
F
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AdV R

/5SAMMC6/GCRCGGGCRAACTGCACCAG (SEQ ID NO: 27/28)

64

70

AdV
B/IE P

/5ThioMCB6-
D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCGCTTCGGAGTACCTGA
GTCCGGGT (SEQ ID NO: 47)

63*

63

44

Adv C

/5ThioMCB-
D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCTCGGGCCAGGACGCC
TCGGAGTAC (SEQ ID NO: 48)

64*

63

56

*Calculado en el Vector NTI

Rhinovirus/Enterovirus (RhV)

Alternativas del amplicon diana: 5'UTR (region no traducida)

Amplicon diana: 5'UTR

Numero de secuencias analizadas: 962 secuencias 5'UTR y 138 secuencias completas del genoma

Construccion control: RTI-C14

Nombre

Secuencia

T°m

%
GC

Amplicén
primario
(pb)

Amplicén
anidado
(pb)

truncRhi R | /SAMMC6/GAAACACGGACACCCAAAGTAGT (SEQ ID NO:

13)

54

48

209

P-

T7truncRhi

F

ACTCACTATAGGAGCCTGCGTGGCKGCC (SEQ ID NO: 29)

55

75

Rhi P

/5ThioMCB6-
D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCTCCTCCGGCCCC
TGAATGYGGCTAA (SEQ ID NO: 49)

69

60

120

Bordetella pertussis (Bper)

Alternativas del amplicén diana: 1S481; ptx

Gen diana: Segmento 4 (HA)

Numero de secuencias analizadas: 2980

Construccion control: RTI-C15

Nombre

Secuencia

T°m

%
GC

Amplicén
primario
(pb)

Amplicén
anidado
(pb)

P-Bper

CCGGCCGGATGAACACCCATAAGCA (SEQ ID NO: 14)

63

60

105

Bper R

/5SAMMC6/GGGCCGCTTCAGGCACACAAACTTG (SEQ ID NO:

30)

63

60

Bper P

/5ThioMC6-
D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCTGCCCGATTGACCTTC
CTACGTCGA (SEQ ID NO: 50)

61

56

80

Chlamidophilus pneumoniae (Cpn)

Alternativas del amplicén diana: MOMP

Gen diana: MOMP
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Numero de secuencias analizadas: 19
Construccion de control: RTI-C16

Comentarios: cebadores/sonda localizados dentro de una region altamente conservada de la Proteina de Membrana
Externa Mayor (MOMP).

Nombre | Secuencia T°m | % Amplicén | Amplicon

GC | primario anidado
(pb) (pb)

P-Cpn CATGAATGGCAAGTAGGAGCCTCTC (SEQ ID N°: 15) 57 52 | 122

F

CpnR /SAMMCB/AGTTTTGGCTGAGCAATGCGGATGT (SEQ ID NO: | 60 48

31)
CpnP /5ThioMC6- 58 48 53

D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCTGGTCTCGAGCAACTTTT
GATGCTG (SEQ ID N°: 51)

Mycoplasma pneumoniae (Mpneu)

Alternativas del amplicon diana: Pl Citadhesina, 16s rRNA y ATPasa
Gen diana: PI citadhesina

Numero de secuencias analizadas: 212

Construccion control: RTI-C17

Comentarios: El consenso finalmente se derivdé de 5 secuencias de una region altamente conservada del gen Pl
citadhesina.

Nombre | Secuencia Tm | % Amplicén | Amplicon
GC | primario anidado
(pb) (pb)
P- GAACCGAAGCGGCTTTGACCGCATC (SEQ ID NO: 16) 63 60 | 114
Mpneu
F

Mpneu | /5SAMMC6/GCGTGGGCGTTTGCGGGTTTAACTT (SEQ ID NO: 32) | 63 56

Mpneu | /5ThioMC6- 63 | 60 55
P D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCGGGCGCGCCTTATACGAC
CTCGATT (SEQ ID N°: 52)

Fago MS-2 (MS-2)

Alternativas de amplicon diana: matriz

Gen diana: Matriz

Numero de secuencias analizadas: 2 genomas completos
Construccion control: RTI-C1

Comentarios: El control MS-2 se us6 para determinar que el ARN intacto se habia extraido con éxito utilizando el
procedimiento de purificaciéon de acido nucleico recomendado. Se afiadi6 ARN de MS2 purificado a los tubos de
reaccion inmediatamente después de la adicion de la solucion de lisis dentro del procedimiento de
extraccion/purificacion del acido nucleico.
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Nombre | Secuencia T°m | % Amplicén Amplicén
GC | primario anidado
(pb) (pb)
P-MS2- | GCACGCTCCTGCTACAGCCTCTTCC (SEQ ID NO: 35) 63 64 | 102
2F
MS2-2 /SAMMCB/CTTTTGCAGGACTTCGGTCGACGCC (SEQ ID NO: | 62 60
R 36)
MS2-2 /5ThioMC6- 63 60 51
P D/AAT/IAMMCBT/GAATTCGGATCCGAAGTGCCGCAG
AACGTTGCGAACC (SEQ) ID NO: 54)
Ser humano

Alternativas de amplicon diana: MYL3, B-actina

Gen diana: MYL3

Numero de secuencias analizadas: 1

Control: preparacion gendémica de Hela libre de RNasa (Qiagen)

Comentarios: El proposito de este control interno era establecer una cantidad e integridad de muestra adecuadas. El
gen MYL3 es un gen de copia Unica que se expresa principalmente en el tejido cardiaco. Por el contrario, el gen de
la B-actina tiene multiples copias y pseudogenes, y esta altamente expresado en todos los tejidos.

Nombre | Secuencia T°m | % GC | Amplicon Amplicén
primario anidado
(pb) (pb)

P-MYL3 | GCACCCAGACAATACACACAGGTGT (SEQ ID NO: 33) 59 52 131

F

MYL3 R | /5SAmMMC6/GGCGGAAGTCAGCATGTGTCTG (SEQ ID NO: | 59 59

34)

PapType | /5Acryd/AAT/IAmMMC6T/AAAGGGAGGACAGCTATGGACCA | 64 58 87

ProbeML | AACACAGACACAGAGAGACCCACAGACA (SEQ ID NO:

C_Int 53)

Oligo

*calculado en el Vector NTI
Ejemplo 2
Preparacion de oligonucleétidos sin marcar

Todos los oligonucleétidos se ordenaron desalinizados en Integrated ADN Technologies (IDT). Después de 3 rondas
de precipitacion con etanol, los cebadores se disolvieron en agua de modo que se alcanz6 una concentracion tedrica
de aproximadamente 400 uM en base a la hoja de datos proporcionada por IDT.

Los oligonucleétidos sonda no marcados se ordenaron desalinizados en IDT y después de 3 rondas de precipitacion
de etanol se disolvieron en agua de modo que se alcanzé una concentracion tedrica de aproximadamente 400 uM
en base a la hoja de datos proporcionada por IDT. Los oligonucledtidos originales sin marcar se almacenaron a -
20°C.

Ejemplo 3
Marcaje de oligonucleétidos Bodipy-TMR y AlexaFluor647

Los oligonucledtidos de cebador y sonda sintetizados con una modificacion de amina en la posicién C6 de un
nucleétido de timidina interno se marcaron durante la noche con un exceso molar de 15 veces del éster de
succinimidilo del colorante apropiado (Invitrogen) en presencia de tampén carbonato 0,1 M, pH 9,0. Los
oligonucleodtidos se sometieron luego a 3 rondas de precipitacion con etanol para eliminar el colorante no conjugado
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y se ajustaron con oligonucleétidos no marcados (pero por lo demas idénticos) para conseguir las proporciones de
oligonucledtidos marcadas a no marcadas deseadas. La concentracion final y TO:FLO de los oligonucledtidos
marcados se ajustaron usando las siguientes férmulas:

VO = V2 x C2 x ((TF1/TF0)-1)/CO
Vi = (1/Ct x (V2 x C2) + (VO x CO))) - (V2 + V0)

Donde:

VO Oligo sin marcador requerido para agregar

V2 Volumen de oligo marcado para ser utilizado para el ajuste
Cc2 Conc. de oligo marcado para ser utilizado para el ajuste

TF1 TO:FLO diana
TFO TO:FLO inicial

Co Conc. de oligo sin marcador
Vw Volumen de agua requerido para agregar.
Ct Conc. diana

En general, para oligonucleétidos cebadores marcados, la relacion de oligonucleétido marcado a no marcado fue de
1:1,8. Para los oligonucledtidos sonda marcados disefiados para conjugarse con los granulos TMR altos y TMR
altos, la relacion de oligonucledtido marcado a no marcado fue de 1:2 y 1:100, respectivamente. Los oligonucleétidos
cebadores marcados ajustados con TO:FLO se almacenaron a -20°C.

Ejemplo 4
Silanizacion de granulos, acoplamiento de sondas y acumulacion de granulos

Se us6 un volumen de 5 uL de la mezcla de granulos preparada de esta manera por reaccion de RT-PCR. Los
granulos de silice (Bangs Laboratories Inc.) se lavaron 3 veces en agua y los granulos granulados se trataron luego
con HNO3 1,55 M durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los granulos se lavaron 5 veces en agua y 3 veces
en isopropanol. En un matraz de fondo redondo, aproximadamente 1 x 10° granulos en 95 ml de isopropanol se
llevaron entonces a ebullicion y se afiadieron 0,5 ml de agua y 5 ml de 3-mercaptopropiltrimetoxisilano recién abierto
(3 MPTS; Sigma). La silanizacion se llevo a cabo durante 23-25 h bajo reflujo, después de lo cual los granulos se
lavaron 3 veces en isopropanol y se secaron a 45°C durante 40 min en un concentrador al vacio. Los granulos secos
se curaron luego con calor durante 16-24 h a 105°C antes de almacenarse a temperatura ambiente bajo gas de
Argén. Para el acoplamiento de oligonucleétidos sonda, se pesaron granulos silanizados y se resuspendieron en
tampon MES 0,1 M (Sigma Aldrich) ajustado a pH 4,75 y luego se acoplaron a oligonucleétidos sonda (IDT)
mediante una modificacion de 5'-acrilato (marca registrada) en presencia de 1% p/v de persulfato de amonio (APS)
antes de lavarse y luego resuspenderse en Tampon de Adquisicion (Tris-Cl 10 mM, EDTA 0,5 mM, NaNs 0,0125%
p/v, Triton X-100 al 0,01% v/v). Entonces se contaron las soluuones de granulos individuales en un contador de
particulas ZI Coulter (Beckman Coulter) y se ajustaron a 2,1 x 10 granulos/ml antes de agruparlos en proporciones
equimolares y ajustarlos a una concentracion final de 1,26 x 10’ granulos/ml. Especificamente, la combinacion de
granulos se realiz6 mezclando proporciones iguales de cada (18) poblaciones de granulos acoplados a 2,1 x 10’
granulos/ml seguido de la adicion de Tampodn de Adquisicion equivalente a 2/3 del volumen de los granulos
mezclados. Véase la Tabla 3.

Por ejemplo: Agrupar 10 pl de cada granulo

18 x 10 pl de granulos individuales = 180 pL

Agregar 2/3 x 180 yL = 120 yL de Tampon de Adquisicion
Volumen final = 180 ul + 120 pl = 300 yL de agrupacion de esferas

Se us6 un volumen de 5 pL de la mezcla de granulos preparada de esta manera por reaccion de RT-PCR. También
debe observarse que los experimentos iniciales implicaron la resuspension de granulos agrupados en un tampén
similar al Tampon de Adquisiciéon pero con Triton X-100 reducido (Triton X-100 al 0,001% v/v). Los datos
experimentales posteriores (nv3pg8) mostraron que se obtuvieron resultados equivalentes cuando los granulos se
agruparon en Tampon de Adquisicion o Tampon de Adquisicion con Triton X-100 reducido (Triton X-100 al 0,001%
v/v). Por lo tanto, para la conveniencia y los procesos de fabricacién mas protocolos actuales en linea, los grupos de
granulos finalmente se ensamblaron en Tampdn de Adquisicion.
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Una vez que se decidid un par de cebadores, se disefid la construccion control. Las construcciones control se
obtuvieron a partir de GenScript en 100 ug de la forma liofilizada en la que se clon6 romo un inserto de ADN
fabricado sintéticamente de aproximadamente 500 pb en un polienlazador del vector interno pUC57. En general, los
insertos de ADN hechos sintéticamente se disefiaron con las siguientes caracteristicas clave:

1) Promotores 5' T7 y T3 para la transcripcion eficiente in vitro;
2) Amplicon diana mas > 20 pb o secuencia flanqueante;
3) Amplicones alternativos (p. ej. HealthScope u otra literatura) con > 20 pb de secuencia flanqueante;

4) 3' Not | es un sitio de restriccion para la linealizacion de la plantilla que permite la terminacion de la transcripcion
(asegurando que no haya sitios internos Not | en las secuencias del patégeno).
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Ejemplo 5
Disefio y construccion de la construccion control

Para los virus de ARN, se tuvo especial cuidado de asegurar que tras la transcripcion de ARN del inserto, se
produjera el ARN sentido correcto (genémico).

Todas las construcciones control fueron disefiadas y guardadas en Vector-NTI para fines de registro. Copias
impresas de los diagramas de vectores fueron archivadas. Las secuencias presentadas a GenScript se muestran en
la Figura 1. Cabe sefialar que debido a un re-disefio de cebador/sonda necesario para el virus sincicial respiratorio,
se disefiaron y sintetizaron construcciones control adicionales para este patdégeno. Las construcciones control RTI-
C18 y RTI-C19 que abarcan porciones del gen de la polimerasa de RSV son aquellas plantillas dirigidas por los
cebadores/sonda finales de RSV.

La transcripcién in vitro usando las plantillas de construccién control sintéticas se realizé usando el kit Ambion
Megascript de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se disolvieron moldes de ADN liofilizado en
agua libre de RNasa hasta aproximadamente 1 pg/ul y se linealizaron 10 yg con la enzima de restriccion Not |
durante 2 horas a 37°C en 1 x NEBuffer 3 + BSA. Las reacciones se inactivaron luego por calor durante 20 min a
65°C y el acido nucleico purificado usando el kit de extraccién de gel Qiagen de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ADN eluido en 100 ul de agua libre de nucleasas se someti6 luego a precipitacion con etanol con el
sedimento de ADN final disuelto en 12 ul de agua libre de nucleasas. Luego se cuantificé una alicuota de cada
muestra de ADN usando el espectrofotdmetro.

La transcripcion in vitro se realizdé en 1 ug de las plantillas de ADN recién preparadas y se dejo avanzar durante 3
horas y 30 minutos a 37°C en el termociclador. Luego se afiadié | yL de Turbo DNasa y las reacciones se incubaron
durante 15 minutos adicionales a 37°C para eliminar todos los restos del molde de ADN de entrada. EI ARN se
recuper6 usando el kit RNeasy segun las instrucciones del fabricante y se eluyé en 50 pl de la solucion de
almacenamiento de ARN (Ambion). EI ARN se cuantificd por triplicado usando el espectrofotémetro y la integridad y
concentracion del ARN se confirmd mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante. La identidad del
ARN transcrito se confirmé por PCR con cebadores disefiados para amplificar secuencias internas especificas
(véase la Figura 2).

En general, alicuotas de las soluciones madre de ARN se diluyeron a 1 x 10° copias/uL en solucién de
almacenamiento de ARN (Ambion) y se almacenaron a -20°C hasta que se requirieron. La optimizacion del ensayo
se realiz6 de forma rutinaria en cantidades conocidas de ARN recién diluido a partir de las 1 x 10° copias/uL de los
tubos de almacenamiento.

No se observo degradacion obvia de las reservas de ARN (almacenadas en tampon de almacenamiento de ARN)
después de 1 mes de almacenamiento a -20°C, segun se determind mediante electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante y espectrofotometria.

Ejemplo 6
RT-PCR en fase sdlida

Se establecieron RT-PCR de un paso esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen).
Brevemente, se afiadieron 10 pL de una mezcla maestra que contenia 1 x tampén de reacciéon, dNTPs,
oligonucledtidos (véase el texto del cuerpo para las secuencias de oligonucleétidos) y la mezcla de enzimas a 5 pL
de granulos preplanificados. Luego se afiadio la muestra (10 pL) y las placas se sellaron y centrifugaron a 300 x g
durante 1 min. A continuacion, las bandejas se sometieron a incubaciones de 50°C durante 20 min y 95°C durante
15 min antes de ciclar (45 ciclos) de la siguiente manera: 95°C durante 30 segundos, 60°C 30 segundos y 72°C
durante 1 min. Se incluyd un paso de extension final de 2 minutos a 72°C antes de iniciar un perfil de hibridacién que
implicaba una incubacion inicial de 90°C durante 30 segundos y luego la reduccion gradual de la temperatura de
incubacion en 1°C cada 15 segundos durante 65 ciclos, de forma tal que se logré una temperatura de 25°C.

Ejemplo 7
Adquisicion y analisis de datos

Después del ciclo de RT-PCR en fase sdlida, las placas se centrifugaron durante 1 min a 1000 x g y los sedimentos
granulados se lavaron 5 veces en 120 pl de tampén Sheath (NaCl 8 mM, Triton X-100 al 0,0001% v/v) con un
centrifugado a 300 x g durante 1 min entre la adicion de tampon de lavado a los sedimentos de los granulos.
Alternativamente, se realizaron lavados de placa en un lavaplatos Hydrospeed (Tecan), lo que permite un tiempo de
asentamiento del granulo de 5 min entre los ciclos de aspiracion suave y dispensacion. Los granulos finalmente se
resuspendieron en 80 pl a 120 pL de tampon Sheath antes del andlisis en el citometro de flujo FACSArray (BD
Biosciences). Los datos exportados como archivos FCS 2.0 se analizaron entonces utilizando FCS Express
(software De Novo) o software de analisis personalizado (Genera Biosystems).
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Ejemplo 8
Optimizacion de la PCR
Temperatura de recocido |I: Cebadores flanqueantes (ausencia de oligonucleotido sonda interno)

Las temperaturas de recocido para los pares de cebadores que permitieron la amplificacion eficiente de la PCR de
las plantillas diana se determinaron inicialmente usando PCR de gradiente y HotStar Taq en tampoén Qiagen RT-
PCR. Las PCR se realizaron en 10000 copias de la plantilla diana (10 yuL de 1000 copias/pL). Para asegurar que se
evaluara una amplia gama de temperaturas de recocido, se usé un gradiente de temperaturas de recocido de 52-
70°C. Esto se tradujo a unas temperaturas de 51,8°C, 52,2°C, 53,3°C, 55,0°C, 57,1°C, 59,5°C, 61,9°C, 64,3°C,
66,5°C, 68,2°C, 69,5°C y 70,0°C a través de los pozos dentro de cada fila del Eppendorf Mastercycler Ep S usado en
este experimento. Las PCR se ciclaron de la siguiente manera: 95°C 15 minutos y luego 40 ciclos de 95°C 30
segundos, grad 52-70°C 30 segundos, 72°C 30 segundos con una extension final de 10 min.

En todos los casos, se procesaron 5 pL de producto de la PCR en un gel de TAE agarosa al 2,5% (procesado a
150V) y se visualizd el ADN en un transiluminador UV después de tincién en colorante SYBR-Safe (Invitrogen)
durante 20 min a una concentracién 2x final. A continuacién se determind la temperatura de recocido que resulta en
la amplificacion eficiente de la PCR (segun la determinacion de la intensidad de banda) para cada conjunto de
cebadores, y se muestra a continuacion en la Tabla 4 siguiente:

Tabla 4

Temperaturas de recocido para cebadores de primera generacion
Patégeno T@ recocido
Influenza A* 61,9
Influenza B* 64,3
Influenza A H1N1 61,9
Influenza A H5N1 66,5
RSV-A* 61,9
RSV-B* 64,3
Parainfluenza 1 61,9
Parainfluenza 2 66,5
Parainfluenza 3 61,9
Parainfluenza 4 61,9
Metapneumovirus 59,5
Adenovirus 61,9
Rhinovirus* 64,3
B. pertussis 61,9
C. pneumoniae 64,3
M. pneumoniae 61,9
MS2 Phage* 70

*resultados obtenidos en los primeros pares de cebadores que son diferentes a los utilizados en el ensayo final.

De acuerdo con las predicciones in silico, las temperaturas de recocido que permitian la amplificacién maxima de las
plantillas diana generalmente eran altas (> 59°C) y variaban de 59,5°C a 70°C. Una temperatura de hibridacion de
60°C permiti6 la amplificacion eficiente de todas las dianas y, por lo tanto, se selecciond inicialmente como la
temperatura de hibridacion para el componente de RT-PCR en fase soélida del ensayo. Debe reiterarse que algunos
de estos datos se derivaron de pares de cebadores de primera generacion no utilizados en el ensayo final.
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PCR multiplexadas: plantilla de ADN; Sin ADN de fondo

Se realizaron reacciones de PCR (en ausencia de la transcripcion inversa) usando plantillas de ADN inicialmente
con una mezcla de cebador que contenia 0,6 uM (final) de concentracion de cada cebador (segun lo recomendado
por el fabricante para usar con el kit Qiagen de RT-PCR en una etapa). En estas condiciones, todas las dianas se
amplificaron segun se juzgo visualizando las bandas después de la electroforesis de PAGE durante 4 h a 100 V a
15% p/v de geles preempacados TBE (Biorad). Se observd una mala amplificacion de forma reproducible para RSV-
A, hMPV y RhV. Experimentos posteriores en los que las concentraciones de pares de cebadores dentro de la
mezcla de cebadores se modularon identificaron mezclas de cebadores que facilitaron la amplificacion eficiente de
todos los analitos diana (véase la Figura 3).

RT-PCR multiplex: Plantilla de ARN +/- ADN de fondo

Utilizando las concentraciones de cebadores establecidas en los experimentos de plantilla de ADN, las RT-PCR
iniciales en 10.000 copias de dianas de ARN mostraron una amplificacion ineficiente de una variedad de analitos
diana, incluidos MS2, RSV-A, Para3, Para4, hMPV, AdV y RhV. Los experimentos de optimizacion que modulan la
duracién (20 min frente a 30 min) y la temperatura (40°C frente a 45°C frente a 50 frente a 55 frente a 60) del paso
RT no dieron como resultado una amplificacion mas eficiente de las plantillas diana segun el analisis PAGE. Por lo
tanto, la recomendacion del fabricante de 50°C durante 20 minutos se utilizé para todos los pasos posteriores de
transcripcion inversa.

Se modularon experimentos en los que las concentraciones de cebadores estaban dentro de la mezcla de cebador y
se redisefiaron las combinaciones cebadores/sonda para las mezclas de cebadores MS2 y RSV identificadas que
facilitaron la amplificacion visible (mediante electroforesis en gel de poliacrilamida) de todos los analitos diana,
excepto RhV (véase la Figura 4).

La adicién posterior del ADN cromosémico de HelLa de fondo, libre de ARNasa (a una concentracion final de
aproximadamente 2500 equivalentes de células por reaccion) no alterd significativamente el perfil de amplificacion
segun lo juzgado por el andlisis de PAGE (véase la Figura 5 a continuacion).

Ejemplo 9
RT-PCR asimétrica

Para optimizar la carga de los productos PCR sobre los granulos durante la RT-PCR de fase solida, los cebadores
se titularon cuidadosamente con el fin de introducir un nivel de asimetria en la amplificacién de los analitos diana.
Especificamente, para cada analito, el cebador no marcado (del mismo sentido que el del oligonucleétido sonda) se
redujo en serie a un déficit molar 50 veces mayor que cuando se comparé con el cebador marcado. Se esperaba
que el perfil de amplificacion asimétrico resultante permitiera que se acumulara un exceso de las cadenas nacientes
disponibles para el posterior cebado exitoso con el oligonucledtido sonda. De hecho, en la mayoria de los casos se
observo una carga mas eficiente sobre los granulos con cantidades decrecientes de los cebadores sin marcar. Sin
embargo, las relaciones molares de cebadores marcados:no marcados que proporcionaban una carga optima de los
productos de PCR sobre granulos analogos variaban de 1:1 a 1:6, respectivamente (véase la Tabla 5 a
continuacion).

Tabla 5

Concentraciones de cebador que dirigen la deteccion eficiente basada en granulos después de la amplificacion por
RT-PCR de los analitos diana

Cebador Concentracion de cebador final (uM) Relacion (marcado/no marcado)
InfA2 R 0,4
1,5
Am-InfA2 F* 0,6
P-InfB-2 R 0,2
6
Am-InfB-2 F* 1,2
P-H1IN1R 0,4
1,5
Am-H1N1 F* 0,6
P-H5N1 R 0,2
6
Am-H5N1 F* 1,2
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P-RSV-3 R 0,8
1,25
Am-RSV-3 F* 1
GB P-HPIV1 R 1
1
GB HPIV1 F* 1
P-Para2 R 0,15
3,33
Am-Para2 F* 0,5
Para3 R 0,5
2,4
Am-Para3 F* 1,2
Para4 R 0,7
1,29
Am-Para4 F* 0,9
P-hMPV R 0,6
1,33
Am-hMPV F* 0,8
P-AdV F 0,35
2,57
AdV R* 0,9
P-T7truncRhi F 0,6
1,33
truncRhi R* 0,8
P-Bper F 0,1
4
Bper R* 0,4
P-Cpn F 0,4
2,5
Cpn R* 1
P-Mpneu F 0,2
2
Mpneu R* 0,4
P-MS2-2 F 0,4
2,5
Am-MS2-2 R* 1
hum f 0,075
5,33
hum R* 0,4

* Cebadores marcados com AlexaFluor 647

Ejemplo 10

Sensibilidades de deteccion de analitos

Las sensibilidades preliminares de deteccion del analito se definieron después de la amplificacion y deteccion de
cantidades conocidas de construcciones de control sintéticas usando los valores umbral de RTlplots establecidos.
Se realizaron lavados (x 6) usando 1 x tampon Sheath. Se realizaron con éxito requerimientos inequivocos para las
siguientes copias de construcciones sintéticas (véase la Tabla 6):

Tabla 6

Sensibilidades confirmadas de deteccion de analitos

Analito

Copias detectadas

Influenza A

400
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Influenza B 400
H1N1 400
H5N1 2000

RSV (A&B) 2000

Parainfluenza 1 2000
Parainfluenza 2 2000
Parainfluenza 3 5000
Parainfluenza 4 2000
hMPV 2000
AdV 2000
RhV 10000
B. pertussis 400
C. pneumophila 2000
M. pneumophila 400

Ejemplo 11
Sensibilidades de deteccion de RSV-A frente a RSV-B

Los datos preliminares que analizan la sensibilidad de deteccion de RSV (RSV-A y RSV-B) implicaron el uso de una
mezcla equimolar de las construcciones control C18 y C19 (véase la Figura 1 para las secuencias) como una
plantilla diana. Por lo tanto, para obtener datos de sensibilidad de deteccion independientes para RSV-A y RSV-B,
se evaluaron independientemente copias conocidas de cualquiera de las construcciones usando el ensayo multiplex
de acuerdo con la presente invencién. El ensayo permitié la deteccion exitosa de 125 copias del constructo RSV-A
(C18) y 250 copias del constructo RSV-B (C19) después del analisis utilizando el software RTIplots (con un ajuste
del umbral de 400 para RSV).

Ejemplo 12
Datos clinicos

Se llevo a cabo una evaluacion preliminar del ensayo de forma ciega en un conjunto enriquecido de 72 muestras
archivadas (Tabla 7) para el que se registraron los datos generados a través del aislamiento viral del cultivo celular.
Las muestras se almacenaron a -80°C como acido nucleico o como muestras clinicas que requirieron una nueva
extraccion antes del ensayo. Un resumen de los hallazgos de este estudio se muestra en la Figura 6. Debe
observarse que los datos del cultivo viral de 3 muestras indicaron una coinfeccién; por lo tanto, el nimero total de
muestras (72) es igual a las 62 muestras positivas al analito mas las 13 muestras negativas al analito menos 3 para
sumar las muestras coinfectadas.

Brevemente, los datos indican una concordancia del 95% del ensayo con los datos del cultivo celular para muestras
positivas al analito (excluyendo los resultados RTlplex indeterminados del analisis). Ademas, de las 13 muestras
para las cuales el virus no se pudo aislar y/o identificar después del cultivo, el ensayo fue capaz de detectar
patégenos en 7 (54%) de estas muestras. Ademas, a partir de estos 72 especimenes clinicos, el ensayo detect6 un
total de 24 analitos previamente no informados por las técnicas de cultivo celular. Muchos de estos analitos
adicionalmente identificados han sido confirmados por métodos basados en PCR (realizados en el Departamento de
Microbiologia Molecular, Royal Women's Hospital, Melbourne, Victoria, Australia).
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NT = No probado

MM = Departamento de Microbiologia Molecular, Royal Womens Hospital, Melbourne, Victoria, Australia
IND = Indeterminante

na = no aplicable

Hu IC = control interno humano

Ejemplo 13

Cebadores oligonucleétidos y sondas usados en el método de ensayo

La Tabla 8 proporciona una lista de cebadores y sondas de captura utilizados en el método y kit de analisis para
patégenos respiratorios. Al menos dos pares de cebadores y sondas correspondientes se usan en el kit. Por "al
menos dos" se entiende 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 6 18.

Los expertos en la técnica apreciaran que los aspectos de los aspectos descritos en este documento son
susceptibles de variaciones y modificaciones distintas a las especificamente descritas. Debe entenderse que estos
aspectos incluyen todas las variaciones y modificaciones. Estos aspectos también incluyen todos los pasos,
caracteristicas, composiciones y compuestos mencionados o indicados en esta memoria descriptiva, individual o
colectivamente, y todas y cada una de las combinaciones de dos o mas de los pasos o caracteristicas.
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Listado de secuencias

<110> GENERA BIOSYSTEMS PTY LTD VANDEGRAAFF, Nick (US SOLO) POETTER, Karl (US SOLO)
<120> UN ENSAYO

<130> 35114801/EJH

<150> AU 2011904105
<151>2011-10-04

<160> 141
<170> PatentIn version 3.5

<210>1
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 1
cgaggtcgaa acgtaygttc tytctat 27

<210> 2
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza B

<400> 2
tacggtggat taaacaaaag caagcc 26

<210> 3
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 3
cccaagacaa gttcatggcec caatca 26

<210> 4
<211> 27
<212> ADN
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<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 4
gctetgegat ctagatggag tgaagece 27

<210>5
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> virus sincitial respiratorio

<400> 5
acagtcagta gtagaccatg tgaattc 27

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

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 1

<400> 6
tggtgatgca atatatgcgt attcatc 27

<210>7
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 2

<400> 7
cycgtcctgg agtcatgcca tgcaa 25

<210> 8
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 3

<400> 8
caagttggca yagcaagtta caattagga 29

<210>9
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 4

<400> 9
gttgatcaag acaatacaat tacacttga 29

<210> 10
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
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<223> metaneumovirus humano

<400> 10
gacaaatcat matgtctcgy aargctcc 28

<210> 11
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Adenovirus tipos By E

<400> 11
tgccescartg gkedtacatg cacatc 26

<210> 12
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Adenovirus tipo C

<400> 12
tgccescartg gkedtacatg cacatc 26

<210> 13
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Rhinovirus/Enterovirus humano

<400> 13
gaaacacgga cacccaaagt agt 23

<210> 14
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Bordetella pertussis

<400> 14
ccggecggat gaacacccat aagca 25

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

<220>
<223> Chlamidophila pneumoniae

<400> 15
catgaatggc aagtaggagc ctctc 25

<210> 16
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Mycoplasma pneumoniae

<400> 16
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gaaccgaagc ggctttgacc gcatc 25

<210> 17
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 17
gccattccat gagagccter agatc 25

<210> 18
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza B

<400> 18
caggaggtct atatttggtt ccattggce 28

<210> 19
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 19
gctttttgct ccagcatgag gacat 25

<210> 20
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 20
ycttctccac tatgtaagac cattccgg 28

<210> 21
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus sincitial respiratorio

<400> 21
rtcratatct tcatcaccat acttttctgt ta 32

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

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 1

<400> 22
ccgggtttaa atcaggatac atatctg 27

<210> 23
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<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 2

<400> 23
crttaagcgg ccacacatct gegt 24

<210> 24
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 3

<400> 24
gtccccatgg acattcattg tttcetggt 29

<210> 25
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 4

<400> 25
taagtgcatc tatacgaacr cctgctc 27

<210> 26
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> metaneumovirus humano

<400> 26
ctatcwggcc aactccagta attgtg 26

<210> 27
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Adenovirus tipos By E

<400> 27
gcrcgggcra actgcaccag 20

<210> 28
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Adenovirus tipo C

<400> 28
gcrcgggcra actgcaccag 20

<210> 29
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Rhinovirus/Enterovirus humano

<400> 29
actcactata ggagcctgceg tggekgee 28

<210> 30
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Bordetella pertussis

<400> 30
gggccgcttc aggcacacaa acttg 25

<210> 31
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Chlamidophila pneumoniae

<400> 31
agttttggct gagcaatgceg gatgt 25

<210> 32
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Mycoplasma pneumoniae

<400> 32
gcgtgggcgt ttgeggattt aactt 25

<210> 33

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33
gcacccagac aatacacaca ggtgt 25

<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
ggcggaagtc agcatgtgtc tg 22

<210> 35

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
gcacgctcct gctacagcect cttcc 25

<210> 36

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
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cttttgcagg acttcggtcg acgcce 25

<210> 37
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 37
gaattcggat ccagtctctg cgcgatctcg gcetttgag

<210> 38
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza B

<400> 38
gaattcggat ccggtgtttt cacccatatt gggcaatt

<210> 39
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 39
gaattcggat cccatgctgce cgttacacct ttgttcg

<210> 40
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus Influenza A

<400> 40
gaattcggat ccccgaggag ccatccagct acactac

<210> 41
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus sincitial respiratorio

<400> 41
gaattcggat ccgttctata agctggtatt gatgcagg

<210> 42
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 1

<400> 42
gaattcggat cccctatatc tgcacatcct tgagtgatt

<210> 43

ES 2 662 386 T3

38

38

37

37

38

39
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<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 2

<400> 43
gaattcggat ccacccctgt gatgcaatta gcagggca

<210> 44
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 3

<400> 44
gaattcggat ccagcacatt atgccatgtc cattttatcc

<210> 45
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Virus parainfluencia humano 4

<400> 45
gaattcggat ccggttccag ayaawatggg tcttgcta

<210> 46
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> metaneumovirus humano

<400> 46

ES 2 662 386 T3

38

40

38

gaattcggat ccttgccecg yacttcatat ttgca 35

<210> 47
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Adenovirus tipos By E

<400> 47
gaattcggat ccgcettcgga gtacctgagt ccgggt

<210> 48
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Adenovirus tipo C

<400> 48
gaattcggat cctcgggceca ggacgcectcg gagtac

<210> 49
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

36

36
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<220>
<223> Rhinovirus/Enterovirus humano

<400> 49
gaattcggat cctcctcegg ccectgaatg yggctaa 37

<210> 50
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Bordetella pertussis

<400> 50
gaattcggat cctgcccgat tgaccttcct acgtcga 37

<210> 51
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Chlamidophila pneumoniae

<400> 51
gaattcggat cctggtctcg agcaactttt gatgetg 37

<210> 52
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Mycoplasma pneumoniae

<400> 52
gaattcggat ccgggegegc cttatacgac ctcgatt 37

<210> 53

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53
aaagggagga cagctatgga ccaaacacag acacagagag acccacagac a

<210> 54

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
gaattcggat ccgaagtgcc gcagaacgtt gcgaacc 37

<210> 55
<211> 407
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> fase MS-2

<400> 55
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_taatacgact

ctcgacgcac
gtgccgcaga
aattttaacc
caaaccattg
ctcegetace
tggttggagt

<210> 56
<211> 407
<212> ADN

cactataggg

gctcctgceta

.acgttgcgaa

ttggtgttge
cgctegtgaa
ttgccctaaa

tgcagttcgg

<213> artificial

<220>

<223> Virus Influenza A

<400> 56

taatacgact
aatgttatct
tcecccattec
ggcacggtga
cttgtcttta

tcaagtctct

gtttcgacct

<210> 57
<211> 454
<212> ADN

cactataggg
cccttttaag
catttagggc
gcgtgaacac
gccattccat
gcgcgatcte

cggttagaag

<213> artificial

<220>

<223> Virus Influenza B

<400> 57

taatacgact
gcaatagctc
ccattggcaa
tgttctectg
tctgcttaat
tcgttgctgt
cgtttctact

gtgcectttte

<210> 58
<211> 514
<212> ADN

cactataggg
cgaagaaacc
gcttcaaagg
tgcégtaagg
ttggtcttet
tttgttgttg
ggtaacgtta

tgcattgata

<213> artificial

<220>

agaaattaac
cagcctctte
écgggcgtcg
tttagcagag
gécgtacact
cgaagatcga

ttggttacca

agaaattaac
cttcctatac
attttggaca
aaatcctaaa
gagagcctca
ggctttgagg

actcatcttt

agaaattaac
cctttecttt
tgttttcacc
cttgcttttg
ccttectgtac
tcgtictttg

gggcaagatc

acgttagcgg

<223> Virus Influenza A (H1N1 2009)

<400> 58

ES 2 662 386 T3

cctcactaaa
cctgtaagcec
accgaagtcee
gccaggtcga
gcecgectegte
aagtttcgat

ctaatgagtg

cctcactaaa
agtttaactg
aagcgtctéc
atccccttag
agatctgtgt
gggcctgacg

caatatctég

cctcactaaa
aatagttttg
catattgggc
tttaatccac
aaatgtatgg
ggacagccca
ctgaggttcce

cege

gggagagttt
aaaacttgac
tgcaaaaggt
cagcctcaca
gcggtaattg

caaaacacgt

cggcege

gggagacttt
ctctgtccat
gctgcagtcce
tcagaggtga
tcttcectge
ggacgataga

cggecgce

gggagacttc
caggaggtct
aatttcctat
cgtattttte
tacttctact
agccattgtt

aagtctgtag

cggcttctece
ttacatcgaa
cacccagggt
actcgegacg
gcgccaggeg

ggccggcagyg

ggccccatgg
gttatttgga

tcgctcactg

caggattggt :

aaagacatct

gagaacgtac

taagaaacca
atatttggtt
ggcttttgca

gtgaaggcaa

gttagﬁggat'

gcgaaaaatc

ggtccteetg

taatacgact cactataggg agaaattaac cctcactaaa gggagattta tcattaatgt

aggatttget gagctttggg tatgaatttc cttttttaac tagccatatt aaatttttgt

62

60
120
180
240
300
360

407

60
120
180
240
300
360

407

60
120

180

300
360
420

454

60

120
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agaagétttt tgctccagca tgaggacatg
tgggccatga acttgtcttg gggaatatct
attgctctct tagctcctca taatcgatga
aactagatgt ttccacaatg taggaccatg
gatttcccag gatccagceca gcaatgttac
ttagtttgca tagtttcceg ttatgcttgt
ttacattctt ttctagtact gtgtctgcgg

<210> 59

<211> 406

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Virus Influenza A (H5N1)

<400> 59

. aatacgactc actataggga gaaattaacc
aaattctgca ttgtaacgat ccattggagc
ttgccagtge tagggaactc gccactgttg
ttgattccaa ttttatttca gttcttcata
attggctgga ttggccttct ccactatgta
acacattggg tttccgagga gccatccage
cactccatct agatcgcaga gcttcecegtt

<210> 60

<211> 529

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Virus sincitial respiratorio

<400> 60
taatacgact cactataggg agaaattaac
atgattccac gatttttatt ggatgctgta
gctcctagag atgtgataac ggagctgcett
‘tcatatgtgt acctctgtat tctcccatta
cactggagaa gtgaggaaat tgagtcaaag
tatggtagaa ccctgcttet ccacccaatt
gtgtatttgc tggatgacag aagttgatét
ctaagagcca tttttgtatt tgdcccatet

ES 2 662 386 T3

ctgcecgttac
caaacctttc
aatcteetygg
agcttgetgt
atttacccaa
cttctagaag

ccge

ctcactaaag
acatccataa
aataaattga
gtcgttgaaa
agaccattcc
tacactacaa

gtgtgtctge

cctcactaaa
catttagttt
acatctgttt
tgcctaggcc
acaataaiga
tttgggcata
ttgttéagtg

ttcatcttat

acctttgttce
aaatgatgac

gtaacacgtt

‘'ggagagtgat

atgcaatggg

gttaacagag

ggagacacaa
agatagacca
cagtatttgg
ttcectgggt
ggcacattga
tctcttaaaa

ggcege

gggagataga
tgccatagca
ttgaagtcat
agcagcattg
tgcttttggg
ttcatatgct
tatcattcaa

gtctctectt

tactataatt’;tcaggctcc atttgaacta tggagtgtgg tgcggccgc

<210> 61
<211> 564
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Virus sincitial respiratorio

63

gagtcatgat
actgagctca
ccattgtctg
tcacactctg
gctaccccte

tgtgttactg

atttaaatgc
gccaccatga
taagttccta
aacagaggtc
tgaattcgtc

ttagaggctt

aaatgtcttt
tgacacaatg
aattttgcaa
cctaatacta
ttgttcaata
ccgttggatg
cttgactttg

‘aattttaaat

180
240
300
360
420
480

514

60
120
180

240
300
360

406

60
120
180
240
300

360
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<400> 61

taatacgact cactataggg

tttgttggat gcagtgcatt

aattactgag ctgcttatgt

tgctgcattg cctaggacca

tgcttttgga ttgttcaata

ctcataattg ggagtgtcaa

tgacagcagc tgatccttat

tgtatttgcc ccaatttatg

agctccttct taactattga

ttttttttgt tggaatgcegg

<210> 62
<211> 454
<212> ADN

<213> artificial

<220>

agaaattaac cctcactaaa
tagttttacc atagcatgac
ctgtttttga tgtcatatac
cacttgagaabgt:aggaaat
tatgétagaa tccagcttet
tattatctcec tgtactacgt
ttaatgtatc atttaacttg
ttattggctt tacttttatt

gcattgttgt ttgaggaata

ccge

<223> Virus parainfluencia humano 1

<400> 62

-taatacgact
gtctgggttt
gttgatatct
agctattaca
gtttaaatca
tgacﬁtccct
atcaccaatt
tagacttggt

<210> 63
<211> 427
<212> ADN

cactataggg
cctggtcgeg
aatgatccta
gaacatgatt
ggatacatat
atatctgcac
gataatgaag

ccaggtaata

<213> artificial

<220>

agaaattaac
acaggacttt
tttgcaggtt
tcctgttgte
ctgaatttaa
atccctgagt
gtagtctaac

atgagagcgg

<223> Virus parainfluencia humano 2

<400> 63

taatacgact cactataggg agaaattaac

acatctgcgt
atgactccag
gcaggattga
aaggtatcat
tcttettett
gtgactgaac

cggcege

<210> 64
<211> 344
<212> ADN

acacccctgt gatgcaatta

gacgaggaac ttgataggac

ttgtggecca ctgccctgtt

tataataata gaaagcaagt

cagaccttgt agctacatag

agcttttgcg attgattcca

<213> artificial

ES 2 662 386 T3

cctcactaaa
atgaggcgcc
ggagtgccaa
gttgatgtca
ggatatgtaa
gattaagttt
acatcctgaa

cege

cctcactaaa
gcagggcaaa
ggtacccatt
gtatttggaa
ctcagttcag
caatacaaga

tcacttaggt

gggagaataa tcccacgatt
aétatagctc caagagaagt
tctceccatta tgcctagace
tgagttaatg acagcaatga
cctcccaact tctgtgcata
tgaatagtgt atttgctgga
actttgctaa gagccatctt
tttaattact aaaacggatt

gecttggtttg gttgggttgg

gggagattga accagttgca
caattaatgg tcatggggtt
cctgaaccee ttgttcctge
taggtatgag aaattaccgg
cctaattgta aaacctgata
gatgaatacg catatattgc

attgtggtgg atccagaaag

gggagacatt aagcggccac
aacttgttgc attgcatggce
gagcctcaat gatcggagct
gagatatgac tctttcaata

ctagatcagt cgtggcataa

cacaacctcc tggtatagca |

(
aaatggtttt catagtcctg

64

60
120
180
240
300°

360

480

540

60

120

240

300

420

454

60
120
180

240
300
360
420

427
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<220>

<223> Virus parainfluencia humano 3

<400> 64
taatacgact cactataggg

cccatggaca ttcattgttt

ttatatcact gtagtcagta

tagatcttgt atatataaag

© gtttacagtt attatcccta

tcgagtaatt agatttgagg
<210> 65

<211>428

<212> ADN

<213> artificial

<220>

agaaattaac
cctgétcttg
atgtcaatta
tatgagagat
tctgtaatac

tgtaagcata

<223> Virus parainfluencia humano 4

<400> 65
taatacgact cactataggg

gcatctatac gaacacctgc
ggtcttgcta atgagtcaag
ccgttaccag tadcaattat
acttttgatg ggactccagg

gcaagtgaac ctttgatttg

agaaattaac
tcgtctetca
tgtaattgta
aggaacttg:
atccattatt

ttgagtgtca

ES 2 662 386 T3

cctcactaaa
atagcacatt
ttcctaattg
cctgggattt
ttgatatgat

aatcaggegg

cctcactaaa
teggtttett
ttgtcttgat
tctgattett
ttcattgttg

ttctttgttt

gggagatgga catgaatgtc
atgccatgtc cattttatcc
taacttgctg tgccaacttg
aagtcaggta ccaégﬁctga
tttcctatat cctgacaacc

ccge

gggagactgt tattttaagt
gtttggttcc agataatatg
caacaaattt tgagacgtct
tgtttaaact cctgagactt
tgattaagcc ctcaattgtg

gctgaattgt attttgagta

agcataattt tgtcaacttt cccttcaatc ctgtctagtc tcacttctaa tgccttaatt

geggeege

<210> 66
<211> 477
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> metaneumovirus humano

<400> 66

taatacgact cactataggg

gcacttgatt agtgctttca

ctgataagtc ctatctggcce

gttgcatttg ccccgcactt

tcctagagect gtgctaatat

tttagcatat agaatttctc

cactgcagtt gttgtgccta

atgcttgtat gatagatcac

<210> 67
<211> 461
<212> ADN
<213> artificial

<220>

agaaattaac
ctgtcttgea
aactccagta
catatttgca
attgtattc:
cacacaaaag
catctctttt

tcaggtgaat

<223> Adenovirus tipos B, Cy E

cctcactaaa
gggcatatga
attgtggtta
tggagccttg
catttcrgea
tgttatttct
tattgtgtac

cccttgaaga

gggagaggac catgctcact

agagtcattg tcagcgcctg
aacttgcact cacttcctcet
cgagacatta tgatttgtca
gcatatttgt aatcagtatg
tgttgcaatg atgagggtgt
tgagactctt ttaatatagc

gacattttcg cggecge

65

60

120

180

300

344

60

120

240

300

360

420

428

60

120

180

240

300

360

420

477
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<400> 67

taatacgact cactataggg agaaattaac

gatgctgccce c¢aatgggcat acatgcacat

tcecgggtetyg gtgcagtteg ccegegecac

-

tagaaatccc accgtagcgc cgacccacga

gttgcgettc gtgacttggg acagaatatq

atgacctttg aggtggatcc catggatgag

ttcgacgtgg tcagagtgca tcagccacac

acaccgttet cggceggtaa cgctaccacg

<210> 68
<211> 413
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ES 2 662 386 T3

cctcactaaa
cgccggacag
agacacctac
tgtgaccacc
ctctatgeca
cccaccectgce
cgcggcatca

taagcggecyg

<223> Rhinovirus/Enterovirus humano

<400> 68

taatacgact
gcagatga§g
cacccctttt
acttttgagt
atccagtgtg
ccgtgtttca

tatatatttg

<210> 69
<211> 414
<212> ADN

cactataggg agaaattaac
ctagaaattc cccactggcg
tgggctgtga agccatatat
cetccggeec ctgaatgtgg
taCCtggpcg';aatgagcaa
ttttttttce ttttatatt:

tcatcatggg cgctcaggta

<213> artificial

<220>

<223> Bordetella pertussis

<400> 69

taatacgact
tcaataggtt
ccccagttca
cctacgtcga
ggcccgettg
ccatgagctg
ggccgaacge

<210> 70
<211> 423
<212> ADN

cactataggg agaaattaac
gtatgcatgg ttcatccgaa
ctcaaggagc ccggccggat
ctcgaaatgg tccagcaatt
ctcaccgaca atggctcggce
ggcatcaage accgctttac

ttcatccagt cggccttgeg

<213> artificial

<220>

<223> Chlamidophila pneumoniae

<400> 70

cctcactaaa
acagtgttcect
ttgacaaggt
ctaaccttaa
ttgcgggatg
tgcttatggt

tctagacaga

cctcactaaa
ccggatttga
gaacacccat
gatcgcccét
ctttcécagc
ccgaccttac

tgagtgggct

gggagaatgg
gatgcttcgg
ttcaatctgg
gaccgtagcc
actcagctca
tttatcttcet
tcgaggcagt

C

66

ccaccccate
agtacctgag
gaaataagtt
agcggctcat
tgctctggac
cttcgaagtt

ctacctgcgt

gggagacaat agtagacctg
agéctgcgtg gctgcectgca
gtgaagagcc ccgtgtgctc
ccctgcagec attgcacaca
ggaccaacta ctttgggtgt
gacaatgtat atatagtata

atgttgcggc cgc

gggagactag gtgtgaagat
gaaactggaa atcgccaacce
aagcatgccc gattgacctt
caagtttgtg tgcctgaagce
cgcgeetteg ccgegetgtg
cgcccacaga ccaétggcaa

tacgctgecgg ccgce

60
120
180
240
300
360
420

461

60

120

60
120
180
240
300
360

414
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taatacgact
tgegacgeta
aaagtagatg
ggaacaaagt
agactaaact
gataacatce

aacccttett

cqc

<210> 71
<211> 461
<212> ADN

cactataggg
ttagettacy
cacctaaaac
ctgcgaccat
ctttagtgee
gcattgctca

tactaggaaa

<213> artificial

<220>

agaaattaac
tgctggattt
attttctato
caattatcat
atacattgga
gccaaaacta

tgccacagca

<223> Mycoplasma pneumoniae

<400> 71

taatacgact
tacaccecgee
ccgtgaacgt
gcgtgggect
caaaécacgt
ttacgccggt
ccgcaaacgc
ggtttgagtg

<210> 72
<211> 354
<212> ADN

cactataggg
ctgacgaggt
atcgta?cac
tagtgcgcga
aﬁgatcccac
atgacctcgce
ccacgcgcga

gggctgcacc

<213> artificial

<220>

agaaattaac
cgecgetgege
gagcttttcc
caacagcgct
ccgaaccgaa
cgggcgcgec
ccaaaccggg

ccaacagtga

<223> Virus sincitial respiratorio

<400> 72

taatacgact
gacatacétt
tttggaaﬁac
ggctagtatc
atggtctact

attttttggce

<210> 73
<211> 354
<212> ADN

cactataggg
agtaaattgt

tatatcaata

.aaagtgataa

actgactgta

tttctcatat

<213> artificial

<220>

agaaattaac
tctactactg
/
tcttcatcac
tttgtagtte
aggcgatgca

gttaacccaa

<223> Virus sincitial respiratorio

<400> 73

ES 2 662 386 T3

cctcactaaa
tacggagact
ggagccaacg‘
gaatggcaag
gtacaatggt
cctacagcetg

ttgtctacta

cctcactaaa
cacaccaatg
tcecteecee
faygggcatca
gngchtga
ttatacgacc
cagatcacct

aacgcggceg

cctcactaaa
acattaagct
catacttttc
tataagctgg
aatagttaac

gaattcctat

gggagacttyg
atgttttcgg
ctggcgtage
taggagcctce
ctcgagcaac
ttttaaactt

ctgattegtt

gggagagcca
ccatcaacce
tcacgggtga
ctgccggcag
ccgcatcaac
tcgattttte
ttaacccett

o]

gggagaaata
aaggccaaag
tgttaatatg
tattgatgca
acttaaatat

gctaaggcgg

67

cgctacttgg
cegtatcetta
aacagctact
tctatcttac
ttttgatget
aactgcatgg

ctcaggcggc

gcaatttagc
gcgettaace
aaatcceggg
tggcagtcaa
cacctttgcg
gaaéttaaa’c

tggcggettt

attctgttag
cttatacagt

cgattaatag

gggaattcac

tgtggaaata

cege

60
120
180
240
300
360

420

423

60
120
180
240
300
360

420

60
120

180

240

354
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taatacgact cactataggg agaaattaac

ES 2 662 386 T3

cctcactaaa

acatatgttt gtgaattgtt céacaaccga catcaggcta

ttgaaacaca‘atgtcgatat cttecatctee
actagtatcg aaatgataat ttgttgttct
tggtctacta ctgactgtta aacggtgtaa

ctttttgget ttttcatatg acagtccaag

<210> 74
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am-InfA2 F

<400> 74
cgaggtcgaa acgtaygttc tytctat

<210>75
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> InfA2 R

<400> 75
gccattccat gagagcctcr agatc

<210> 76
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry InfA2 Pr

<400> 76

25

atacttttct
ataagctggt
ataattgaca

tgttccagta

27

aattgaattc ggatccagtc tctgcgegat cteggctttg ag

<210> 77
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am-InfB-2 F

<400> 77
tacggtggat taaacaaaag caagcc

<210>78
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> InfB-2 R

<400> 78
caggaggtct atatttggtt ccattggc

<210> 79
<211> 38
<212> ADN

26

28

gggagaataa
agaccaaaac
gttaatacat
attgatgcag
cttagatatt

ctcagtgegg

42

68

ttctattagg
ttatgcaatt
gattgatagg
ggaattcaca
gtggaaacaa

ccge

60

120

180

. 240

300

354
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<213> artificial

<220>
<223> Acry AS InfB-2 P

<400> 79

gaattcggat ccggtgtttt cacccatatt gggcaatt 38

<210> 80
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223>H1IN1R

<400> 80
gctttttgct ccagcatgag gacat 25

<210> 81
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223>N1N1F

<400> 81
cccaagacaa gttcatggcec caatca 26

<210> 82
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry HIN1 P

<400> 82
aattgaattc ggatcccgaa caaaggtgta acggcagcat g

<210> 83
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am-H5N1 F

<400> 83
gctctgegat ctagatggag tgaagec 27

<210> 84
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> H5N1 R

<400> 84
ycttctccac tatgtaagac cattccgg 28

<210> 85
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>

41

69
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<223> Acry AS-HFN1 P

<400> 85
aattgaattc ggatccccga ggagccatcc agctacacta ¢ 41

<210> 86
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am-RSV-3 F

<400> 86
acagtcagta gtagaccatg tgaattc 27

<210> 87
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> RSV-3 R

<400> 87
rtcratatct tcatcaccat acttttctgt ta 32

<210> 88
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry AS-RSV-3 P

<400> 88
aattgaattc ggatccgttc tataagctgg tattgatgca gg 42

<210> 89
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am GB HPIV1 F

<400> 89
tggtgatgca atatatgcgt attcatc 27

<210> 90
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> GB HPIV1 R

<400> 90
ccgggtttaa atcaggatac atatctg 27

<210> 91
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry GB HPIV1 P

<400> 91
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gaattcggat cccctatatc tgcacatcct tgagtgatt

<210> 92
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am-Para2 F

<400> 92
cycgtcctgg agtcatgcca tgcaa 25

<210> 93
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Para2 R

<400> 93
crttaagcgg ccacacatct gegt 24

<210> 94
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry AS-Para2 P

<400> 94
gaattcggat ccacccctgt gatgcaatta gcagggca

<210> 95
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am-Para3 F

<400> 95
caagttggca yagcaagtta caattagga 29

<210> 96
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Para3 R

<400> 96
gtccccatgg acattcattg ttteetggt 29

<210> 97
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry AS-Para3 P

<400> 97
gaattcggat ccagcacatt atgccatgtc cattttatcc

<210> 98

ES 2 662 386 T3
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<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> am-Para4 F

<400> 98
gttgatcaag acaatacaat tacacttga 29

<210> 99
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Para4 R

<400> 99
taagtgcatc tatacgaacr cctgctc 27

<210> 100
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry GB HPIV-4 Pr1

<400> 100
gaattcggat ccggttccag acaaaatggg tcttgcta

<210> 101
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry GB HPIV-4 Pr2

<400> 101
gaattcggat ccggttccag ataatatggg tcttgcta

<210> 102
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Am-hMPV F

<400> 102
gacaaatcat matgtctcgy aargctcc 28

<210> 103
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> hMPV R

<400> 103
ctatcwggcc aactccagta attgtg 26

<210> 104
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

ES 2 662 386 T3
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<220>
<223> Acry AS-hMPV P

<400> 104
gaattcggat ccttgccecg yacttcatat ttgca 35

<210> 105
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> AdV F

<400> 105
tgccescartg gkedtacatg cacatc 26

<210> 106
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> AdV R

<400> 106
gcrcgggcra actgcaccag 20

<210> 107
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry AdV B/E P

<400> 107
aattgaattc ggatccgctt cggagtacct gagtccgggt

<210> 108
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry AdV C P

<400> 108
aattgaattc ggatcctcgg gccaggacgc ctcggagtac

<210> 109
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> truncRhi R

<400> 109
gaaacacgga cacccaaagt agt 23

<210> 110
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> T7truncRhi F

40

40
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<400> 110
actcactata ggagcctgceg tggekgece 28

<210> 111
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry Rhi P

<400> 111
gaattcggat cctcctcegg ccectgaatg yggctaa

<210> 112
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Bper F

<400> 112
ccggecggat gaacacccat aagca 25

<210> 113
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Bper R

<400> 113
gggccgcttc aggcacacaa acttg 25

<210> 114
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry Bper P

<400> 114
gaattcggat cctgcccgat tgaccttcct acgtcga

<210> 115
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223>CpnF

<400> 115
catgaatggc aagtaggagc ctctc 25

<210> 116
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223>CpnR

<400> 116
agttttggct gagcaatgceg gatgt 25
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<210> 117
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry Cpn P

<400> 117
gaattcggat cctggtctcg agcaactttt gatgetg

<210> 118
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Mpneu F

<400> 118
gaaccgaagc ggctttgacc gcatc 25

<210> 119
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Mpneu R

<400> 119
gcgtgggcgt ttgeggattt aactt 25

<210> 120
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Acry Mpneu P

<400> 120
gaattcggat ccgggegcegc cttatacgac ctegatt

<210> 121
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> MS2-2 R

<400> 121
cttttgcagg acttcggtcg acgcce 25

<210> 122
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> MS2-2 F

<400> 122
gcacgctcct gctacagcect cttcc 25

<210> 123
<211> 41
<212> ADN

ES 2 662 386 T3

37

37

75



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 662 386 T3

<213> artificial

<220>
<223> Acry MS2-2 P

<400> 123
aattgaattc ggatccgaag tgccgcagaa cgttgcgaac c 41

<210> 124
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> MYL3 F

<400> 124
gcacccagac aatacacaca ggtgt 25

<210> 125
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> MYL3 R

<400> 125
ggcggaagtc agcatgtgtc tg 22

<210> 126
<211> 51
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligo SondaMLC_Int tipo Pap

<400> 126
aaagggagga cagctatgga ccaaacacag acacagagag acccacagac a

<210> 127
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo Am-InfA

<400> 127
trggrtttgt gttcacgctc accgtg 26

<210> 128
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso P-InfA

<400> 128
gggcattttg gacaaagcgt ctacgc 26

<210> 129
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
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<223> AS InfA
<400> 129
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gaattcggat cctgcagtcc tcgctcactg ggca 34

<210> 130
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Cebador directo alt Am-InfA

<400> 130
gacaagacca atcctgtcac ctctgac

<210> 131
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso P-InfA

<400> 131
gggcattttg gacaaagcgt ctacgc

<210> 132
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> AS InfA

<400> 132

27

26

gaattcggat cctgcagtcc tcgctcactg ggca 34

<210> 133
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo InfB

<400> 133
gcaccaggag gaccctacar amttgga

<210> 134
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso InfB

<400> 134
ttgggacrgc ccaagccatt gttgcg

<210> 135
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> InfB

<400> 135

27

26
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acctcaggrt cttgccctaa cgytacca 28

<210> 136
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo RSV

<400> 136
ttgggwggag aagcwggwit ctacca 26

<210> 137
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso RSV

<400> 137
attatgccta grccwgewgc attgee 26

<210> 138
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> RSV

<400> 138
aryartgatg cttttggrtt gttcaatat 29

<210> 139
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo Am-Paral

<400> 139
tggcactcca acctgcaaat aggatca 27

<210> 140
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso P-Para1

<400> 140
ccagttgcag tcttggtttc ctggtcg 27

<210> 141
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> AS-Paral

<400> 141
gaattcggat ccacaggact tyatgaggcg ccca 34
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REIVINDICACIONES

1. Un método de cribado de una muestra para una multiplicidad de patdgenos respiratorios para detectar un
patégeno particular en un método de amplificacion en fase sdlida, comprendiendo el método:

(a) aislar el acido nucleico de la muestra, cuyo acido nucleico supuestamente comprende acido nucleico de dos o
mas patdgenos respiratorios;

(b) someter el acido nucleico a amplificacion en presencia de un conjunto de granulos que tiene subconjuntos de
granulos a los que se inmovilizan las sondas de oligonucledtidos con dos o mas combinaciones de pares de
cebadores que comprenden cebadores directos seleccionados del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a 16, 33
y 35y cebadores inversos correspondientes seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 17 a 32, 34 y 36,
respectivamente, en donde los pares de cebadores dirigen la amplificacion de una region de acido nucleico de un
patégeno respiratorio y en donde se captura el amplicén mediante la hibridacién a dicho conjunto de granulos, en
donde las sondas de oligonucledtidos son complementarias a una region de un amplicon generado por amplificacion
utilizando las combinaciones de pares de cebadores y las sondas correspondientes se seleccionan de 2 o mas de
las siguientes secuencias (SEQ ID NO: 54, 76, 79, 82, 85, 88, 91, 94, 97, 100, 101, 104, 107, 108, 111, 114, 117,
120, 123, 126); y en el que un miembro de cada par de cebadores comprende un primer marcador épticamente
detectable que se incorpora en un amplicon resultante después de la amplificacién; y en donde dicho conjunto de
granulos tiene subconjuntos de granulos, siendo cada subconjunto homogéneo con respecto al tamarfio del granulo
y, opcionalmente, la intensidad de un segundo marcador 6pticamente detectable, creando de este modo un conjunto
de granulos heterogéneo basado en el tamafio y/o la intensidad del segundo marcador detectable y en donde el
numero de subconjuntos corresponde a la cantidad de patégenos respiratorios que se van a cribar;

(c) determinar a cual de los granulos se ha unido un amplicon sobre la base de la intensidad del primer marcador
detectable y, cuando los amplicones estan unidos a multiples subconjuntos de granulos, distinguir entre los
subconjuntos multiples de granulos en funcidon del tamafio del granulo; en donde la unién de un amplicén a un
subconjunto particular de granulos es indicativa de la presencia de un patdgeno respiratorio particular en la muestra.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende distinguir entre subconjuntos multiples de granulos en base a la
intensidad del segundo marcador épticamente detectable.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el patdégeno respiratorio se selecciona del grupo que consiste en
Influenza A, Influenza B, Influenza A H1N1, Influenza A H5N1, Virus Sincitial Respiratorio subtipo A, Virus Sincitial
Respiratorio Subtipo B, Virus de la parainfluenza humano 1, Virus de la Parainfluenza Humano 2, Virus de la
Parainfluenza Humano 3, Virus de la Parainfluenza Humano 4, Metapneumovirus Humano, Adenovirus Humano
subtipo B, Adenovirus humano subtipo C, Adenovirus Humano subtipo E, Entero/Rhinovirus humano, Bordetella
pertussis, Haemophilus Influenza, y microbios de los géneros Haemophilus, Mycoplasma y Chlamydophila.

4. El método segun la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico de uno o mas patdgenos respiratorios se
selecciona del grupo que consiste en el gen que codifica el segmento 7 de la proteina de matriz de Influenza A, el
gen que codifica el segmento 4 de la hemaglutinina de Influenza B, el gen que codifica el segmento 4 de la cepa
pandémica H1N1 2009 de Influenza A, el gen que codifica el Segmento 4 de la cepa pandémica H5N1 de Influenza
A, el gen de la polimerasa del Virus Sincitial Respiratorio (tipos A y B), el gen que codifica la glicoproteina
hemaglutinina-neuraminidasa del Virus de la Parainfluenza Humano 1, 2 y 3, el gen de fosfoproteina del Virus de la
Parainfluenza Humano 4, el gen que codifica la region M2 de la proteina matricial del Metapneumovirus Humano, el
gen que codifica la regién Hexon de Adenovirus Tipos B, C y E, region 5'UTR del Rhinovirus Humano/Enterovirus, la
secuencia de insercion (IS) 481 de Bordetella pertussis, el gen que codifica la proteina de membrana externa
principal de Chlamidophila pneumoniae y el gen que codifica P1 Citadhesina de Mycoplasma pneumoniae.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que los primeros y segundos marcadores 6pticamente detectables son
fluoréforos seleccionados del grupo que consiste en hidroxicumarina, aminocoumarina, metoxicoumarina, azul
cascada, amarillo Lucifer, NBD, ficoeritrina (PE), PerCP, aloficocianina, hoechst 33342, DAP1, SYTOX Azul, hoechst
33258, cromomicina A3, mitramicina, YOYO-I, SYTOX verde, SYTOX naranja, 7-AAD, naranja de acridina, TOTO-1,
To-PRO-I, naranja de tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS 751, colorantes Alexa Fluor que incluyen Alexa Fluro-350, -
430, -488, -532, -546, -555, -556, -594, -633, -647, -660, -680, -700 y -750; Colorantes BoDipy, incluidos BoDipy
630/650 y BoDipy 650/665; Colorantes CY, particularmente Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy 5.5 y Cy7; 6-FAM
(fluoresceina); PE-Cy5, PE-Cy7, fluoresceina dT; Hexaclorofluoresceina (Hex); 6-carboxi-4',5"-dicloro-2',
Tdimetoxifluoresceina (JOE); Tintes verdes de Oregon, incluidos 488-X y 514; Colorantes de rodamina, que incluyen
X-Rodamina, Lisamina Rodamina B, Rodamina Verde, Rodamina Rojo y ROX; TRITC3 Tetrametilrodamina (TMR);
Carboxitetrametilrodamina (TAMRA); Tetracloro fluoresceina (TET); Rojo de 6B5 FluorX, BODIPY-FL y Texas Rojo.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que el primer marcador detectable épticamente es AlexaFluor-647.

7. El método de la reivindicacion 5 o de la reivindicacion 6, en el que el segundo marcador detectable 6pticamente
es boro-dipirrometoeno (BoDipy)-TMR.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que la sonda de oligonucleétidos esta unida covalentemente al granulo a
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través de un ligando de tiol o de metacrilo.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el tamafo de los granulos dentro de cada subconjunto se selecciona
del grupo que consiste en 3,0 ym, 3,5 ym, 3,8 ym, 4,1 ym, 5,0 ym, 5,2 umy 5,7 uym de diametro.
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Secuencias del inserto de la construccién control
MS2P (RTI-C1)

taatacpactcactatapggagaaattaacccicactaaagggagagtttcggctictecclcgacgeacgetectgetacagectcet
tccetgtaagecaaaacttgacttacatcgaagtgecgcagaacgtigegaaccgggcgicgaccgaagtectgeaaaaggtcac
ccaggetaaltttaacctiggtgtigetttagecagaggccaggic gacagectcacaactegegacgcaaaccallgegetegtgaa
ggeglacactgecgetegicgegptaatiggegecaggegelecgetacctigecciaaacgaagatcgaaagtitcgatcaaaac
acgtggecggeagglggttggagttgcagticpgtiggttaccactaatgagtgeggecge (SEQ ID NO: 55)

InA (RTI-C2)

taatacgactcactatagggagaaattaacectcactaaagggagactitggececatggaatgtiatctecctittaagettectatac
aglttaactgctetgtecatgtiatttggatceceattcecatttagpgcattitggacaaagegtctacgetgeagteetegeteactgg
pcacgglgagegtpaacacaaatcclaaaatececttagicagagglpacaggallggteltglctitagecatticeatgagagecte
aagatcigtgticticcetgoaaagacatcticaagictctgegegateteggetitgagggggectgacgggacgatagagagaac
gracgtitcgacctcggltagaagacteatetticaatatctageg gecge (SEQ ID NO:36)

[nB (RTI-C3)

taatacgactcactalagggagaaatiaaccclicaciagaggpagacticiaagaaaccageaatageiccgaagaaaccectiice
lllagtagtittgeaggagetctatattiggttccatiggcaagettcaaaggtgiittcacceatattgggeaatticctatggetittgeat
gitcicetglgtagtaaggetigetttigtttaatccaccgtatinitcgigaaggcaatetgettaattiggietictecticiglacaaatgt
atggtacttctactgttagtggattegtigetgtintgtigtigtegtictitgggacagcecaagecattgtigegaaaaatccgitictac
lgptaacgitaggpcaagatcetgaggttceaagictgtaggptectectggtgectittctgeatigataacgtiageggeege
(SEQ ID NO:57)

H1 (RTI-C4)

taatacgactcaclatagggapgaaatiaacccicaclaaaggpapatttatcattaatgtagpatttgctgagettigpgtatgaatttc

ctittttaactagccatattaaatttttgtagaagetitttgetccageatgaggacatgetgeegtiacacetitigticgagicatgatigg

gceatgaactigietigggeaatlateicaaaccliteaaatgatgacactgagetcaattgetcicttagetecteataatcgatgaaate
tectgggtaacacgliccatigtctgaactagatgtitccacaatg taggaccatgagettgetgtggapagtgattcacactctggatt
lcccaggatecagecageaatgttacatttacccaaatgeaatggggactaceectettagitigeatagtiticeegttatgetigicetict

agaaggitaacagagtgigtiactgtiacaticitttcizgtactgtgtctgepgeege (SEQ ID NO:58)

H5(RTI-C5)

taatacgacfcactataggpagaaatiaacceicactaaaggpapacacaaatttaaatgeaaattctgeattgtaacgatecattgg
agcacatccataaagatagaccagccéccatg&ttgcca glgctaggpaacicpecactgttgaataaattgacagtatttggtaag
ticctatigaticcaattitatttcagiicticatagicgiigaaattcectyggtaacagaggicatiggctggattggectictecactat
glaagaccaticcgpgeacatigatgaaticgicacacatigggtiiccgaggageeatccagetacactacaatcicttaaaatiaga
gecticactceatclagatcgeagagceticeegtigtgtgtetgeggeege (SEQ 1D NO:59) :

Figura 1A

81



ES 2 662 386 T3

RSVA (RTI-C6)-OBSOLETO (véase RTI-C18)

taatacgactcactataggpagaaatiaaccetcactaaagggagaapaaaatgicittatgattccacgatitttattggatpetpta
catttagttttgecatagcatgacacaatggctectagagatglgataacggagctecttacatctgtititgaagtcataattttgeaate
atatgtgtaccictglaticteccattatgectaggecagceageattgectaatactacactggagaagigaggaaattgagtcaaaga
caataatgatgctittggpitgticaatatatggtagaaccctgetictecacceaatttitgggeatattcatatgetecgtiggatgptg
tatttgetgpatgacagaagtigatetttgitgagtgtatcattcaacttgactttgetaagagecatttttgtatttgeeccatettteatett
atgtctctocettaattitaaattactataattticaggetecattigaactatggagtgtpgtgeggecge (SEQ 1D NO:60)

RSVB (RTI-C7)-OBSOLETO (véase RTI-C19)

taatacgactcactatagggapaaatiaaccelcaclaaaggpagaataatcccacgattttigliggatgeagtgeatttagitace
atagcatgacactatagetccaagagaagtaattactgagcetgettatgtetgttttigatgteatatactetcecattatgectagacctg
clgcatigeclaggaccacactigagaagitaggaaatigagltaatgacageaalgatgetittggattgitcaatatatgglagaale
cagctictecteccaacttetgtgcatactcataattggpagtgteaatattatctectgtactacgttgaatagtgtattigetggat gac

agcagctgatccttatttaatgtatca'tttaacltgacttt gctaagagecaletttgtatttgeeccaatttatgttattggetttacttttattt

ttaattactaaaacgpattagctccticitaactattgageattgtigiitgaggaatagetiggtitggitggetiggtitttitignggaat

gegeeege (SEQ ID NO:61)

Paral (RTI-C8)

taatlacgactcactatagggagaaatiaacceteactasagggagaltgaaccagiigeagicigggtitectgglegegacaggac
ttatgaggegeccaattaatggleatggpgtigligatatctaatgatcclattiigeaggriggagigecaacctgaacecctigttect
gcagelattacagaacalgatlicclgtiglcgtigatglcalagptatgagaaaltaccgp giitaaatcaggatacalatctgaattia
aggatalgtaacclaatigtaaaacctgatatgacttcectatate tgcacatccttgagtgattaa gtttgatgaatacgcaiataltgca
tcaccaattgataatgaaggtagictaacacatcctgaaattgtg gtggatccagaaagtagactiggtccaggtaataatgagage
ggcege (SEQ 1D NO:62) .

Para2 (RTI-C9)

taatacgactcactataggpagaaatiaaccelcaclaaagggagacattaageggocacacatctgeglacaceoctgigatgea
attagcagggcaaaaactigtigeattgeatggeatgactccaggacgaggaactigataggacggtacceatigagecteaatgat
cggagcetgeagpatigattgtgeeccacigecetgtigtatttgoaagagatatgactetitcaataaaggtatcattataataatagaa
agcaagtctcagticagetagatcagtegtggeataatettetttttcagaceitglagetacatageaatacaagacacaaccleetg
ptalagcagtgactgaacagettttgogattgattccatcacttaggtaaatggttttcatagtectgeggecge (SEQ 1D NO:
63)

Para3 (RTI-C10)
taatacgacicactatagggagaaattaacccicactaaagpgagatggacatgaalpiccccatggacaticattgtttcctggrett
gatagcacattatgceatgiceatittatcctiatatcactg lagicagtaatgicaattaticctaatigtaacttgetgtgecaactigtag

atctigtatatataaagtalpagagatcetggpatttaagtcagetaceaagtctpagitiacapttattatceetatetgtaatactigat
atgattticclatalcctgacaaccicgaglaattagatttgaggtglaagcataaatcaggeggeecge (SEQ 1D NO:64)

Figura 1B
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Para4 (RTI-C11)

faatacgacicactataggpgaganattaacccicactaaaggpagactgitatittaagigeatetatacgaacaccigeleglictete
atcggtittttgtitggttccagataatatgggtctigetaatgagtcaagtgtaattgtattgtetigatcaacaaattitgapacgtctee
gltaccaglaacaattataggaactigtictgatictiigtitaaacteet gagacttacttttgatgggactccaggatccattattitcatt
gtigtgattaagecctcaatigtgpeaagtgaacctitgattigtigagigteattetttgtitpetgaatiglatitigagtaageataatttt
gtcaactticccttcaateetgtetagtcteacttctaatgecttaattgepgecge (SEQ 1D NO:65)

HMPV (RTI-C12)

taatacgacicactatagggagaaattaacceicactaaagggagaggaccatgelcactgeacttgattagtgetttcactgtetige
agggcalatgaagagtcaltgtcagegeclgetaataagicelatelggecaactceagtaattgtggttaaactigeacteacticct
ctgttgeatttgceeegeacttcatattigeatggageetigegagacattatgatitgtcatectagagetgtgctaatatattgtattect
atttctgeageatatttgtaatcagtatgtitagcatalagaattictccacacaaaagtgttatticttgtigeaat gatgagggtgteact
geagttgttgtgectacateteittttattgtgtactgagactetittaatatageatgetigtatgatagateactcaggtgaateccttga

agagacattttcgeggeege (SEQ ID NO:66)

AdV (RTI-C13)

taatacgactcactatagggagaaattaaccctcactaaagggagaatggecaccecategatgetgecccaatgggeatacatge
acatcgecggacaggatgeilcggagtacctgagiecgggictggtpeagticgeccgegecacagacacctaciicaatctggg
aaataagtitagaaatccoaccglagegocpacccacgatgigaccaccgaccgtagecageggoicatgitgegeticgtgactt
gegaca gaatatgctctatgcc aactcagclcatgetetggacatgaccetitgaggtggateccatggatgageccaccctgetttat
clicicticgaagtilicgacglgglcagaglpeaca gecacacegrygealcalcgaggeagielaccigeglacacegrictep
geegptaacgetaccacgtaageggecge (SEQ 1D NO:67) '

Rhino (RTI-C14)

taatacgactcactatagpgagaaattaacccicactaaagppagacaatagtagacciggeagatgaggctagaaattceccact
ggcpacagtgitctagectgegtggetgectgeacacecctitttggpetgtgaagecatatatttgacaaggtgtgaagagececg
lgtgeteactitigagtectceggeocctgaatgtggetaacciiaacectgeagecaltgeacacaatceagtgigtatetggtegta
atpagcaattpeggpalgggaccaactacitigpglptccglptticattitttttcctittatattittgettatggt gacaat glatatatagt
atatatatattiglcatcatgggcgetcaggtatctagacagaatgttgeggeege (SEQ 1D NO:68)

B. pertussis [S481 (RTI-C15)

taatacgactcactatagppagaaattaaccctcactaaagggagactagptptgaapaticaataggtigtatgeatggticatecg
aaccggalligagaaactggaaalcgecaaccecenagiicacticaaggageeeggecggatgaacacccataageatgeccga
ttgaccttcctacgicgacicgaaatgptccageaatipgategeccatcaagtttgigtpoctgaagepgecegettgetcaccgaca
atggetcggectticgeagecgegecticgeegegetgtgecatgagetggpcatcaageaccgetttaccegaccttaccgecca
cagaccaatggcaaggecgaacgeticatecagtepggecttgegtgapgtggecttacgetgeggecge (SEQ D NO:
69)
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. pneumoniae (RTI-C16)

taatacgactcactalaggpagaaattaaccctcactaaagggagacttgegetactiggtgcgacgetattagettacgtgctggat
titacggagactatgttttcgaccgtatettaaaagtagatgcacctaaaacattttctatgggagecaacgetggogtageaacaget
actggaacaaagictgecgaccatcaatiatcatgaatggcaagtaggageclictctaicttacagactaaactetttagtgecatacat
tggagtacaatggtctCpapcaacttttgatgctpataacatccgeattgelcapecaaaactacctacagetgtittaaacttaactge
atgpaaccctictttactaggaaatgccacageatigictactactgaticgiteicaggeggecge (SEQ 1D NO:70)

M. preumoniae (RTI-C17)

taatacgactcactataggpagaaatiaaccclcactaaaggpagagecageaatttagetacaccegecctgacgagategeget
gcgecacaccaalgecateaaccogegettaaccecptigaac glateglaacacgagettitccicecteccocicacgpgtgaaa
alcccggpgcglgggectiagtgegegacaacagegelaagggcalcacigecggcagiggragicaacaaaccacgatgarc
ccacccgaaccgaageggetttgaccgeatcaaccacctitgcgtiacgecggatgaccicgecgggcgegectiatacgacct
cgarttitcgaapitaaacccgeaaacgeccacgeggaccaaaccgggcagatcaccittaaccectitggeppetttggittgag
tggggctgeaccecaacagtgaaacgeggecge (SEQ IDNO:71)

RSV-A Pol Control (RTI-C18)

taatacgacteactatagggagaaaltaacccicactaaagggagaaataatictgtiaggacatacattagtaaattgtictactactg
acattaagctaaggccaaagcttatacagtttiggaatactatatcaatatcitcatcaccatacttitctgttaatatgegatiaataggg
ctagtatcaaaptgataattigtagtictataagetggtatigatgeapg gaattcacatggtetactactgactgtaaggcgatgcaaa
tagltaacacttaaatatigtggaaataattttitggctitctcatatgttaacccaagaattcctatgetaagpeggccge (SEQ 1D
NO:72)

RSWV-B Pol Control (R11-C19)

taatacgacicactalagggagaaattaaccetcactaaagggagaataatictatiagpacatatgttigtgaattgitccacaaceg
acaltcaggclaagaccaaaacttatgeaatittgaaacacaatgtegatateticatctecatactittctgitaatacatgatigatagga
ctagtalcgaaatgataattigtigtictataagctggtatigatgeagggaaticacatgglictactactgactgttaaacggigtaaat

aallgacacttagataltgtgpaaacaacitittggciitiicatatgacagiccaagigticcaglacicaglgeggecge  (SEQ
ID NO:73) :
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dq Q| ejeosg
naudiy ‘41D

udg gLo

ladg ‘gLo
NUH FLD

APV ELD

NAdWY ZLD

beled L1D .

EBIBH \OLD

Zeled 60

LeiBed g0

g-ASY 10 |

Y-ASH ‘90

LNGH 6D 1
ENLH 9D -

=1 ]
Wil ‘20
ZSW ‘1D
dg g| eeosg

i

|

L 1 .
iy eengeban o ol ab as F

*Plantilla omitida

Figura 2
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s 3 (_)ebado.r [Cebador] pM
w § & MSZ F 04 °
% 8 £ E MS2 R
§3<o 53322322z .28888¢gg 03
QWEE--mmmEE_EdEEE, < o8 infA /i
— =2 E E I I i I T T = =4 @m L L - InfG F
T InfB R o8
HINTF
HINT R s
HEN1 F
H5N1 R .5
RSV F
RSV R oe
Para1 F
Parai R os
Para2 F
Paraz R o3
Parad F
Para3 R o7s
Parad F
Parad R oe
HMPY F
HMPY R 12
AdV F
AV R ot
Rhi F ]
Rhi R
Bper F
Bper R 6.2
Cpon F :
Con R 0'4.
Mpneu F
Mpneu R b.3s

Figura 3
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Am-HEN1 F
P-RSV-3 R
Am-REV-3 F
F-Paral R
Am-Paral F
P-Para2 R

PParalR_
Am-Parad F_
P-Parad R__
Am-Parad -
F-hMPY R

Asm-hMPY F

Am-FaraZ F: i

[Cebador]
Cebador final (LM)
PanfA R 0.3

e |  Escala 10 bp

HIN1

RSV (A+B)

Paral.
Paraz
Para3
Parad
| hMPV

H5N1

AdV
RhV
- Bper

agua

Escala 10 bp

Figura 4
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enbe

daoreeoss @ § 8 %_mmmm. i ,_m m 31

. 2SN
naudp
udn
Jadg
AU
APY
AdINY
veied
celed
Zeled
Leied
(8+v) ASY
LNSH
INLH
8iv|
Viu|

Figura 5A
88

Fondo sin HelLa




ES 2 662 386 T3

dq o} eeos3
(e79H-) enby
(e78H+) enby,
ZSWN

naudw

udn

Jadg

AJY

APY

AdWWY

peied

gBiEd

Zeied

jeted

(8+v) AsH
FNSH

ENLH

aiuj

il

dq o} eleos3 n

Fondo de +2500 ce HelLa

Figura 5B
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Descargar secuencias FASTA NCBI, Fuente disefiadora del cebador de Influenza

Alineaciéon ClustiW2 @ EMBL-EBI, Vector NTI
ﬂ —+ genera la secuencia consenso

Herramienta disefiadora del cebador NCBI

Diseno del cebador
(usa el Cebador 3 y BLAST)

Comprobacion de
Cebador/Sonda

i

Diseno de la Construcciéon Control

Comprobado frente a la alineacién

Figura 6
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