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DESCRIPCION
Particulas de transduccion no replicativas y sistemas indicadores basados en particulas de transduccion
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La invencion se refiere a procedimientos y composiciones para empaquetar y suministrar moléculas indicadoras de
transduccion no replicativas en células para detectar genes diana en células.

Descripcion de la técnica relacionada

Una particula de transduccion se refiere a un virus que puede suministrar un acido nucleico no virico en una célula.
Se han usado sistemas indicadores basados en virus para detectar la presencia de células y se basan en la fase
liségena del virus para permitir la expresién de una molécula indicadora de la célula. Estos sistemas indicadores
basados en virus usan particulas de transduccion competentes en la replicacion que expresan moléculas
indicadoras y provocan que una célula diana emita una sefal detectable.

Sin embargo, se ha demostrado que el ciclo litico del virus es perjudicial para los ensayos de indicadores basados
en virus. Carriere, C. et al., Conditionally replicating luciferase reporter phages: Improved sensitivity for rapid
detection and assessment of drug susceptibility of Mycobacterium tuberculosis. Journal of Clinical Microbiology,
1997. 35(12): p. 3232-3239. Carriére et al. desarrollaron fagos indicadores de luciferasa de M. tuberculosis/vacuna
antituberculosa (BCG) que tienen sus ciclos liticos suprimidos a 30 °C, pero activos a 37 °C. Usando este sistema,
Carriere et al. han demostrado la deteccion de BCG usando indicadores de fagos con un ciclo litico suprimido.

Sin embargo, existen desventajas asociadas con suprimir pero no eliminar las funciones de replicacion del
bacteriéfago en los ensayos de indicadores basados en bacteriéfagos. En primer lugar, controlar las funciones de
replicacion del bacteriéfago impone condiciones de ensayo limitantes. Por ejemplo, el ciclo litico del fago indicador
phAE40 usado por Carriere et al. se reprimié cuando se uso el fago para infectar células a la temperatura no
permisiva de 30 °C. Este requisito de temperatura impuso condiciones limitantes en el ensayo de indicador ya que la
temperatura 6ptima para las bacterias diana era de 37 °C. Estas condiciones limitantes impiden el rendimiento de
ensayo optimo.

Ademas, las funciones de replicaciéon del virus son dificiles de controlar. La replicacién del virus se debe suprimir
durante el uso de las particulas de transduccion como sistema indicador. Por ejemplo, la actividad litica del fago
indicador phAE40 informada por Carriére et al. se redujo pero no se elimind, dando como resultado un descenso en
la sefal de luciferasa en el ensayo. Carriére ef al. destacaron las posibles causas para el descenso resultante en la
sefial indicadora, tales como los genes expresados en fagos intactos y limitaciones de temperatura del ensayo, todo
derivado del hecho de que no se elimind el ciclo litico del indicador de fagos.

Se puede esperar que los ensayos de indicadores que se basan en el ciclo liségeno natural de fagos presenten
actividad litica esporadicamente. Ademas, los ensayos que se basan en el ciclo liségeno del fago pueden ser
propensos a la inmunidad de sobreinfeccion de células diana ya lisogenizadas con un fago similar, asi como
sistemas de restriccion del huésped natural que seleccionan el acido nucleico del virus entrante, limitando asi la
gama de huésped de estos fagos indicadores.

En otros ejemplos, se disefian sistemas de produccion de particulas de transduccién para empaquetar moléculas de
acido nucleico exdgenas, pero la particula de transduccion a menudo contiene una combinacién de moléculas de
acido nucleico exdégenas y moléculas de &cido nucleico del virus descendiente natural. El virus natural puede
presentar actividad litica que es un impedimento para el rendimiento del ensayo, y la actividad litica del virus se debe
eliminar para purificar las particulas de transduccién. Sin embargo, esta purificacion en general no es posible. En el
documento U.S. 2009/0155768 A, titulado Reporter Plasmid Packaging System for Detection of Bacteria, Scholl et al.
describe el desarrollo de un sistema de particulas de transduccion de este tipo. El producto del sistema es una
combinacioén de particulas de transduccion indicadoras y bacteriéfago natural (figura 8 en la referencia). Aunque los
autores indican que la particula de transduccion y el bacteriéfago natural se pueden separar por ultracentrifugacion,
esta separacion solo es posible en un sistema donde la particula de transduccién y el virus natural presentan
diferentes densidades que permitirian la separacion por ultracentrifugacion. Aunque esta caracteristica se presenta
por el sistema de empaquetamiento basado en bacteri6fago T7 descrito en la referencia, esta no es una
caracteristica que en general sea aplicable a otros sistemas de virus. Es comiUn que el mecanismo de
empaquetamiento virico presente un empaquetamiento completo que daria como resultado que virus naturales y
particulas de transduccion presenten densidades indistinguibles que no se puedan separar por ultracentrifugacion.
Los sistemas de empaquetamiento de virus también se basan en una cantidad minima de empaquetamiento como
requisito para un ensamblaje estructural de virus apropiado que dé como resultado virus natural y particulas de
transduccién con densidades indistinguibles.
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Por tanto, existe la necesidad de obtener particulas de transduccién no replicativas que no sufran los efectos
perjudiciales de las funciones liticas del virus y la posibilidad de limitarse por inmunidad de sobreinfeccion y
mecanismos de restriccion de huésped que seleccionan las moléculas de acido nucleico del virus y las funciones
viricas, todos estos pueden limitar el rendimiento del ensayo de indicador incrementando los limites de deteccién y
dando como resultado resultados negativos falsos.

Incluso cuando se han genomanipulado particulas de transduccion, los procedimientos para usar las particulas de
transduccién para detectar e indicar la presencia de moléculas de acido nucleico diana en las células tienen
limitaciones. Algunos procedimientos requieren la alteracion de la célula y técnicas engorrosas para aislar y detectar
transcritos en el lisado. Los procedimientos de deteccion incluyen usar sondas marcadas tales como anticuerpos,
aptameros o sondas de acido nucleico. Las sondas marcadas dirigidas a un gen diana pueden dar como resultado
una unién inespecifica a dianas no previstas o generar sefales que tienen una proporcion sefal/ruido alta. Por lo
tanto, existe la necesidad de obtener procedimientos especificos, eficaces y exactos para la deteccion y para indicar
moléculas de acido nucleico endégeno en células.

En consecuencia, se necesitan procedimientos y sistemas para generar particulas de transduccién no replicativas
que permitan el empaquetamiento y la expresion de moléculas indicadoras en células, mientras se elimina el virus
descendiente competente en la replicacion. También se necesitan procedimientos eficaces y exactos para detectar
moléculas en células usando las moléculas indicadoras expresadas.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion proporciona un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de
acido nucleico indicadora en una particula de transduccién no replicativa, comprendiendo dicho sistema de
empaquetamiento de célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende

-un genoma de bacteriéfago lisogenizado que comprende un primer gen de bacteri6fago que comprende una
delecion de una secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de dicho primer gen de bacteriéfago que evita
el empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteriéfago en dicha particula de transduccién no
replicativa; y

- un plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un
segundo gen de bacteriéfago que comprende una segunda secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento
que facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico
indicadora en dicha particula de transduccién no replicativa,

en el que dicho segundo gen de bacteriéfago codifica una proteina, en el que dicha réplica de dicho plasmido que
comprende una molécula de acido nucleico indicadora forma un replicon para empaquetarse en dicha particula de
transduccion no replicativa.

La invencién proporciona un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de
acido nucleico indicadora en una particula de transduccién no replicativa, comprendiendo dicho sistema de
empaquetamiento de célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende:

- un genoma de bacteriofago lisogenizado que carece de un gen de bacteriéfago que codifica que comprende una
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento, en el que la delecion de dicho gen de bacteriéfago evita el
empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteriofago en dicha particula de transduccion no
replicativa; y

- un plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un
segundo gen de bacteriéfago, en el que dicho segundo gen de bacteriéfago codifica una secuencia del sitio de
iniciacién de empaquetamiento y facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plasmido que comprende dicha
molécula de acido nucleico indicadora en dicha particula de transduccidn no replicativa, en el que dicho segundo
gen de bacteriéfago puede expresar una proteina que se codifica por dicho gen, en el que dicha réplica de dicho
plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora forma un replicén susceptible de empaquetarse
en dicha particula de transduccién no replicativa.

La invencién proporciona un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de
acido nucleico indicadora en una particula de transduccién no replicativa, comprendiendo dicho sistema de
empaquetamiento de célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende:

-un genoma de bacteriofago lisogenizado que comprende una primera secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento de bacteriéfago, en el que dicha primera secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de
bacteriéfago comprende una mutacién sindénima que evita la escision de la secuencia de iniciacion de
empaquetamiento, pero no altera la expresién del producto génico que engloba la secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento y evita el empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteriéfago en dicha particula
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de transduccién no replicativa; y

- un plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y que
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciaciéon de empaquetamiento de bacteriéfago, en el que dicha
segunda secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago carece de dicha mutacion y facilita el
empaquetamiento de una réplica de dicho plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora en
dicha particula de transduccion no replicativa, en el que dicha réplica de dicho plasmido que comprende dicha
molécula de acido nucleico indicadora forma un replicon para empaquetarse en dicha particula de transducciéon no
replicativa.

La invencién proporciona ademas un procedimiento para empaquetar una molécula de &cido nucleico indicadora en
una particula de transduccion no replicativa, que comprende:

- proporcionar condiciones a dicho sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las
reivindicaciones precedentes que inducen una fase litica de dicho bacteri6fago para producir particulas de
transduccién no replicativas empaquetadas con dicho plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico
indicadora; y

- aislar dicha particula de transduccion no replicativa que comprende una réplica de dicho plasmido de molécula de
acido nucleico indicadora.

En el presente documento se divulga un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una
molécula de acido nucleico indicadora en una particula de transduccion no replicativa, comprendiendo dicha célula
bacteriana un genoma de bacteriéfago lisogenizado que carece de un gen de bacteridfago que codifica una
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento, en el que la delecion de dicho gen de bacteriéfago evita el
empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteriéfago en dicha particula de transduccién no
replicativa; y una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un segundo gen de bacteriéfago, en el que
dicho segundo gen de bacteriéfago codifica una secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento y facilita el
empaquetamiento de una réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora en dicha particula de transduccion
no replicativa, en el que dicho segundo gen de bacteriéfago puede expresar una proteina que se codifica por dicho
gen, en el que dicha réplica de dicha molécula de &cido nucleico indicadora forma un replicon susceptible de
empaquetarse en dicha particula de transduccion no replicativa.

En algunos modos de realizacién, la molécula de acido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor.
En otro modo de realizacion, el promotor se selecciona para contribuir a la reactividad de una molécula indicadora
expresada a partir de dicha molécula de acido nucleico indicadora en dicha célula bacteriana. En un modo de
realizacién, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un origen de replicacién. Aun en otro modo de
realizacion, el replicon comprende un concatamero susceptible de empaquetarse en dicha particula de transduccion
no replicativa.

En un modo de realizacién, el primer y dicho segundo genes de bacteriéfago comprende cada uno un gen pacA del
bacteriéfago P1 de Enterobacteriaceae y comprende dicha secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento. En
un modo de realizacion, el segundo gen de bacteriéfago comprende la secuencia de SEQ ID NO:9. En otro modo de
realizacion, el replicon es el replicon litico de bacteriéfago P1 de Enterobacteriaceae. En determinados modos de
realizacion, el replicon comprende un promotor P53 controlado por represor C1, un promotor P53 antisentido, un gen
repL y una delecion sin cambio de pauta de lectura de un gen kilA. En un modo de realizacion, el replicon
comprende la secuencia de SEQ ID NO:3.

Aun en otro modo de realizacion, el primer y dicho segundo genes de bacteriéfago comprende cada uno un gen de
la terminasa pequefia (terS) que comprende dicha secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento. En un
modo de realizacion, el gen terS es un gen terS del bacteriéfago ¢11 o 80a de S. aureus.

En otro modo de realizacion, el replicon se deriva de un origen de replicacion del plasmido pT181 de S. aureus. Aun
en otro modo de realizacion, el replicon comprende la secuencia de SEQ ID NO:5. En algunos modos de realizacion,
la secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento de dicho segundo gen de bacteriéfago comprende un sitio
pac. En otros modos de realizacién, el sitio pac de dicho segundo gen de bacteriéfago comprende la secuencia de
SEQ ID NO:7. En un aspecto, la secuencia del sitio de iniciaciéon de empaquetamiento de dicho segundo gen de
bacteriéfago comprende un sitio cos. En otro aspecto, la secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de
dicho segundo gen de bacteriéfago comprende una unién concatamérica.

En otro aspecto, un plasmido comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora. En un aspecto, el segundo
gen de bacteriéfago se enlaza funcionalmente a un promotor. En otro modo de realizacién, el promotor es un
promotor inducible o un promotor constitutivo. En un modo de realizacién, el bacteriéfago comprende el bacteriéfago
P1 de Enterobacteriaceae. Aun en otro modo de realizacion, el bacteriéfago comprende un bacteriéfago 80a o un
bacteriéfago @11 de S. aureus. En un aspecto, la célula bacteriana comprende una célula de E. coli. En otro aspecto,
la célula bacteriana comprende una célula de S. aureus. Aun en otro modo de realizacion, la célula bacteriana
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comprende una célula gramnegativa. En otros modos de realizacion, la célula bacteriana comprende una célula
grampositiva.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un gen indicador. En un aspecto, el gen
indicador codifica un marcador detectable y/o seleccionable. En determinados aspectos, el gen indicador se
selecciona del grupo que consiste en enzimas que median en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc,
ruc, nluc), enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), proteinas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP,
RFP, CFP, BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en infrarrojo cercano), péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG)
y marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En otro aspecto, la molécula de acido nucleico indicadora
comprende un aptamero. Aun en otro aspecto, la molécula de acido nucleico indicadora comprende una secuencia
de transcrito de acido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de acido
nucleico indicadora.

En un modo de realizacion, la secuencia de transcrito de &cido nucleico es complementaria a un transcrito celular.
En otro modo de realizacion, la secuencia de transcrito de acido nucleico comprende una secuencia de represion
cis. Aun en otro modo de realizacion, la réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora comprende una
secuencia de transcrito de acido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha réplica de
dicha molécula de acido nucleico indicadora, en la que la secuencia de transcrito de acido nucleico es
complementaria a un transcrito celular y en la que dicha secuencia de transcrito de acido nucleico comprende una
secuencia de represion cis.

En algunos modos de realizacion, el procedimiento para empaquetar una molécula de acido nucleico indicadora en
una particula de transduccién no replicativa, que comprende proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana
descrita en el presente documento que inducen una fase litica de dicho bacteriéfago para producir particulas de
transduccién no replicativas empaquetadas con dicha molécula de &cido nucleico indicadora; y aislar dicha particula
de transduccion no replicativa que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora. En un modo de
realizacion, la particula de transduccién no replicativa no contiene un genoma de bacteriéfago replicado. En otro
modo de realizacion, la induccion de dicha fase litica desencadena la escision de dicha molécula de acido nucleico
de isla gendmica de dicho genoma de dicha célula bacteriana.

En otro modo de realizacién, la composicién que comprende dicha particula de transduccion no replicativa que
comprende una réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora producida a partir del procedimiento descrito
en el presente documento.

La divulgacion comprende un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de
acido nucleico indicadora en una particula de transduccion no replicativa, comprendiendo dicha célula bacteriana un
genoma de bacteriofago lisogenizado que comprende una primera secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento de bacteriéfago, en el que dicha primera secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de
bacteriéfago comprende una mutacién que evita el empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de
bacteriéfago en dicha particula de transducciéon no replicativa; y una molécula de acido nucleico indicadora que
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago, en el que dicha
segunda secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago carece de dicha mutacion y facilita el
empaquetamiento de una réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora en dicha particula de transduccién
no replicativa, en el que dicha réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora forma un replicén para
empagquetarse en dicha particula de transduccién no replicativa.

En un modo de realizacion, la molécula de acido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. En
otro modo de realizacién, el promotor se selecciona para contribuir a la reactividad de una molécula indicadora
expresada a partir de dicha molécula de acido nucleico indicadora en dicha célula bacteriana. Aun en otro modo de
realizacién, la molécula de &cido nucleico indicadora comprende un origen de replicacion. En un modo de
realizacion, el replicon comprende un concatamero susceptible de empaquetarse en dicha particula de transduccién
no replicativa. En otro aspecto, la primera y dicha segunda segundas secuencias del sitio de iniciacion de
empaquetamiento de bacteriéfago comprenden cada una una secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento
de un gen de la terminasa pequena. En un aspecto, la primera y dicha segunda segundas secuencias del sitio de
iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago comprenden cada una una secuencia del sitio pac de un gen pacA
del bacteriofago P1 de Enterobacteriaceae. En otro aspecto, la primera secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento de bacteriéfago comprende SEQ ID NO:2. Aun en otro aspecto, la segunda secuencia del sitio de
iniciacién de empaquetamiento de bacteriéfago comprende SEQ ID NO:1. En un modo de realizacion, el replicon
comprende un replicon litico del bacteriéfago P1 de Enterobacteriaceae. En otro modo de realizacion, el replicon
comprende un promotor P53 controlado por represor C1, un promotor P53 antisentido, un gen repL y una delecion
sin cambio de pauta de lectura de un gen kilA. En otro aspecto, el replicon comprende la secuencia de SEQ ID
NO:3. En determinados aspectos, la primera y dicha segunda secuencias del sitio de iniciacion de empaquetamiento
de bacteriéfago comprenden cada una una secuencia del sitio pac de un gen de la terminasa pequefia (terS) de un
bacteriéfago @11 o ¢80a de S. aureus. En otro aspecto, el replicén se deriva de un origen de replicacion del
plasmido pT181 de S. aureus. Aun en otro aspecto, el replicon comprende la secuencia de SEQ ID NO:5. En un
aspecto, la primera secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago comprende la secuencia
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de SEQ ID NO:2. En algunos modos de realizacion, la segunda secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento de bacteriéfago comprende la secuencia de SEQ ID NO:1. En otros modos de realizacion, la
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento comprende un sitio pac. En otro modo de realizacion, la
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento comprende un sitio cos. Aun en otro modo de realizacion, la
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento comprende una unién concatamérica. En algunos modos de
realizacién, la mutacion en dicha primera secuencia del sitio de iniciaciéon de empaquetamiento de bacteriéfago
comprende una mutacién sinénima. En otro modo de realizacion, la mutacion en dicha primera secuencia del sitio de
iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago evita la escision de dicha secuencia de iniciacion de
empaquetamiento. En otro modo de realizacion, un plasmido comprende dicha molécula de acido nucleico
indicadora. En un modo de realizacién, el bacteriéfago comprende el bacteriéfago P1 de Enterobacteriaceae.

En otro modo de realizacion, el bacteri6fago comprende el bacteriéfago ¢11 o $80a de S. aureus. En un modo de
realizacion, la célula bacteriana comprende una célula de E. coli. En otro modo de realizacion, la célula bacteriana
comprende una célula de S. aureus. En algunos modos de realizacion, la célula bacteriana comprende una célula
bacteriana gramnegativa. En un aspecto, la célula bacteriana comprende una célula bacteriana grampositiva. En otro
aspecto, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un gen indicador. Aun en otro aspecto, el gen
indicador codifica un marcador detectable y/o un marcador seleccionable.

En otros aspectos, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en: genes que codifican enzimas que
median en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc), genes que codifican enzimas que median
en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que codifican proteinas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP,
CFP, BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en infrarrojo cercano), moléculas de &acido nucleico que codifican
péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que codifican marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT,
erm). En otro aspecto, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un aptamero. En otros aspectos, el
replicon se empaqueta en dicha particula de transducciéon no replicativa por mecanismo de empaquetamiento de
bacteriéfago. En algunos modos de realizacién, la molécula de acido nucleico indicadora comprende una secuencia
de transcrito de &cido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de &cido
nucleico indicadora. En otro modo de realizacion, la secuencia de transcrito de acido nucleico es complementaria a
un transcrito celular.

En un aspecto, la secuencia de transcrito de acido nucleico comprende una secuencia de represion cis. En otro
aspecto, la réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora comprende una secuencia de transcrito de acido
nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha réplica de dicha molécula de &cido nucleico
indicadora, en la que dicha secuencia de transcrito de acido nucleico es complementaria a un transcrito celular, y en
la que dicha secuencia de transcrito de acido nucleico comprende una secuencia de represion cis.

En determinados aspectos, el procedimiento para empaquetar una molécula de acido nucleico indicadora en una
particula de transduccion no replicativa, que comprende: proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana descrita
en el presente documento que inducen una fase litica de dicho bacteriéfago para producir particulas de transduccion
no replicativas empaquetadas con dicha molécula de acido nucleico indicadora; y aislar dicha particula de
transduccién no replicativa que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora.

En otros aspectos, la particula de transduccién no replicativa no contiene un genoma de bacteriéfago replicado. En
un aspecto, la induccién de dicha fase litica desencadena la escision de dicha molécula de acido nucleico de isla
gendmica de dicho genoma de dicha célula bacteriana.

En otro aspecto, la divulgacion comprende una composicion que comprende dicha particula de transducciéon no
replicativa que comprende una réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora producida a partir de dicho
procedimiento descrito en el presente documento.

En un aspecto, la divulgacion incluye un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una
molécula de acido nucleico indicadora en una particula de transduccion no replicativa, comprendiendo dicha célula
bacteriana: un genoma de bacteriéfago lisogenizado que comprende un primer gen de bacteriéfago que comprende
una delecién de una secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento de dicho primer gen de bacteriéfago que
evita el empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteriéfago en dicha particula de transduccion no
replicativa; y una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un segundo gen de bacteriéfago que
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento que facilita el empaquetamiento de
una réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora en dicha particula de transduccién no replicativa, en el
que dicho segundo gen de bacteriéfago codifica una proteina, en el que dicha réplica de dicha molécula de &cido
nucleico indicadora forma un replicén para empaquetarse en dicha particula de transduccién no replicativa.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. En un aspecto, el
promotor se selecciona para contribuir a la reactividad de una molécula indicadora expresada a partir de dicha
molécula de acido nucleico indicadora en dicha célula bacteriana. En determinados aspectos, el acido nucleico
indicador comprende un origen de replicacion. En otro aspecto, el replicon comprende un concatdmero susceptible
de empaquetarse en dicha particula de transduccién no replicativa. En un aspecto, el primer y dicho segundo genes
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de bacteriéfago comprende cada uno un gen pacA del bacteriéfago P1 de Enterobacteriaceae y comprenden dicha
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento. En otro aspecto, el primer gen de bacteri6fago comprende la
secuencia de SEQ ID NO:6. En determinados aspectos, el segundo gen de bacteriéfago comprende la secuencia
SEQ ID NO:7. En un aspecto, el replicon comprende un replicédn litico del bacteridfago P1 de Enterobacteriaceae.
Alun en otro aspecto, el replicén comprende un promotor P53 controlado por represor C1, un promotor P53
antisentido, un gen repL y una delecion sin cambio de pauta de lectura de un gen kilA. En otro aspecto, el replicon
comprende la secuencia de SEQ ID NO:3. En otros aspectos, el primer y dicho segundo genes de bacteriéfago
comprende cada uno un gen de la terminasa pequefia (terS) que comprende dicha secuencia del sitio de iniciacion
de empaquetamiento. En un aspecto, el gen terS es un gen terS del bacteriéfago @11 o @80a de S. aureus. En otro
aspecto, el primer gen de bacteriéfago comprende la secuencia de SEQ ID NO:8. Aun en otro aspecto, el segundo
gen de bacteriéfago comprende la secuencia de SEQ ID NO:9. En un aspecto, el replicén se deriva de un origen de
replicacién del plasmido pT181 de S. aureus. En un modo de realizacion, el replicon comprende la secuencia de
SEQ ID NO:5. En otro modo de realizacion, la secuencia del sitio de iniciaciéon de empaquetamiento de dicho
segundo gen de bacteriéfago comprende un sitio pac. Aun en otro modo de realizacién, la secuencia del sitio de
iniciacién de empaquetamiento de dicho segundo gen de bacteriéfago comprende un sitio cos.

En determinados modos de realizacion, la secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de dicho segundo
gen de bacteriéfago comprende una uniéon concatamérica. En un modo de realizacién, un plasmido comprende dicha
molécula de acido nucleico indicadora. En otro modo de realizacion, el segundo gen de bacteriéfago se enlaza
funcionalmente a un promotor. Aln en otro modo de realizacion, el promotor es un promotor inducible o un promotor
constitutivo. En determinados modos de realizacion, el bacteriofago comprende el bacteriofago P1 de
Enterobacteriaceae. En un modo de realizacion, el bacteriéfago comprende el bacteriéfago ¢80a o bacteriofago ¢11
de S. aureus. En otros modos de realizacion, la célula bacteriana comprende una célula de E. coli. En otro modo de
realizacion, la célula bacteriana comprende una célula de S. aureus. En un modo de realizacién, la célula bacteriana
comprende una célula gramnegativa. En otro modo de realizacién, la célula bacteriana comprende una célula
grampositiva.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un gen indicador. En un aspecto, el gen
indicador codifica un marcador detectable y/o seleccionable. En otro aspecto, el gen indicador se selecciona del
grupo que consiste en: genes que codifican enzimas que median en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB,
luc, ruc, nluc), genes que codifican enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que
codifican proteinas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en infrarrojo
cercano), moléculas de acido nucleico que codifican péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que
codifican marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En un modo de realizacién, la molécula de acido
nucleico indicadora comprende un aptamero. En otro modo de realizacion, el replicon se empaqueta en dicha
particula de transduccién no replicativa por mecanismo de empaquetamiento de bacteriéfago. Aun en otro modo de
realizacioén, la molécula de acido nucleico indicadora comprende una secuencia de transcrito de acido nucleico que
es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de acido nucleico indicadora. En un modo de
realizacion, la secuencia de transcrito de acido nucleico es complementaria a un transcrito celular. En otro modo de
realizacién, la secuencia de transcrito de acido nucleico comprende una secuencia de represion cis. En
determinados modos de realizacion, la réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora comprende una
secuencia de transcrito de acido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha réplica de
dicha molécula de acido nucleico indicadora, en la que dicha secuencia de transcrito de acido nucleico es
complementaria a un transcrito celular, y en la que dicha secuencia de transcrito de acido nucleico comprende una
secuencia de represion cis.

La invencién divulga un procedimiento para empaquetar una molécula de acido nucleico indicadora en una particula
de transduccion no replicativa, que comprende: proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana de cualquiera de
las reivindicaciones 86-125 que inducen una fase litica de dicho bacteriéfago para producir particulas de
transduccién no replicativas empaquetadas con dicha molécula de &cido nucleico indicadora; y aislar dicha particula
de transduccion no replicativa que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora. En un modo de
realizacién, la particula de transduccion no replicativa no contiene un genoma de bacteriéfago replicado. En otro
modo de realizacion, la induccidn de dicha fase litica desencadena la escision de dicha molécula de acido nucleico
de isla gendmica de dicho genoma de dicha célula bacteriana.

En algunos aspectos, la divulgacion incluye una composicion que comprende dicha particula de transduccién no
replicativa que comprende una réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora producida a partir de dicho
procedimiento descrito en el presente documento.

En otro aspecto, la divulgacion incluye un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una
molécula de acido nucleico indicadora en una particula de transduccién no replicativa, comprendiendo dicha célula
bacteriana: un genoma de bacteriéfago lisogenizado que carece de un gen de empaquetamiento y que comprende
genes que codifican proteinas que forman dicha particula de transduccion no replicativa; y una molécula de acido
nucleico de isla gendmica que comprende una molécula de acido nucleico indicadora y un gen de empaquetamiento.
En un aspecto, el gen de empaquetamiento comprende un gen de la terminasa pequefa (terS). El gen terS
comprende un gen terS de bacteriéfago 80a o un gen terS de bacteriéfago @11 de S. aureus.
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En un aspecto, el gen terS comprende la secuencia de SEQ ID NO:9. En otro aspecto, la molécula de acido nucleico
de isla gendmica comprende una molécula de acido nucleico de isla genémica SaPIbov2. Aun en otro aspecto, la
molécula de acido nucleico de isla genémica se selecciona del grupo que consiste en una molécula de &cido
nucleico de isla gendmica SaPl, SaPI1, SaPI2, SaPlbov1 y SaPIbov2. En otro modo de realizacion, la molécula de
acido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. Aun en otro modo de realizacion, la molécula de
acido nucleico indicadora comprende un origen de replicacion. En algunos modos de realizacion, el bacteriéfago
comprende un bacteriéfago @80a o bacteriéfago ®11 de S. aureus. En otros modos de realizacion, la célula
bacteriana comprende una célula de S. aureus. En un modo de realizacion, la molécula de acido nucleico de isla
gendémica comprende un gen de la integrasa y en la que dicho gen de la integrasa codifica una proteina integrasa
para escindir e integrar dicha molécula de acido nucleico de isla genémica fuera y dentro de un genoma bacteriano
de dicha célula bacteriana. En otro modo de realizacion, el gen de la integrasa comprende la secuencia de SEQ ID
NO:10. Adn en otro modo de realizacion, la molécula de acido nucleico de isla genémica se integra en un genoma
bacteriano de dicha célula bacteriana.

En determinados aspectos, la molécula de acido nucleico de isla genémica se puede replicar y forma un replicon de
molécula que es susceptible de empaquetarse por el mecanismo de empaquetamiento de bacteriéfago en dicha
célula bacteriana. En otro aspecto, la molécula de acido nucleico forma un concatamero. Aun en otro aspecto, la
molécula de acido nucleico de isla genémica replicada puede empaquetarse en dicha particula de transducciéon no
replicativa. En determinados aspectos, el gen de empaquetamiento comprende una secuencia del sitio pac. En otro
aspecto, el gen de empaquetamiento comprende una secuencia del sitio cos. Aun en otro modo de realizacion, el
gen de empaquetamiento comprende una unién concatamérica.

En otros modos de realizacién, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un gen indicador. En algunos
modos de realizacién, el gen indicador codifica un marcador seleccionable y/o un marcador seleccionable. En otro
modo de realizacién, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en enzimas que median en reacciones
de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc), enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP),
proteinas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en infrarrojo cercano),
péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En
determinados modos de realizacion, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un aptamero. En otros
modos de realizacion, la molécula de acido nucleico de isla gendmica carece de un gen de la integrasa. En otro
modo de realizacion, la divulgacion incluye un gen bacteriano que comprende un gen de la integrasa enlazado
funcionalmente a un promotor y en el que dicho gen de la integrasa codifica una proteina integrasa para escindir e
integrar dicha molécula de acido nucleico de isla genédmica fuera y dentro de un genoma bacteriano de dicha célula
bacteriana. En un modo de realizacién, la molécula de acido nucleico indicadora comprende una secuencia de
transcrito de acido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de acido nucleico
indicadora. En otros modos de realizacion, la secuencia de transcrito de acido nucleico es complementaria a un
transcrito celular. Alin en otros modos de realizacion, la secuencia de transcrito de acido nucleico comprende una
secuencia de represion cis. En otro modo de realizacion, la réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora
comprende una secuencia de transcrito de acido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha
réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora. En otros modos de realizacién, la secuencia de transcrito de
acido nucleico es complementaria a un transcrito celular. En otros modos de realizacion, la secuencia de transcrito
de acido nucleico comprende una secuencia de represion cis.

La invencién divulga un procedimiento para empaquetar una molécula de acido nucleico indicadora en una particula
de transduccion no replicativa, que comprende: proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana de cualquiera de
las reivindicaciones 130-160 que inducen una fase litica de dicho bacteriéfago para producir particulas de
transduccién no replicativas empaquetadas con dicha molécula de acido nucleico indicadora; y aislar dicha particula
de transduccién no replicativa que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora. En algunos modos de
realizacion, la particula de transduccién no replicativa no contiene un genoma de bacteriéfago replicado. En un modo
de realizacion, la induccién de dicha fase litica desencadena la escision de dicha molécula de acido nucleico de isla
gendmica de dicho genoma de dicha célula bacteriana.

En otro modo de realizacion, la divulgacion incluye una composicion que comprende dicha particula de transduccién
no replicativa que comprende una réplica de dicha molécula de acido nucleico indicadora producida a partir de dicho
procedimiento descrito en el presente documento.

La invencién también divulga un procedimiento para detectar una presencia o una ausencia de una célula bacteriana
en una muestra, que comprende: introducir en una muestra una particula de transducciéon no replicativa que
comprende un gen indicador que codifica una molécula indicadora y que carece de un genoma de bacteriéfago en
condiciones tales que dicha particula de transduccion no replicativa puede transducir dicha célula bacteriana y en el
que dicho gen indicador se puede expresar en dicha célula bacteriana; proporcionar condiciones para la activacion
de dicha molécula indicadora; y detectar una presencia o una ausencia de una sefial indicadora transmitida a partir
de dicha molécula indicadora expresada, en el que una presencia de dicha sefial indicadora indica correctamente
dicha presencia de dicha célula bacteriana.
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En un modo de realizacion, el procedimiento logra al menos un 80 % de especificidad de deteccion con referencia a
un estandar, al menos un 90 % de especificidad de deteccidn con referencia a un estandar, o al menos un 95 % de
especificidad de deteccion con referencia a un estandar. En otro modo de realizacién, el procedimiento logra al
menos un 80 % de sensibilidad de deteccion con referencia a un estandar, al menos un 85 % de sensibilidad de
deteccién con referencia a un estandar, o al menos un 90 % de sensibilidad de deteccién con referencia a un
estandar, o al menos un 95 % de sensibilidad de deteccién con referencia a un estandar. Adn en otro modo de
realizacion, el procedimiento logra al menos un 95 % de especificidad de deteccién y al menos un 90 % de
sensibilidad de deteccion con referencia a un estandar. En otro modo de realizacion, el estandar es un estandar de
referencia. Aun en otro modo de realizacién, la célula bacteriana comprende una célula de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM). En otros modos de realizacion, la célula bacteriana comprende una célula de
Staphylococcus aureus sensible a meticilina (SASM).

En otro modo de realizacion, el gen indicador codifica un marcador detectable o seleccionable. En un modo de
realizacién, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en: genes que codifican enzimas que median en
reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, IuxAB, luc, ruc, nluc), genes que codifican enzimas que median en
reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que codifican proteinas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP,
BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en infrarrojo cercano), moléculas de acido nucleico que codifican péptidos de
afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que codifican marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En un
modo de realizacion, el gen indicador se enlaza funcionalmente a un promotor constitutivo.

En otro aspecto, la sefial indicadora se puede detectar a partir de una muestra en un limite de deteccién (LdD) de
menos de 1.000 unidades formadoras de colonias (UFC). En otros aspectos, la sefial indicadora se puede detectar a
partir de una muestra en un limite de deteccion (LdD) de menos de 100 unidades formadoras de colonias (UFC). En
un aspecto, la sefal indicadora se puede detectar a partir de una muestra en un limite de deteccion (LdD) de menos
de 10 unidades formadoras de colonias (UFC). En otros aspectos, la sefial indicadora se puede detectar a partir de
una muestra en un LdD de menos de cinco UFC. En otro aspecto, la sefial indicadora se puede detectar a partir de
una muestra en un LdD de tres o menos UFC.

En un modo de realizacion, el procedimiento incluye proporcionar un antibiético a dicha muestra a una concentracion
predeterminada y detectar una presencia o ausencia de dicha sefial indicadora para determinar si dicha célula
bacteriana es resistente o sensible a dicho antibiético. En otro modo de realizacién, el procedimiento incluye
proporcionar concentraciones predeterminadas variables antibiéticas a dicha muestra y detectar la cantidad de dicha
sefal indicadora para determinar la concentracién inhibidora minima de dicha célula bacteriana para dicho
antibidtico.

En un aspecto, la divulgacion incluye una composicion que comprende una construccion de acido nucleico que
codifica un transcrito indicador de acido nucleico que puede formar al menos dos conformaciones que comprenden
una primera conformacion que evita la expresion de indicador que comprende una regién bicatenaria intramolecular
que comprende una primera subsecuencia y una segunda subsecuencia, y una segunda conformacion que carece
de dicha region bicatenaria intramolecular y permite la expresion del gen indicador, en la que la conversién entre
dichas primera y segunda conformaciones estd mediada por la unién competitiva de un transcrito celular a dicha
primera y/o dicha segunda subsecuencia.

En otro aspecto, la divulgacion incluye una particula de transduccion no replicativa que comprende dicha
construccion de acido nucleico. Aun en otro aspecto, la uniéon competitiva de dicho transcrito celular a dicha primera
y/o dicha segunda subsecuencia da como resultado dicha segunda conformacion de dicha construccion indicadora
de acido nucleico. En un aspecto, la primera subsecuencia o dicha segunda subsecuencia comprende una
secuencia de represion cis. En otro aspecto, la secuencia de represion cis comprende una secuencia que es
complementaria o sustancialmente complementaria a una porcion de dicho transcrito celular. En otros aspectos, la
primera subsecuencia o dicha segunda subsecuencia comprende una secuencia de gen indicador. Aun en otro
aspecto, la secuencia de gen indicador comprende un sitio de union a ribosoma. En otros aspectos, la secuencia de
gen indicador codifica una molécula detectable. En otro aspecto, el marcador detectable comprende una molécula
fluorescente o una enzima que puede mediar en una reaccion de luminiscencia o colorimétrica. En un modo de
realizacién, la secuencia de gen indicador codifica un marcador seleccionable. En otro modo de realizacion, el
marcador seleccionable comprende un gen de resistencia a antibiéticos.

En otros modos de realizacion, la primera subsecuencia y dicha segunda subsecuencia se localizan cis entre si en
dicha construccién de acido nucleico para formar dicha regién bicatenaria intramolecular. En determinados modos
de realizacion, la primera subsecuencia y dicha segunda subsecuencia son complementarias o sustancialmente
complementarias entre si para formar dicha region bicatenaria intramolecular. En un modo de realizacion, la primera
subsecuencia o dicha segunda subsecuencia de dicha primera conformacidon comprende una secuencia
potenciadora transcripcional, y en la que dicha secuencia potenciadora transcripcional esta hacia 5' de una region
codificante de dicha secuencia de gen indicador. En otro modo de realizacion, la primera conformacion de dicho
transcrito indicador de acido nucleico se puede unir a una enzima de escision. En otros modos de realizacion, la
primera conformacion de dicho transcrito indicador de &cido nucleico es una diana para degradacién por una enzima
celular. En otros aspectos, la primera conformacion comprende una region intramolecular sin union. En otro aspecto,
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la region intramolecular sin unién se localiza en 3' de dicha primera subsecuencia y en §' de dicha segunda
subsecuencia. En otros aspectos, la region intramolecular sin union comprende una secuencia YUNR, en la que Y
es una pirimidina, U es un uracilo, N es cualquier nucledtido y R es una purina.

En un modo de realizacion, la primera subsecuencia o dicha segunda subsecuencia comprende una secuencia
modificada de dicho transcrito celular. En otro modo de realizacion, la secuencia modificada comprende una
sustitucion nucleotidica. Aun en otro modo de realizacién, la secuencia modificada comprende una insercién de
secuencia, una delecion o una inversion de dicho transcrito celular.

El procedimiento incluye una composicion que comprende una construccion de acido nucleico que codifica un
transcrito indicador de acido nucleico que comprende una secuencia indicadora de gen y que puede formar al menos
dos conformaciones de dicho transcrito indicador de acido nucleico, una primera conformacion inestable que evita la
traducciéon de dicha secuencia de gen indicador en dicho transcrito indicador de acido nucleico, y una segunda
conformacion estable que resulta de la unién de dicha primera conformacion inestable con un transcrito celular,
permitiendo dicha segunda conformacién secundaria estable la traduccién de dicha secuencia de gen indicador de
dicho transcrito indicador de acido nucleico.

En un modo de realizacion, la composicion comprende una particula de transduccion no replicativa que comprende
dicha construccion de acido nucleico. En otro modo de realizacion, el transcrito celular se une a una secuencia
3'UTR de dicho transcrito indicador de acido nucleico. En un modo de realizacion, la segunda conformacion
secundaria estable se forma por escisién de una porcién de una secuencia de dicha primera conformacion
secundaria inestable. En otro modo de realizacion, la secuencia de gen indicador codifica una molécula detectable.
En algunos modos de realizacion, el marcador detectable comprende una molécula fluorescente o una enzima que
puede mediar en una reaccion de luminiscencia o colorimétrica. En otros modos de realizacién, la secuencia de gen
indicador codifica un marcador seleccionable. En otro modo de realizacion, el marcador seleccionable comprende un
gen de resistencia a antibioticos.

La divulgacion también incluye una composicion que comprende una construccion de acido nucleico que codifica un
transcrito indicador de acido nucleico que comprende una secuencia de gen indicador y que puede formar al menos
dos conformaciones de dicho transcrito indicador de acido nucleico, que comprende una primera conformacion que
evita otra transcripcion de dicha construccion de acido nucleico, y una segunda conformacién formada tras la union
de dicha primera conformaciéon con un transcrito celular, en la que dicha segunda conformacién permite la
transcripcion de dicha construccién de acido nucleico. En algunos modos de realizacién, la composicion comprende
una particula de transduccién no replicativa que comprende dicha construccion de acido nucleico. En otro modo de
realizacion, el transcrito indicador de acido nucleico comprende una secuencia de represion cis.

En un modo de realizacion, el transcrito indicador de acido nucleico comprende una secuencia de gen indicador. En
otro modo de realizacion, la primera conformacion se forma a partir de una unién de dicha secuencia de represion
cis a dicha secuencia de gen indicador. En algunos modos de realizacion, la primera conformacion es un sustrato
para una enzima de escisidon. En un modo de realizacion, la primera conformacién de dicho transcrito indicador de
acido nucleico comprende una secuencia que forma una estructura de terminaciéon de la transcripcién. En otros
modos de realizacién, la unién de dicho transcrito celular a dicha secuencia que forma una estructura de terminacion
de la transcripcién da como resultado la escisién de una porcién de dicho transcrito indicador de acido nucleico y la
formacion de dicha segunda conformacion.

La divulgacién comprende un vector que comprende una secuencia reguladora enlazada funcionalmente a una
secuencia de acido nucleico que codifica dicho transcrito indicador de acido nucleico descrita en el presente
documento.

La divulgacion incluye un procedimiento para detectar un transcrito diana en una célula, que comprende: introducir
en dicha célula dicha construccion indicadora de acido nucleico descrita en el presente documento; y detectar la
presencia o ausencia de una sefial de salida de dicha célula, en el que dicha presencia de dicha sefal de salida
indica la presencia del transcrito diana en dicha célula. El procedimiento incluye detectar una presencia de una
célula bacteriana en base a la deteccidn de dicha presencia de dicho transcrito diana.

En un modo de realizacion, el procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra
que comprende introducir en dicha muestra dicha construccion indicadora de acido nucleico descrita en el presente
documento; y detectar la presencia o ausencia de una sefal de salida de dicha muestra, en el que dicha presencia
de dicha sefial de salida indica la presencia de la célula bacteriana en dicha muestra.

La divulgacién comprende un kit, que comprende un compartimento para contener una muestra que comprende una
célula y dicha construccion indicadora de acido nucleico descrita en el presente documento; e instrucciones para
detectar la presencia o ausencia de una sefial de salida de dicha muestra, en el que la presencia de la sefal de
salida indica la presencia de un transcrito diana en dicha célula.

La divulgacion comprende una composicion, que comprende una particula de transduccién no replicativa que
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comprende una construccion indicadora de acido nucleico, comprendiendo la construccion indicadora de acido
nucleico un primer promotor enlazado funcionalmente a un gen indicador, en el que dicho primer promotor se puede
inducir por una proteina inductora endégena en una célula bacteriana.

La divulgacion incluye un procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra que
comprende poner en contacto dicha muestra con una particula de transduccién no replicativa que comprende una
construccion indicadora de acido nucleico que comprende un primer promotor enlazado funcionalmente a un gen
indicador, en el que dicho primer promotor se puede inducir por una proteina inductora endégena en dicha célula
bacteriana; y detectar la presencia o ausencia de una sefial de salida de dicho gen indicador, en el que dicha
presencia de dicha sefial de salida indica la presencia de dicha célula bacteriana en dicha muestra.

En un modo de realizacién, el primer promotor es el mismo que un promotor inducible enlazado funcionalmente a
una molécula de acido nucleico diana en dicha célula bacteriana.

La divulgacion comprende una composicién, que comprende una particula de transduccion no replicativa que
comprende una construccion indicadora de acido nucleico, comprendiendo la construccion indicadora de acido
nucleico un gen indicador que codifica una molécula indicadora, la particula de transduccion no replicativa puede de
entrar en una célula bacteriana; y un sustrato encajado que es exdégeno a dicha célula bacteriana que una vez
desencajado puede reaccionar con dicha molécula indicadora en dicha célula.

La divulgacion comprende un procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra
que comprende poner en contacto dicha muestra con un sustrato encajado y una particula de transduccién no
replicativa que comprende una construccion indicadora de acido nucleico, comprendiendo la construccion indicadora
de acido nucleico un gen indicador que codifica una molécula indicadora, el sustrato encajado exdgeno a dicha
célula que una vez desencajado se puede unir a dicha molécula indicadora en dicha célula bacteriana; y detectar la
presencia o ausencia de una sefial de salida de dicha molécula indicadora, en el que dicha presencia de dicha sefial
de salida indica la presencia de dicha célula bacteriana en dicha muestra.

En un modo de realizacion, una enzima diana en dicha célula se une a dicho sustrato encajado para producir un
sustrato desencajado. En algunos modos de realizacién, el sustrato desencajado reacciona con dicha molécula
indicadora para producir dicha sefal de salida.

La divulgacién también incluye una composicion, que comprende una particula de transduccién no replicativa que
comprende una construccion indicadora de acido nucleico, codificando la construccién indicadora de acido nucleico
una molécula intercambiable que se puede unir a una molécula diana en una célula bacteriana para formar un
complejo; y un sustrato que puede penetrar en dicha célula y unirse a dicho complejo para producir una sefal
detectable de dicha célula.

La divulgacion incluye un procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra que
comprende poner en contacto dicha muestra con un sustrato y una particula de transduccion no replicativa que
comprende una construccion indicadora de acido nucleico que codifica una molécula intercambiable, la molécula
intercambiable se puede unir a una molécula diana en dicha célula para formar un complejo, el sustrato se puede
unir a dicho complejo para formar un complejo unido al sustrato; y detectar la presencia o ausencia de una sefial de
salida de dicho complejo unido al sustrato, en el que dicha presencia de dicha sefial de salida indica la presencia de
dicha célula bacteriana en dicha muestra. En un modo de realizacion, la unién de dicha molécula intercambiable a
dicha molécula diana produce un cambio conformacional en dicha molécula intercambiable. En otro modo de
realizacién, el cambio conformacional en dicha molécula intercambiable permite que dicho sustrato se una a dicho
complejo.

BREVE DESCRIPCION DE VARIAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

Estos y otros rasgos caracteristicos, aspectos y ventajas de la presente invencion se entenderan mejor con respecto
a la siguiente descripcion y dibujos adjuntos, donde:

La figura 1 ilustra un ejemplo del disefio y funcion del sistema de empaquetamiento de plasmido P1 basado en
mutacion sinébnima/complementacion, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 2 ilustra un esquema del vector pPGWP 10001, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 3 ilustra un ejemplo del disefio y funcién de un sistema de empaquetamiento de plasmido de delecién del
sitio pac/complementacion, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 4 ilustra un esquema del vector pPGW80A0001, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 5 representa el proceso para el empaquetamiento de isla genémica (Gl) por un bacteriéfago, de acuerdo
con un modo de realizacion de la invencién.
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La figura 6 representa un ejemplo del disefio y funcion de un sistema de empaquetamiento basado en Gl, de
acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 7 representa el disefio y funcion de un sistema de empaquetamiento basado en GI que carece del gen de
la integrasa, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 8 representa el disefio y funcion de un sistema de empaquetamiento basado en SaPIbov2 que carece del
gen de la integrasa, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 9 representa un sistema para el uso de NRTP para la deteccion de inductores para seleccionar promotores
de genes dentro de células viables, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 10 representa un sistema indicador que incluye una molécula de acido nucleico indicadora (por ejemplo,
plasmido) que se construye para detectar VanR, el inductor del promotor del gen de resistencia a vancomicina
(vanA) en Enterococcus faecium (o E. faecalis), de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion. El plasmido
indicador porta un gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen vanA.

La figura 11 representa un sistema indicador que incluye una molécula de acido nucleico indicadora construida para
detectar TcdD, el inductor de los promotores de los genes de las toxinas A y B (tcdA y tcdB, respectivamente) de C.
difficile, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion. La molécula de acido nucleico indicadora incluye un
gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen tcdA.

La figura 12 representa un sistema indicador que incluye una molécula de acido nucleico indicadora construida para
detectar SarS, el inductor del promotor del gen de la proteina A (spa) en S. aureus, de acuerdo con un modo de
realizacién de la invencién. La molécula de acido nucleico indicadora incluye los genes de la luciferasa bacteriana
luxA y luxB enlazados funcionalmente al promotor del gen spa (Pspa).

La figura 13 muestra un sistema indicador que comprende un sistema para la deteccidon de enzimas intracelulares
dentro de células viables que emplea moléculas de sustrato encajadas que se pueden desencajar por una enzima
intracelular diana, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 14 representa el disefio y funcion de un sistema de detecciéon de enzima -lactamasa, de acuerdo con un
modo de realizacion de la invencion.

La figura 15 muestra un sistema indicador para la deteccion de moléculas intracelulares dentro de células viables
que emplea moléculas intercambiables que pueden generar una sefial detectable tras su unién a una molécula
diana, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 16 representa el disefio y funcién de un sistema indicador de molécula intracelular basado en
bacteriéfago/aptamero intercambiable (SA), de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 17 representa un ejemplo de un sistema que usa un mecanismo de represion cis que puede seleccionar la
5" UTR (regidon no traducida) de una secuencia indicadora en un transcrito indicador, de acuerdo con un modo de
realizacién de la invencion.

La figura 18 muestra un ejemplo de un sistema para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que
se basa en un mecanismo de represion cis que selecciona el sitio de unién al ribosoma (RBS) de una secuencia
indicadora en un transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 19 ilustra un sistema ejemplar para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que se basa
en un mecanismo de represion cis que selecciona la region codificante ("AUG") de una secuencia indicadora en un
transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 20 ilustra un sistema de ejemplo para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que se
basa en un mecanismo de represién que usa un transcrito indicador inestable, de acuerdo con un modo de
realizacién de la invencion.

La figura 21 muestra los resultados del ensayo de transduccion en el que 36 SARM sensibles a tetraciclina se
expusieron a particulas de transduccion que portaban pGWB80A0001 y a continuacién se colocaron en placas de
medio que contenian 5 ug/ml de tetraciclina, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 22 ilustra la luminiscencia medida a partir de 80 aislados clinicos de SARM y 28 aislados clinicos de S.

aureus sensible a meticilina (SASM) transducidos con la particula de transduccién, de acuerdo con un modo de
realizacién de la invencion.
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La figura 23 muestra los resultados de proliferacion de S. aureus a 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml de cefoxitina.

La figura 24 muestra los valores de RLU obtenidos por el ensayo de NRTP en presencia de 4, 8, 16, 32, 64 y
128 ug/ml de cefoxitina. El eje x en la figura 24 se establece en el valor de corte de RLU SASM.

La figura 25 muestra una estructura secundaria del transcrito de mecA generada en base a la conformacion de
menor energia calculada por MFold y visualizada con VARNA.

La figura 26 muestra el bucle terminal 23 (T23) del transcrito de mecA que contiene una secuencia consenso YUNR.

La figura 27 representa una secuencia de represion cis afiadida al extremo 5' de los genes luxAB y disefiada para
formar una estructura de tallo-bucle que bloquea la secuencia de RBS ("AAGGAA") del gen luxA.

La figura 28 muestra un diagrama de emparejamiento de bases entre el transcrito diana y la secuencia de represion
cis del transcrito indicador.

La figura 29 muestra un ejemplo de una secuencia del gen mecA diana, de acuerdo con un modo de realizacion de
la invencion.

La figura 30 muestra una secuencia de transcrito de mecA ejemplar que se puede usar para disefar un transcrito
indicador (SEQ ID NO:16), de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 31 es un ejemplo de una secuencia de ADN de locus del gen luxAB que se puede usar para disefiar un
transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 32 es un ejemplo de una secuencia de transcrito de luxAB que se puede usar para disefiar un transcrito
indicador (SEQ ID NO:18), de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 33 es un ejemplo de una secuencia de transcrito reprimida en cis luxAB que se puede usar en un transcrito
indicador (SEQ ID NO:19), de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion.

La figura 34 muestra un ejemplo de una célula que comprende un vector que codifica un transcrito indicador, donde
no hay un transcrito de mecA endégeno en la célula, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencién.

La figura 35 muestra un vector introducido en una célula, donde el vector codifica el transcrito indicador, lo que
incluye una secuencia de represion cis y una secuencia indicadora (genes /uxA y luxB). Cuando el transcrito de
mecA presente en la célula se une a la secuencia de represién cis, el bucle de horquilla inhibidor se abre y se
expone el RBS para el gen /uxA. Se puede producir la traduccién de las secuencias indicadoras (/luxA y luxB), dando
como resultado la formacion de una enzima /uxAB. La enzima luxAB produce una sefal luminiscente detectable. De
esta manera, el vector indicador de transcrito indica la presencia de transcritos de mecA enddgenos dentro de una
célula.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
I. Definiciones

Los términos usados en las reivindicaciones y la memoria descriptiva se definen como se establece a continuacion a
menos que se especifique de otro modo.

Como se usa en el presente documento, "molécula de acido nucleico indicadora" se refiere a una secuencia de
nucledtidos que comprende una molécula de ADN o ARN. La molécula de acido nucleico indicadora puede ser
natural o una molécula artificial o sintética. En algunos modos de realizacién, la molécula de acido nucleico
indicadora es exdégena a una célula huésped y se puede introducir en una célula huésped como parte de una
molécula de acido nucleico exdgena, tal como un plasmido o vector. En determinados modos de realizacion, la
molécula de acido nucleico indicadora puede ser complementaria a un gen diana en una célula. En otros modos de
realizacién, la molécula de acido nucleico indicadora comprende un gen indicador que codifica una molécula
indicadora (por ejemplo, proteina, enzima indicadora). En algunos modos de realizacién, la molécula de acido
nucleico indicadora se denomina "construccion indicadora" o "construccion indicadora de acido nucleico".

Una "molécula indicadora" o "indicador" se refiere a una molécula (por ejemplo, acido nucleico o proteina) que
confiere a un organismo un fenotipo detectable o seleccionable. El fenotipo detectable puede ser colorimétrico,
fluorescente o luminiscente, por ejemplo. Las moléculas indicadoras se pueden expresar a partir de genes
indicadores que codifican enzimas que median en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc),
genes que codifican enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que codifican proteinas
fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en infrarrojo cercano),
moléculas de acido nucleico que codifican péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que codifican
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marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). La molécula indicadora se puede usar como marcador para la
captacion exitosa de una molécula de acido nucleico o secuencia exégena (plasmido) en una célula. La molécula
indicadora también se puede usar para indicar la presencia de un gen diana, molécula de acido nucleico diana,
molécula intracelular diana o una célula, como se describe en el presente documento. De forma alternativa, la
molécula indicadora puede ser un acido nucleico, tal como un aptdmero o ribozima.

En algunos aspectos de la invencion, la molécula de acido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un
promotor. En otros aspectos de la invencién, el promotor se puede elegir o disefiar para contribuir a la reactividad y
reactividad cruzada del sistema indicador en base a la actividad del promotor en células especificas (por ejemplo,
especies especificas) y no en otras. En determinados aspectos, la molécula de acido nucleico indicadora comprende
un origen de replicacion. En otros aspectos, la eleccion del origen de replicacion puede contribuir de forma similar a
la reactividad y reactividad cruzada del sistema indicador, cuando la replicacién de la molécula de acido nucleico
indicadora dentro de la célula diana contribuye a o se requiere para la produccion de sefial indicadora en base a la
actividad del origen de replicacidon en células especificas (por ejemplo, especies especificas) y no en otras. En
algunos modos de realizacioén, la molécula de acido nucleico indicadora forma un replicon que se puede empaquetar
como ADN concatamérico en un virus descendiente durante la replicacion del virus.

Como se usa en el presente documento, un "transcrito diana" se refiere a una porcién de una secuencia de
nucleétidos de una secuencia de ADN o una molécula de ARNm que se forma naturalmente por una célula diana
incluyendo la formada durante la transcripcién de un gen diana y ARNm que es un producto del procesamiento de
ARN de un producto de transcripcion primaria. El transcrito diana también se puede denominar transcrito celular o
transcrito natural.

Como se usa en el presente documento, el término "transcrito" se refiere a una longitud de secuencia de nucleétidos
(ADN o ARN) transcrita a partir de un gen o secuencia molde de ADN o ARN. El transcrito puede ser una secuencia
de ADNc transcrita a partir de un molde de ARN o una secuencia de ARNm transcrita a partir de un molde de ADN.
El transcrito puede ser codificante o no codificante de proteina. El transcrito también se puede transcribir a partir de
una construccion de acido nucleico genomanipulada.

Un transcrito derivado de una molécula de acido nucleico indicadora se puede denominar un "transcrito indicador". El
transcrito indicador puede incluir una secuencia indicadora y una secuencia de represion cis. El transcrito indicador
puede tener secuencias que forman regiones de complementariedad, de modo que el transcrito incluye dos regiones
que forman un duplex (por ejemplo, una regién duplex intermolecular). Una regidon se puede denominar una
"secuencia de represion cis" y tiene complementariedad con una porcién o todo un transcrito diana y/o una
secuencia indicadora. Una segunda region del transcrito se llama "secuencia indicadora" y puede tener
complementariedad con la secuencia de represion cis. La complementariedad puede ser complementariedad
completa o complementariedad sustancial. La presencia y/o union de la secuencia de represion cis con la secuencia
indicadora puede formar una conformacion en el transcrito indicador, que puede bloquear la expresion adicional de
la molécula indicadora. El transcrito indicador puede formar estructuras secundarias, tales como una estructura de
horquilla, de modo que las regiones dentro del transcrito indicador que son complementarias entre si se pueden
hibridar entre si.

"Introducir en una célula”, cuando se refiere a una molécula de acido nucleico o una secuencia exdgena (por
ejemplo, plasmido, vector, construccion), quiere decir facilitar la captacion o absorcion en la célula, como se entiende
por los expertos en la técnica. La absorcidon o captacion de construcciones o transcritos de acido nucleico se puede
producir a través de procesos celulares activos o difusivos sin ayuda, o por agentes o dispositivos auxiliares
incluyendo por medio del uso de bacteriéfago, virus y particulas de transduccion. El significado de este término no se
limita a las células in vitro; una molécula de acido nucleico también se puede "introducir en una célula", en la que la
célula es parte de un organismo vivo. En dicho caso, la introduccion en la célula incluird el suministro al organismo.
Por ejemplo, para suministro in vivo, las moléculas, construcciones o vectores de acido nucleico se pueden inyectar
en un sitio de tejido o administrarse por via sistémica. La introduccion in vitro en una célula incluye procedimientos
conocidos en la técnica, tales como electroporacion y lipofeccion. Otros enfoques se describen en el presente
documento o son conocidos en la técnica.

Una "particula de transduccién" se refiere a un virus que puede administrar una molécula de acido nucleico no virico
en una célula. El virus puede ser un bacteriéfago, adenovirus, etc.

Una "particula de transduccién no replicativa" se refiere a un virus que puede suministrar una molécula de acido
nucleico no virico en una célula, pero no empaqueta su propio genoma virico replicado en la particula de
transduccién. El virus puede ser un bacteriéfago, adenovirus, etc.

Un "plasmido" es una molécula de ADN pequefia que esta fisicamente separada de, y se puede replicar
independientemente de, el ADN cromosémico dentro de una célula. Los plasmidos, encontrados mas comunmente
como moléculas de ADN bicatenario circulares pequefias en bacterias, a veces estan presentes en arqueas y
organismos eucariotas. Los plasmidos se consideran replicones, que se pueden replicar de forma auténoma dentro
de un huésped adecuado.
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Un "vector" es una molécula de acido nucleico usada como vehiculo para portar artificialmente material genético
exodgeno en otra célula, donde se puede replicar y/o expresar.

Un "virus" es un agente infeccioso pequefio que se replica solo en dentro de las células vivas de otros organismos.
Las particulas de virus (conocidas como viriones) incluyen dos o tres partes: i) el material genético hecho de
moléculas de ADN o bien ARN que portan informacion genética; ii) una cubierta proteica que protege estos genes; y
en algunos casos, iii) una envoltura de lipidos que rodea la cubierta proteica.

"SARM" se refiere a Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
"SASM" se refiere a Staphylococcus aureus sensible a meticilina.

El término "mejorar” se refiere a cualquier resultado terapéuticamente beneficioso en el tratamiento de un estado de
enfermedad, por ejemplo, un estado de enfermedad, incluyendo profilaxis, disminucién en la gravedad o progresion,
remision o cura de la misma.

El término "in situ" se refiere a procesos que se producen en una célula viva que prolifera separada de un organismo
vivo, por ejemplo, que prolifera en cultivo histico.

El término "in vivo" se refiere a procesos que se producen en un organismo Vvivo.

El término "mamifero" como se usa en el presente documento incluye tanto humanos como no humanos e incluye
pero no se limita a humanos, primates no humanos, caninos, felinos, murinos, bovinos, equinos y porcinos.

"G", "C", "A" y "U" en general representan cada uno un nucleétido que contiene guanina, citosina, adenina y uracilo
como base, respectivamente. "T" y "dT" se usan de manera intercambiable en el presente documento y se refieren a
un desoxirribonucledtido en el que la nucleobase es timina, por ejemplo, desoxirribotimina. Sin embargo, se
entendera que el término "ribonucledtido” o "nucledtido” o "desoxirribonucledtido" también se puede referir a un
nucleétido modificado, como se detalla ademas a continuacion, o un resto de reemplazo sustituto. El experto en la
técnica es consciente de que guanina, citosina, adenina y uracilo se pueden reemplazar por otros restos sin alterar
sustancialmente las propiedades de emparejamiento de bases de un oligonucledtido que comprende un nucledtido
que lleva dicho resto de reemplazo. Por ejemplo, sin limitacion, un nucleétido que comprende inosina como su base
se puede emparejar con nucleétidos que contienen adenina, citosina o uracilo. Por tanto, los nucleétidos que
contienen uracilo, guanina o adenina se pueden reemplazar en las secuencias de nucleétidos de la invencién por un
nucleotido que contiene, por ejemplo, inosina. Las secuencias que comprenden dichos restos de reemplazo son
modos de realizacion de la invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "complementario”, cuando se usa para describir una primera
secuencia de nucleotidos en relacion con una segunda secuencia de nucleétidos, se refiere a la capacidad de un
oligonucledtido o polinucleétido que comprende la primera secuencia de nucleétidos para hibridarse y formar una
estructura duplex bajo determinadas condiciones con un oligonucleétido o polinucleétido que comprende la segunda
secuencia de nucleétidos, como se entendera por el experto en la técnica. Las secuencias complementarias también
se describen como unidas entre si y caracterizadas por afinidades de union.

Por ejemplo, una primera secuencia de nucledtidos se puede describir como complementaria a una segunda
secuencia de nucledtidos cuando las dos secuencias se hibridan (por ejemplo, hibridacion) en condiciones de
hibridacion rigurosas. Las condiciones de hibridacién incluyen temperatura, fuerza ionica, pH y concentracion de
disolvente organico para las etapas de hibridacién y/o lavado. El término condiciones de hibridacién rigurosas se
refiere a condiciones bajo las que una primera secuencia de nucleétidos se hibridara preferentemente a su
secuencia diana, por ejemplo, una segunda secuencia de nucleétidos, y en menor medida a, o en absoluto a, otras
secuencias. Las condiciones de hibridaciéon rigurosas son dependientes de la secuencia y son diferentes en
parametros ambientales diferentes. En general, se seleccionan las condiciones de hibridaciéon rigurosas para que
sean aproximadamente 5 °C menores que el punto de fusion térmico (Tr) para la secuencia de nucleétidos a una
fuerza ionica y pH definidos. La Tr es la temperatura (a una fuerza iénica y pH definidos) a la que un 50 % de las
primeras secuencias de nucledétidos se hibrida a una secuencia diana perfectamente emparejada. Una guia extensa
para la hibridacidon de &cidos nucleicos se encuentra, por ejemplo, en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes part |, cap. 2, "Overview of principles of
hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays," Elsevier, N.Y. ("Tijssen"). Se pueden aplicar otras
condiciones, tales como condiciones fisioldgicamente pertinentes como se pueden encontrar dentro de un
organismo. El experto en la técnica podra determinar el conjunto de condiciones mas apropiadas para una prueba
de complementariedad de dos secuencias de acuerdo con la aplicacion final de los nucleétidos hibridados.

Esto incluye el emparejamiento de bases del oligonucleétido o polinucleétido que comprende la primera secuencia

de nucleétidos con el oligonucledtido o polinucleétido que comprende la segunda secuencia de nucleétidos en toda
la longitud de la primera y segunda secuencia de nucledtidos. Dichas secuencias se pueden denominar
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"completamente complementarias” entre si en el presente documento. Sin embargo, cuando una primera secuencia
se denomina "sustancialmente complementaria” con respecto a una segunda secuencia en el presente documento,
las dos secuencias pueden ser completamente complementarias, o pueden formar uno o mas, pero en general no
mas de 4, 3 o 2 pares de bases con emparejamiento erroneo tras la hibridaciéon, mientras que conservan la
capacidad de hibridarse en las condiciones mas pertinentes para su aplicacion final. Sin embargo, cuando dos
oligonucledtidos se disefian para formar, tras la hibridacién, uno o mas salientes monocatenarios, dichos salientes
no se consideraran emparejamientos erréneos con respecto a la determinacion de complementariedad. Por ejemplo,
un ARNbc que comprende un oligonucleétido de 21 nucledtidos de longitud y otro oligonucleétido de 23 nucleédtidos
de longitud, en el que el oligonucleétido méas largo comprende una secuencia de 21 nucledtidos que es
completamente complementaria al oligonucledtido mas corto, aun se puede denominar "completamente
complementario" para los propdsitos descritos en el presente documento.

Las secuencias "complementarias”, como se usa en el presente documento, también pueden incluir, o formarse en
su totalidad de pares de bases distintas de Watson-Crick y/o pares de bases formadas de nucleétidos no naturales y
modificados, en la medida en que los requisitos anteriores con respecto a su capacidad de hibridacién se cumplan.
Dichos pares de bases distintas de Watson-Crick incluyen, pero no se limitan a, emparejamiento de bases de
Wobble o Hoogstein G:U.

Los términos "complementario”, "completamente complementario" y "sustancialmente complementario" en el
presente documento se pueden usar con respecto al emparejamiento de bases entre dos hebras de un ARNbc, o
entre la hebra antisentido de un ARNbc y una secuencia diana, entre hebras complementarias de un secuencia de
ARN monocatenario o una secuencia de ADN monocatenario, como se entendera del contexto de su uso.

Como se usa en el presente documento, una "estructura duplex" comprende dos secuencias de acido nucleico
antiparalelas y sustancialmente complementarias. Las secuencias complementarias en una construccién de acido
nucleico, entre dos transcritos, entre dos regiones dentro de un transcrito, o entre un transcrito y una secuencia
diana pueden formar una "estructura duplex". En general, la mayoria de los nucledtidos de cada hebra son
ribonucledtidos, pero como se describe en detalle en el presente documento, cada una o ambas hebras también
pueden incluir al menos un no ribonucledtido, por ejemplo, un desoxirribonucleétido y/o un nucleétido modificado.
Las dos hebras que forman la estructura duplex pueden ser porciones diferentes de una molécula de ARN mas
grande, o pueden ser moléculas de ARN separadas. Cuando las dos hebras son parte de una molécula mas grande
y, por lo tanto, se conectan por una cadena ininterrumpida de nucleétidos entre el extremo 3' de una hebra y el
extremo 5' de la otra hebra respectiva que forma la estructura duplex, la cadena de ARN de conexién se denomina
"bucle de horquilla". Cuando las dos hebras se conectan covalentemente por medios distintos de una cadena
ininterrumpida de nucledtidos entre el extremo 3' de una hebra y el extremo 5' de la otra hebra respectiva que forma
la estructura duplex, la estructura de conexion se denomina "conector". Las hebras de ARN pueden tener el mismo
numero o uno diferente de nucleétidos. EI niumero maximo de pares de bases es el nimero de nucledtidos en la
hebra mas corta del duplex menos cualquier saliente que esté presente en el duplex. En general, la estructura
duplex tiene entre 15y 30 o entre 25 y 30, o entre 18 y 25, o entre 19y 24, o entre 19y 21, 0 19, 20 o0 21 pares de
bases de longitud. En un modo de realizacién, el duplex tiene 19 pares de bases de longitud. En otro modo de
realizacion, el duplex tiene 21 pares de bases de longitud. Cuando se usan dos ARNip diferentes en combinacion,
las longitudes de duplex pueden ser idénticas o pueden diferir.

Como se usa en el presente documento, el término "regién de complementariedad" se refiere a la region en la hebra
antisentido que es sustancialmente complementaria a una secuencia, por ejemplo, una secuencia diana, como se
define en el presente documento. Cuando la region de complementariedad no es completamente complementaria a
la secuencia diana, los emparejamientos erroneos son los mas tolerados en las regiones terminales y, si estan
presentes, en general estan en una region o regiones terminales, por ejemplo, dentro de 6, 5, 4, 3 0 2 nucledtidos
del extremo 5' y/o 3.

El término porcentaje de "identidad" en el contexto de dos o mas secuencias de acido nucleico o polipeptidicas, se
refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que tienen un porcentaje especificado de nucleétidos o residuos
aminoacidicos que son iguales, cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima, como se mide
usando uno de los algoritmos de comparacion de secuencias descritos a continuacion (por ejemplo, BLASTP y
BLASTN u otros algoritmos disponibles para los expertos) o por inspeccion visual. Dependiendo de la aplicacion, el
porcentaje de "identidad" puede existir en una regidon de la secuencia que se esta comparando, por ejemplo, en un
dominio funcional, o, de forma alternativa, existir en toda la longitud de las dos secuencias que se van a comparar.

Para la comparacion de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia con la que
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias
de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si es
necesario, y se designan parametros del programa de algoritmo de secuencias. A continuacion, el algoritmo de
comparacion de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba en
relacion con la secuencia de referencia, en base a los parametros del programa designados.

Se puede llevar a cabo la alineacién 6ptima de secuencias para su comparacion, por ejemplo, por el algoritmo de
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homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineacion de homologia
de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la busqueda del procedimiento de similitud de Pearson y
Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por implementaciones computerizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, Wis.), o por inspeccion visual (véase en general Ausubel et al., mas abajo).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud
de secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al.,, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El
programa informatico para realizar los analisis de BLAST esta disponible publicamente a través del National Center
for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov/).

El término "cantidad suficiente" quiere decir una cantidad suficiente para producir un efecto deseado, por ejemplo,
una cantidad suficiente para producir una sefial detectable de una célula.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad que es eficaz para mejorar un sintoma de una
enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una "cantidad profilacticamente eficaz", ya que la
profilaxis se puede considerar tratamiento.

Cabe destacar que, como se usan en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un", "una" y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo.

Il. Ciclo liségeno y litico de los virus

Los virus experimentan ciclos liségenos y liticos en una célula huésped. Si se adopta el ciclo liségeno, el cromosoma
del fago se puede integrar en el cromosoma bacteriano, o se puede establecer por si mismo como un plasmido
estable en el huésped, donde puede permanecer inactivo durante largos periodos de tiempo. Si se induce el
lisdbgeno, el genoma de fago se escinde del cromosoma bacteriano e inicia el ciclo litico, que culmina en la lisis de la
célula y la liberacion de particulas de fago. El ciclo litico da lugar a la produccion de nuevas particulas de fago que
se liberan por lisis del huésped.

Determinados fagos moderados pueden presentar actividad litica, y la propensién a esto puede variar con bacterias
huésped variables. Para ilustrar este fendmeno, la actividad litica de dos fagos de S. aureus moderados en diez
aislados clinicos de SARM se examiné por medio de un ensayo en placa (tabla 1). El fago ¢11 presenté actividad
litica en 10 de 10 aislados clinicos de SARM y ¢80a presentd actividad litica en seis de los 10 aislados clinicos de
SARM. Por tanto, se puede esperar que los ensayos de indicadores que se basan en el ciclo liségeno natural de los
fagos presenten actividad litica esporadicamente.

Tabla 1: Actividad litica (indicada por la letra "x") de los fagos moderados de S. aureus @11 y @80a en diez
aislados clinicos de SARM

Aislado de D11 ®80a
SARM
1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
6 X
7 X X
8 X
9 X
10 X

Ademas, los ensayos de indicadores basados en virus, tales como los indicadores basados en fagos, pueden sufrir
una reactividad limitada (es decir, inclusividad analitica) debido a los limites en la gama de huéspedes de fagos
provocada por mecanismos de resistencia a fagos derivados de profagos y basados en huéspedes. Estos
mecanismos de resistencia seleccionan el acido nucleico del fago natural que puede dar como resultado la
degradacion o inhibiciéon de otro modo de las funciones y ADN del fago. Dichos mecanismos de resistencia incluyen
sistemas de restriccion que escinden el ADN del fago y sistemas CRISPR que inhiben los transcritos derivados del
fago.

Tanto la actividad litica como la resistencia a fagos pueden inhibir los ensayos basados en fagos indicadores. La
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actividad litica puede inhibir la sefial destruyendo o inhibiendo de otro modo la célula en su capacidad para generar
una sefial detectable y por tanto afectar a los limites de deteccion reduciendo la cantidad de sefial detectable o
evitando la generaciéon de una sefial detectable. Los mecanismos de resistencia a fagos pueden limitar la gama de
huéspedes del fago y limitar la inclusividad del indicador basado en fagos, afectando de forma similar a los limites de
deteccién reduciendo la cantidad de sefal detectable o evitando la generacién de una sefal detectable. Tanto la
actividad litica como la resistencia a fagos provocadas por la incorporacion del ADN del fago en un fago indicador
puede dar lugar a resultados negativos falsos en los ensayos que incorporan estos indicadores de fagos.

Ill. Procedimientos para producir particulas de transduccién no replicativas (NRTP)

A. Procedimientos basados en_alteracion/complementacion para producir _particulas de transduccidén _no
replicativas

1) Sistema de empaquetamiento de mutacion sinénima/complementacion

La divulgacion incluye procedimientos para producir NRTP usando un procedimiento basado en mutacion
sindnima/complementacion.

Este sistema de empaquetamiento de particulas de transduccion no replicativas se basa en introducir una mutacién
sindnima en un componente del genoma de un virus que se reconoce por el mecanismo de empaquetamiento virico
como el elemento a partir del que se inicia el empaquetamiento genémico durante la produccion virica. Los ejemplos
de un elemento de este tipo incluyen la secuencia del sitio pac de bacteriéfagos de tipo pac y la secuencia del sitio
cos de bacteriéfagos de tipo cos.

Debido a que estos sitios de iniciacion de empaquetamiento a menudo se encuentran dentro de regiones
codificantes de genes que son esenciales para la produccion de virus, la mutacion sinénima se introduce de modo
que el sitio pac ya no se reconoce como sitio de iniciacibn de empaquetamiento por el mecanismo de
empaquetamiento virico. Al mismo tiempo, la mutacién no altera el gen en el que se codifica el sitio. Al alterar la
secuencia del sitio de empaquetamiento, el virus mutado puede experimentar un ciclo litico, pero no puede
empagquetar su ADN gendmico en su unidad de empaquetamiento.

Una molécula de &cido nucleico indicadora exdgena, tal como ADN plasmidico, se puede introducir en una célula
huésped que se ha lisogenizado con un genoma virico con una secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento
mutada. La molécula de acido nucleico indicadora exégena puede incluir una secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento natural. La molécula de acido nucleico indicadora exdgena se puede introducir en la célula y
replicarse en la célula. Cuando el virus mutado esta experimentando un ciclo litico, el mecanismo de
empaquetamiento virico expresado empaqueta la molécula de acido nucleico indicadora exégena con la secuencia
del sitio de iniciacién de empaquetamiento natural en la unidad de empaquetamiento virica. El genoma virico no se
empagqueta en la unidad de empaquetamiento porque su secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento se ha
mutado. En determinados modos de realizacién, la mutacion en la secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento comprende una mutacion sinénima que evita la escision de la secuencia de iniciacion de
empaquetamiento, pero no altera la expresién del producto génico que engloba la secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento. Esto produce particulas de transduccién no replicativas, por ejemplo, componentes estructurales
viricos que portan la molécula de acido nucleico exdgena replicada.

Un ejemplo de un sistema de este tipo se basa en el bacteriéfago P1, un fago de tipo pac. En un modo de
realizacién, un plasmido que incluye un sitio P1 pac natural se transforma en una célula. La célula se lisogeniza con
un genoma de profago P1. El genoma de profago P1 incluye una mutacion sindnima en la secuencia del sitio pac
codificada dentro del gen pacA de P1. Cuando se induce el ciclo litico del profago, el sistema da como resultado la
produccién de particulas de transduccion basadas en P1 que portan el ADN plasmidico. Un ejemplo de una
mutacion sindnima que es adecuada para este sistema se describe en la publicacion de EE. UU. n.° 2005/0118719,
presentada el 7 de noviembre de 2002. También se encuentra un ejemplo en SEQ ID NO: 2, enumerado a
continuacion (sitio pac P1 con mutaciones sinénimas, las letras en minuscula significan bases mutadas).

La figura 1 ilustra un ejemplo del disefio y funcion del sistema de empaquetamiento de plasmido P1 basado en
mutacion sinénima/complementacion 100, de acuerdo con un modo de realizacidn de la invencién. En este sistema,
una célula de E. coli 101 se lisogeniza con un profago P1 102 que incluye una mutacién sinénima en su secuencia
del sitio de iniciacion de empaquetamiento (por ejemplo, sitio pac). La célula se transforma con un plasmido que
contiene el sitio pac natural 103 y el plasmido se replica en la célula para formar concatdmeros plasmidicos 104. El
plasmido también puede incluir un gen indicador que codifica una molécula indicadora. Cuando se induce el ciclo
litico del profago P1, el profago P1 se escinde del genoma bacteriano y los componentes estructurales P1, tales
como las proteinas de la capside, se expresan 105. Los componentes estructurales P1 solo empaquetan ADN que
contiene un sitio pac natural (por ejemplo, ADN plasmidico), produciendo asi particulas de transduccion no
replicativas que portan el ADN plasmidico 106 (por ejemplo, un gen indicador).

Un vector de ejemplo para su uso en el sistema de empaquetamiento de plasmido P1 basado en mutacion
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sinénima/complementacion se muestra en la figura 2. Los detalles sobre como construir las cepas y los vectores del
sistema de empaquetamiento de plasmido P1 basado en mutacién sinénima/complementacion se describen en
detalle en el ejemplo 1 a continuacion.

2) Sistema de empaquetamiento basado en delecion/complementacion

La divulgacién incluye procedimientos para producir NRTP usando un procedimiento basado en
delecién/complementacion.

Este sistema de empaquetamiento de particulas de transduccion no replicativas se basa en la delecion de un
componente del genoma de un virus que se reconoce por el mecanismo de empaquetamiento virico como el
elemento a partir del que se inicia el empaquetamiento genémico durante la produccion virica. Los ejemplos de un
elemento de este tipo incluyen la secuencia del sitio pac de bacteriéfagos de tipo pac y la secuencia del sitio cos de
bacteriéfagos de tipo cos. Estos sitios de iniciacion de empaquetamiento a menudo se encuentran dentro de
regiones codificantes de genes que son esenciales para la produccién de virus. En algunos modos de realizacion, el
sitio de iniciacion de empaquetamiento solo se deleciona, lo que permite que el virus mutado experimente un ciclo
litico pero no permite que el virus empaquete su ADN genémico. Por ejemplo, SEQ ID NO: 6 es un ejemplo de un
gen pacA de P1 con una secuencia del sitio pac delecionada (las letras en minuscula indican la secuencia del sitio
pac delecionada). En otros modos de realizacién, el gen completo que comprende el sitio de iniciacion de
empaquetamiento se deleciona. Por ejemplo, SEQ ID NO: 8 muestra la delecion del gen terS (los caracteres en
minuscula muestran la secuencia delecionada).

En un ejemplo, el genoma de una célula se lisogeniza con un genoma virico donde se ha delecionado el sitio de
iniciacién de empaquetamiento. Un plasmido complementario se introduce en la célula, y el ADN plasmidico incluye
un gen con una secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento que complementa la secuencia del sitio de
iniciacion de empaquetamiento delecionado en el genoma virico. Cuando el virus mutado esta experimentando un
ciclo litico, las proteinas de empaquetamiento virico empaquetan un replicon del ADN plasmidico en la unidad de
empaquetamiento debido a su sitio de iniciacién de empaquetamiento, y se producen particulas de transduccion no
replicativas que portan el ADN plasmidico replicado.

En algunos modos de realizacion, es preferente que la delecidn/complementacion se disefie de modo que no exista
homologia entre el ADN del virus mutado y el ADN exdgeno complementario. Esto se debe a que la falta de
homologia entre el ADN del virus mutado y el ADN exdgeno complementario evita la posibilidad de recombinacion
homéloga entre las dos moléculas de ADN que puede dar como resultado la reintroducciéon de una secuencia de
empaquetamiento en el genoma del virus. Para lograr una falta de homologia, una estrategia es delecionar todo el
gen que contiene la secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento del genoma del virus y a continuacion
complementar este gen con una molécula de ADN exdégeno que no contenga mas que exactamente la secuencia de
ADN que se deleciono del virus. En esta estrategia, la molécula de ADN complementaria se disefia para expresar el
gen que se deleciond del virus.

Otro ejemplo de un sistema de este tipo se proporciona usando el bacteriéfago ¢80a, un fago de tipo pac. El
genoma de fago se lisogeniza en una célula bacteriana huésped, y el genoma de fago incluye un gen de la
terminasa pequefia donde el sitio pac de un profago de tipo pac ¢80a se ha delecionado. Un plasmido que incluye
un gen de la terminasa pequefia complementario con un sitio pac natural se transforma en la célula. Cuando se
induce el ciclo litico del profago lisogenizado, el sistema de empaquetamiento de bacteriéfagos empaqueta el ADN
plasmidico en componentes estructurales del bacteriofago descendiente, en lugar de empaquetar el ADN del
bacteriéfago natural. El sistema de empaquetamiento produce asi particulas de transduccién no replicativas que
portan ADN plasmidico.

La figura 3 ilustra un ejemplo del disefio y funcién de un sistema de empaquetamiento de plasmido de delecién del
sitio pac/complementacién 300, de acuerdo con un modo de realizacidon de la invencion. Una célula bacteriana 301
se lisogeniza con un fago de tipo pac 302 que tiene su gen de la terminasa pequefia (terS) delecionado. La célula se
transforma con un plasmido de replicacion por circulo rodante 303 que incluye un gen de la terminasa pequefna que
complementa la delecién del gen terS en el fago. El gen de la terminasa pequefia contiene la secuencia del sitio de
iniciacion de empaquetamiento, por ejemplo, un sitio pac. El plasmido 303 también puede incluir un gen indicador
que codifica una molécula indicadora.

Un complejo de proteinas que comprende las proteinas terminasa pequefa y terminasa grande puede reconocer y
escindir una molécula de ADN bicatenario en o cerca del sitio pac, y esto permite que la molécula de ADN
plasmidico se empaquete en una capside de fago. Cuando se induce el profago en la célula, el ciclo litico del fago
produce las proteinas estructurales del fago 304 y la proteina terminasa grande del fago 305. El plasmido
complementario se replica, y la proteina terminasa pequefia 306 se expresa. El ADN plasmidico replicado 307 que
contiene el gen terS (y el gen indicador) se empaqueta en capsides de fago, dando como resultado particulas de
transduccién no replicativas que portan solo el ADN plasmidico 308. La figura 4 muestra un ejemplo de un vector
resultante usado en el sistema de empaquetamiento de plasmido de delecion del sitio pac/complementacion. Otros
detalles sobre los componentes y la construccion del sistema de empaquetamiento de plasmido de delecién del sitio

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 780 827 T3

pac/complementacion estan en el ejemplo 2 a continuacion.

B. Sistema de empaquetamiento basado en isla de patogenicidad

Las islas de patogenicidad (PTI) son un subconjunto de elementos genéticos transferidos horizontalmente conocidos
como islas gendmicas. Existe una familia particular de PTI altamente mdviles en Staphylococcus aureus que se
inducen para escindirse y replicarse por determinados profagos residentes. Estas PTl se empaquetan en particulas
pequefias con forma de fago y se transfieren en frecuencias acordes con el titulo de formacion de placa del fago.
Este proceso se denomina ciclo de escision-replicacién-empaquetamiento (ERP) de SaPl, y la transferencia de SaPI
de alta frecuencia se denomina transferencia especifica de SaPl (SPST) para distinguirla de la transduccion
generalizada clasica (CGT). Las SaPI tienen una organizacion genética altamente conservada que es paralela a la
de los bacteriéfagos y las distingue claramente de todas las otras islas genémicas adquiridas horizontalmente. Las
integrasas codificadas por SaPI1 y codificadas por SaPlbov2 se requieren tanto para la escision como para la
integracion de los elementos correspondientes, y se supone que lo mismo es cierto para las otras SaPI. El fago 80a
puede inducir varias SaPl diferentes, incluyendo SaPI1, SaPI2 y SaPlbov1, mientras que ¢11 puede inducir
SaPIbov1 pero ninguna de las otras dos SaPlI.

La figura 5 representa el proceso natural para el empaquetamiento de isla gendmica (Gl) 500 por un bacteriéfago.
En la naturaleza, una célula bacteriana 501 lisogenizada con un profago adecuado 503 y que porta una Gl 504
puede producir particulas de fago que portan concatameros de Gl 512. En este proceso, cuando el fago se induce
en su ciclo litico, el genoma de fago se escinde (no mostrado) del genoma bacteriano 502, que a continuacion
expresa proteinas bacteriéfagas incluyendo los constituyentes de capside 505 y la proteina terminasa grande (TerlL)
506. La inducciéon de profago también desencadena la escision de Gl por medio de la expresion de la proteina
integrasa de Gl (inf) 507. De forma similar al genoma de fago escindido (no mostrado), la Gl se circulariza 508,
expresa su propia proteina terminasa pequefia (TerS) 509 y comienza a replicarse formando un concatamero de Gl
510. A continuacion, el gen TerL del fago y el gen TerS de Gl pueden combinar, unir y escindir el concatamero de Gl
por medio de una secuencia del sitio pac en el genoma de Gl, y a continuacion el concatamero de Gl se puede
empagquetar en las capsides del fago 511 dando como resultado particulas de fago que portan los concatameros de
Gl 512.

En sistemas naturales, como se representa en la figura 5, el lisado resultante producido a partir de la produccion de
fagos incluye tanto particulas de fago naturales como particulas de fago que contienen Gl. Las particulas de fago
naturales son un resultado del empaquetamiento del genoma de fago natural debido al reconocimiento del sitio pac
dentro de concatameros del genoma de fago.

1) Diseiio y funcion del sistema de empaquetamiento de isla genémica (Gl)
Los procedimientos de la divulgacion para producir NRTP incluyen un sistema de empaquetamiento basado en Gl.

En comparacion con un sistema de empaquetamiento de plasmido, el sistema de empaquetamiento de Gl natural se
beneficia del hecho de que el ADN que se empaqueta se deriva de una regiéon genémica dentro del genoma
bacteriano y por tanto no requiere el mantenimiento de un plasmido por el huésped bacteriano.

En algunos modos de realizacion, la divulgacién incluye un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para
empagquetar una molécula de acido nucleico indicadora en una particula de transduccién no replicativa, en el que la
célula bacteriana comprende un genoma de bacteriéfago lisogenizado que carece de un gen de empaquetamiento, y
una isla gendmica, fago criptico u otra molécula de acido nucleico que requiere un bacteriéfago (por ejemplo, un
fago cooperador) para la movilizacion de la molécula de acido nucleico y que comprende una molécula de acido
nucleico indicadora y un gen de empaquetamiento. Los sistemas basados en islas gendémicas se pueden basar en
islas de patogenicidad de S. aureus (SaPl), el fago criptico P4 de E. coli y el fago cooperador P2, y el fago
cooperador P1 y el fago criptico P7 de enterococos, por ejemplo.

Los sistemas de empaquetamiento de Gl se pueden explotar de modo que las secuencias de acido nucleico
exogenas se empaqueten por el bacteriéfago. Esto se puede lograr incorporando dichas secuencias de acido
nucleico exégenas en la Gl.

Para eliminar el fago natural de este proceso, se puede delecionar el gen de la terminasa pequefa del profago. La
secuencia del gen de la terminasa pequefa contiene la secuencia del sitio pac del fago natural, y esta delecion tiene
el efecto de evitar el empaquetamiento del ADN del fago natural. En otros modos de realizacién, solo se puede
delecionar el sitio pac del gen de la terminasa pequefia. La Gl que se empaquetara incluye su propio sitio pac y un
gen de la terminasa pequefia que expresa una proteina terminasa pequefia adecuada, y solo el ADN de Gl sera
susceptible de empaquetarse en este sistema.

La figura 6 representa un ejemplo del disefio y funcion de un sistema de empaquetamiento basado en GI 600, de

acuerdo con un modo de realizacién de la invencion. En este sistema, una célula bacteriana 601 tiene su genoma
lisogenizado con un profago 603 adecuado que tiene su gen de la terminasa pequefa delecionado, y el genoma de

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 780 827 T3

la célula 602 porta una Gl 604. Cuando el fago se induce en su ciclo litico, el genoma de fago se escinde (no
mostrado) del genoma bacteriano 602. El genoma de fago expresa proteinas bacteriéfagas, incluyendo
constituyentes de capside 605 y la proteina terminasa grande (TerL) 606. La induccién de profago también
desencadena la escision de Gl por medio de la expresion de la proteina integrasa de Gl (int) 607. De forma similar al
genoma de fago escindido (no mostrado), la Gl se circulariza 608 y expresa su propia proteina terminasa pequefa
(TerS) 609 y se replica formando un concatamero de Gl 610. A continuacion, el gen TerL de fago y el gen TerS de
Gl pueden combinar, unir y escindir el concatamero de Gl por medio de una secuencia del sitio pac en el ADN de GI.
A continuacion, el concatamero de Gl se puede empaquetar en las capsides de fago 611 dando como resultado
particulas de fago que portan los concatameros de Gl 612. En este sistema, el ADN del fago no se empaquetara en
particulas de fago, ya que carece del gen terS que contiene la secuencia del sitio pac del fago y, por tanto, no se
puede reconocer por las proteinas TerS de Gl y TerL de fago expresadas.

Cuando las particulas de fago que contienen ADN de Gl empaquetado se administran a una célula receptora, el fago
se unira a la superficie de la célula receptora y a continuacién introducird el concatamero de ADN de Gl
empagquetado en la célula. Una vez dentro de la célula, la Gl puede expresar de nuevo su proteina integrasa, y a
continuacion la Gl se puede integrar en su sitio especifico en el genoma de la célula receptora. Si se incluyen
secuencias de ADN exdgenas en la Gl antes del empaquetamiento, el sistema de empaquetamiento permite asi
suministrar secuencias de ADN exdgenas a una célula receptora e integrar estas secuencias de ADN exdgenas en
el genoma de la célula receptora.

2) Sistema de empaquetamiento basado en Gl que carece de integrasa

En otro modo de realizacion, el sistema de empaquetamiento descrito anteriormente se disefia de modo que el ADN
de Gl empaquetado no se puede integrar en el genoma de una célula receptora. Esto se puede lograr delecionando
el gen de la integrasa en la Gl y complementando la delecién provocando la expresién del gen de la integrasa en
trans de la Gl. De esta manera, la proteina integrasa esta disponible para la escision de la Gl en la célula huésped
de empaquetamiento, y el ADN de Gl que se ha empaquetado en un bacteriéfago no contiene el gen de la integrasa
y no puede expresar la proteina integrasa, evitando asi la integracion de la Gl suministrada.

La figura 7 representa el disefio y funcidon de un sistema de empaquetamiento basado en Gl que carece del gen int
700, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencion. En este sistema, una célula bacteriana 701 se
lisogeniza con un profago adecuado al que se le ha delecionado 703 su gen de la terminasa pequefa. El genoma de
la célula 702 porta una Gl que tiene su gen de la integrasa (inf) delecionado 704 y también porta el gen int
delecionado enlazado funcionalmente a un promotor adecuado 705. Por tanto, el gen int puede expresar la proteina
integrasa (Int) en trans de la Gl 706. Cuando el fago se induce en su ciclo litico, el genoma de fago se escinde (no
mostrado) del genoma bacteriano 702, que a continuacion expresa proteinas bacteriéfagas incluyendo los
constituyentes de capside 707 y la proteina terminasa grande (TerL) 708. La induccidon de profago también
desencadena la escisidon de Gl por medio de la expresion de la proteina integrasa 707. De forma similar al genoma
de fago escindido (no mostrado), la Gl escindida se circulariza 709, expresa su propia proteina terminasa pequefia
(TerS) 710 y comienza a replicarse formando un concatamero de Gl 711. A continuacion, el gen TerL del fago y el
gen TerS de Gl pueden combinar, unir y escindir el concatamero de Gl por medio de una secuencia del sitio pac en
el ADN de GlI, y a continuacion el concatdamero de Gl se puede empaquetar en las capsides del fago 712 dando
como resultado particulas de fago que portan los concatameros de Gl 713. En este sistema, el ADN del fago no se
empagquetara, ya que carece del gen terS que contiene la secuencia del sitio pac del fago y, por tanto, no se puede
reconocer por las proteinas TerS de Gl y TerL de fago expresadas.

Cuando las particulas de fago que contienen ADN de Gl empaquetado que carece del gen int se administran a una
célula receptora, el fago se unira a la superficie de la célula receptora y a continuacion introducira el concatamero de
ADN de Gl empaquetado en la célula. Una vez dentro de la célula, la Gl no puede expresar su proteina integrasa
debido a la falta del gen integrasa y a continuacién la Gl no se puede integrar en su sitio especifico en el genoma de
la célula receptora. Si se incluyen secuencias de ADN exdgenas en la Gl antes del empaquetamiento, el sistema de
empaquetamiento permite por tanto suministrar secuencias de ADN exégenas a una célula receptora y las
secuencias de ADN suministradas no se integran en el genoma de la célula receptora en el sitio especifico para la
integracion de Gl.

3) Diseio y funcidon del empaquetamiento basado en SaPlbov2 que carece de integrasa

En algunos modos de realizacion, el procedimiento de produccion de NRTP emplea un SaPlbov2 de Gl y un
bacteriéfago @11 en un sistema de empaquetamiento basado en GI. Los modos de realizacién alternativos pueden
emplear otras Gl de SaPl y otros bacteriéfagos adecuados, incluyendo SaPI1, SaPI2, SaPlbov1 y SaPlbov2 de SaPI
junto con el bacteriofago 80a, y SaPlbov1 y SaPlbov2 de SaPl junto con el bacteriéfago ¢11. En base a la
descripcion a continuaciéon, un experto en la técnica sabria como desarrollar un sistema de empaquetamiento
basado en Gl que no carezca del gen int, como se describe en la seccién Il A.

La figura 8 representa el disefio y funcién de un sistema de empaquetamiento basado en SaPIbov2 800 que carece
del gen int, de acuerdo con un modo de realizacién de la invencién. En este sistema, una célula de S. aureus 801 se
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lisogeniza con @11 que tiene su gen de la terminasa pequefia delecionado 803. El genoma de la célula 802 porta
SaPIbov2 que tiene su gen de la integrasa (int) delecionado 804 y también porta el gen int delecionado enlazado
funcionalmente al promotor del gen PclpB expresado constitutivamente 805. El gen int puede expresar la proteina
integrasa (Int) en trans de SaPlbov2 806. Cuando el fago se induce en su ciclo litico, el genoma de fago se escinde
(no mostrado) del genoma bacteriano 802, que a continuacién expresa proteinas bacteriéfagas incluyendo los
constituyentes de capside 807 y la proteina terminasa grande (TerL) 808. La induccién de profago también
desencadena la escision de SaPlbov2 por medio de la expresion de la proteina integrasa 806. De forma similar al
genoma de fago escindido (no mostrado), la SaPIbov2 escindida se circulariza 809, expresa su propia proteina
terminasa pequefa (TerS) 810 y comienza a replicarse formando un concatamero de SaPIbov2 811. A continuacion,
el gen TerlL de fago y el gen TerS de SaPlbov2 pueden combinar unir y escindir el concatdmero de SaPIbov2 por
medio de una secuencia del sitio pac en el ADN de SaPlbov2 y a continuacion el concatamero de SaPlbov2 se
puede empaquetar en capsides de fago 812 dando como resultado particulas de fago que portan concatameros de
SaPlbov2 813. En este sistema, el ADN del fago no se empaquetara, ya que carece del gen terS que contiene la
secuencia del sitio pac del fago y, por tanto, no se puede reconocer por las proteinas TerS de SaPlbov2 y TerL de
fago expresadas.

IV. Indicadores

En algunos modos de realizacién, las NRTP y construcciones de la invencién comprenden una molécula de &cido
nucleico indicadora que incluye un gen indicador. El gen indicador puede codificar una molécula indicadora, y la
molécula indicadora puede ser un marcador detectable o seleccionable. En determinados modos de realizacion, el
gen indicador codifica una molécula indicadora que produce una sefial detectable cuando se expresa en una célula.

En determinados modos de realizacion, la molécula indicadora puede ser una molécula indicadora fluorescente, tal
como, pero sin limitarse a, una proteina fluorescente verde (GFP), GFP potenciada, proteina fluorescente amarilla
(YFP), proteina fluorescente cian (CFP), proteina fluorescente azul (BFP), proteina fluorescente roja (RFP) o
mCherry, asi como proteinas fluorescentes en infrarrojo cercano.

En otros modos de realizacion, la molécula indicadora puede ser una enzima que media en reacciones de
luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc, etc.). Las moléculas indicadoras pueden incluir una luciferasa
bacteriana, una luciferasa eucariota, una enzima adecuada para la deteccion colorimétrica (lacZ, HRP), una proteina
adecuada para inmunodeteccion, tal como péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG), un acido nucleico que
funciona como un aptamero o que presenta actividad enzimatica (ribozima), o un marcador seleccionable, tal como
un gen de resistencia a los antibioticos (ampC, tet(M), CAT, erm). Se pueden usar otras moléculas indicadoras
conocidas en la técnica para producir sefales para detectar acidos nucleicos o células diana.

En otros aspectos, la molécula indicadora comprende una molécula de acido nucleico. En algunos aspectos, la
molécula indicadora es un aptamero con actividad de unién especifica 0 que presenta actividad enzimatica (por
ejemplo, aptazima, ADNzima, ribozima).

Los indicadores y ensayos de indicadores se describen ademas en la seccion V en el presente documento.

V. Ensayos de NRTP e indicadores

A. Ensayo de indicador e inductor

La divulgacion comprende procedimientos para el uso de NRTP como moléculas indicadoras para su uso con
inductores endoégenos o naturales que seleccionan promotores de genes dentro de células viables. Las NRTP de la
invenciéon se pueden genomanipular usando los procedimientos descritos en la seccion Il y a continuacion en los
ejemplos 1-6.

En algunos modos de realizacion, el procedimiento comprende emplear una NRTP como indicador, en el que la
NRTP comprende un gen indicador que se enlaza funcionalmente a un promotor inducible que controla la expresion
de un gen diana dentro de una célula diana. Cuando la NRTP que incluye el gen indicador se introduce en la célula
diana, la expresion del gen indicador es posible por medio de la induccion del promotor del gen diana en la molécula
de acido nucleico indicadora.

La figura 9 representa un locus genémico de una célula diana 900 con dos genes, un gen que codifica un inductor
902 y un gen diana 903. También se representa una molécula de acido nucleico indicadora 904 que incluye un gen
indicador 905 que se enlaza funcionalmente al promotor 906 del gen diana de la célula diana. La molécula de acido
nucleico indicadora 904 se puede introducir en la célula por medio de una NRTP. En la célula natural, cuando el gen
inductor 902 se expresa y produce la proteina inductora 907, la proteina inductora 907 puede inducir el promotor del
gen diana 906 que se enlaza funcionalmente al gen diana, provocando asi la expresion del gen diana y la
produccioén del producto génico diana 908.

Cuando la molécula de &cido nucleico indicadora 904 estd presente dentro del organismo diana, el inductor 907
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también puede inducir el promotor del gen diana 906 presente dentro de la molécula de acido nucleico indicadora
904, provocando asi la expresién del gen indicador 905 dando como resultado la produccién de una molécula
indicadora 909 que puede generar una sefial detectable.

Por tanto, la produccion de una sefial detectable de la molécula indicadora 909 es indicativa de la presencia de la
célula, en base a la presencia de la proteina inductora 907 dentro de una célula diana.

1) Sistema indicador de VanR

En un modo de realizacion, el sistema indicador incluye NRTP que comprende una molécula de acido nucleico
indicadora (por ejemplo, plasmido). La molécula de acido nucleico indicadora se puede construir para detectar VanR,
el inductor del promotor del gen de resistencia a vancomicina (vanA) en Enterococcus faecium (o E. faecalis). El
plasmido indicador porta un gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen vanA.

La figura 10 explica el disefio y funcién de un sistema indicador de VanR. La figura 10 representa una region del
transposon Tn1546 1001 que puede estar presente en E. faecium. El transposén Tn1546 puede incluir el gen
inductor vanR 1002 y el gen diana vanA 1003. También se representa en la figura una molécula de acido nucleico
indicadora 1004 que se puede empaquetar en una NRTP e introducirse en la célula. La molécula de acido nucleico
indicadora 1004 incluye un gen indicador 1005 que se enlaza funcionalmente a un promotor Py 1006 que controla la
expresion del operon vanHAX que incluye el gen vanA. En la célula natural, cuando el gen vanR 1002 se expresa y
produce la proteina VanR 1007, VanR puede inducir P4 1006 en el transposon Tn1546, provocando asi la expresion
del gen vanA y produciendo asi la proteina VanA 1008. Cuando la molécula de &cido nucleico indicadora 1003
(vector) esta presente dentro del organismo diana, VanR también puede inducir P1 1006 dentro de la molécula de
acido nucleico indicadora 1003, provocando asi la expresién de una molécula indicadora 1009. Por tanto, la
produccién de una molécula indicadora es indicativa de la presencia de VanR dentro de una célula diana.

Los ejemplos de promotores que son adecuados para el desarrollo de un ensayo VRE incluyen: el promotor del gen
vanA y un promotor del gen vanB. Arthur, M., et al., The VanS sensor negatively controls VanR-mediated
transcriptional activation of glycopeptide resistance genes of Tn1546 and related elements in the absence of
induction. J. Bacteriol., 1997. 179(1): p. 97-106.

2) Sistema indicador de TcdD

En otro modo de realizacién de este sistema, se introduce una molécula de acido nucleico indicadora en una célula
usando una NRTP. La molécula de acido nucleico indicadora se puede construir para detectar TcdD, el inductor de
los promotores de los genes de las toxinas A y B (tcdA y tcdB, respectivamente) de C. difficile. La molécula de acido
nucleico indicadora incluye un gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen tcdA.

La figura 11 describe el disefio y funcién de un sistema indicador de TcdD, de acuerdo con un modo de realizacion
de la invencion. La figura 11 representa una region del transposén PaLoc 1101 que puede estar presente en C.
difficile. El transposén PalLoc puede contener el gen tcdD 1102 y el gen diana tcdA 1103. También se representa en
la figura una molécula de acido nucleico indicadora 1104 (por ejemplo, vector) que se introduce en la célula usando
una NRTP. La molécula de &cido nucleico indicadora 1104 incluye el gen indicador 1105 que se enlaz6
funcionalmente al promotor del gen tcdA (Ptcda) 1106.

En la célula natural, cuando el gen tcdD se expresa y produce la proteina TcdD 1107, TcdD puede inducir Pda 1106
en el transposon PaLoc 1101, provocando asi la expresion del gen tcdA 1103 y produciendo asi la proteina de toxina
A 1108.

Cuando la molécula de acido nucleico indicadora 1104 esta presente dentro del organismo diana, TcdD también
puede inducir Piwda 1106 dentro del vector indicador, provocando asi la expresion de una molécula indicadora 1109.
Por tanto, la produccién de una molécula indicadora 1109 es indicativa de la presencia de TcdD dentro de una célula
diana.

Los ejemplos de promotores adecuados para el desarrollo de un ensayo de C. difficile incluyen: el promotor del gen
tcdA y el promotor del gen tcdB. Karlsson, S., et al., Expression of Clostridium difficile Toxins A and B and Their
Sigma Factor TedD Is Controlled by Temperature. Infect. Immun., 2003. 71(4): p. 1784-1793.

Células diana e inductores: Las células diana pueden incluir dianas de células eucariotas y procariotas e inductores
asociados.

Sistemas de suministro de vector: El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar por
sistemas abioldgicos o bioldgicos. Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, particulas similares a virus, particulas
de transduccién derivadas de fagos o virus, y conjugacion.

3) Sistema indicador de SarS basado en bacteriéfagos
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En otro modo de realizacion de la invencién, se construye una molécula de acido nucleico indicadora para detectar
SarS, el inductor del promotor del gen de la proteina A (spa) en S. aureus. La molécula de acido nucleico indicadora
se puede introducir en la célula en una NRTP e incluye los genes de la luciferasa bacteriana luxA y luxB enlazados
funcionalmente al promotor del gen spa (Pspa). La molécula de acido nucleico indicadora se suministra a S. aureus
por medio de una NRTP, por ejemplo. Si SarS esta presente en la célula, inducira la expresién de los genes luxAB,
produciendo asi la enzima luciferasa que puede generar una sefial luminiscente.

La figura 12 explica el disefio y funcién de un sistema indicador de SarS, de acuerdo con un modo de realizacién de
la invencion. La figura 12 representa una region del genoma de S. aureus 1201 que contiene el gen sarS 1202 y el
gen spa 1203. También se representa en la figura una molécula de acido nucleico indicadora (por ejemplo, Vector)
1204 suministrada por NRTP a la célula y que incluye los genes indicadores luxAB 1205 que se enlazaron
funcionalmente al promotor Pspa 1206 que controla la expresion del gen spa 1203.

En la célula natural, cuando se expresa el gen sarS 1202, que produce la proteina SarS 1207, la proteina puede
inducir Pspa 1206 en el transposén del genoma de S. aureus, provocando asi la expresion del gen spa 1203 y
produciendo la proteina A 1208.

Cuando la molécula de acido nucleico indicadora 1204 estd presente dentro del organismo diana, SarS 1207
también puede inducir Pspa 1206 dentro de la molécula de acido nucleico indicadora 1204, provocando asi la
expresion de luxAB dando como resultado la produccion de la enzima luciferasa 1209 que puede generar una sefial
luminiscente. Por tanto, la produccion de luciferasa es indicativa de la presencia de SarS dentro de una célula diana.

B. Ensayo de indicador de enzima

La divulgacion comprende un sistema para la deteccion de enzimas intracelulares dentro de células viables que
emplea moléculas de sustrato encajadas que se pueden desencajar por una enzima intracelular diana, de acuerdo
con un modo de realizacion de la invencion.

La figura 13 representa el disefio y funcién de un sistema de deteccion de enzimas intracelulares. Un vector que
expresa la molécula indicadora 1301 se suministra a una célula diana 1302 con una NRTP (no mostrado). El vector
que expresa la molécula indicadora 1301 puede penetrar en la célula diana 1302 por medio de la NRTP y
suministrar un gen de la molécula indicadora 1303 en la célula diana 1302, y una molécula indicadora 1304 se
puede expresar a continuacion a partir del gen de la molécula indicadora 1303. También se afiade un sustrato
encajado 1305 a la célula diana 1302 y puede penetrar en la célula diana 1302. Si una enzima intracelular diana
1307 esta presente en la célula diana 1306, la enzima 1307 puede retirar el componente de encajado del sustrato
encajado 1305, produciendo asi un sustrato desencajado 1308. El sustrato desencajado 1308 puede reaccionar con
la molécula indicadora 1304 dentro de la célula 1302, y el producto de esta reaccion da como resultado una sefal
detectable 1309.

Células diana y enzimas: Las células diana pueden incluir dianas de células eucariotas y procariotas y enzimas
asociadas, incluyendo, por ejemplo, B-lactamasas en S. aureus.

Sistemas de suministro de vector: El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar
por sistemas abiolégicos o bioldgicos. Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, particulas similares a virus,
particulas de transduccion derivadas de fagos o virus, y conjugacion.

Moléculas indicadoras y sustratos encajados: Se pueden emplear diversas moléculas indicadoras y sustratos
encajados como los descritos en Daniel Sobek, J.R., Enzyme detection system with caged substrates, 2007,
Zymera, Inc.

1) Indicador de B-lactamasa basado en bacteriéfagos

En un modo de realizacién, un vector que expresa la molécula indicadora se puede portar por una NRTP, de modo
que el vector se puede suministrar a una célula bacteriana. La molécula indicadora que se va a expresar puede ser
la luciferasa de Renilla, y el sustrato encajado puede ser la luciferina de Renilla que esta encajada, de modo que una
enzima B-lactamasa que es enddgena a la célula diana puede escindir el compuesto de encajado de la luciferina
encajada y liberar luciferina desencajada.

La figura 14 representa el disefio y funcidon de un sistema de deteccién de enzima (-lactamasa, de acuerdo con un
modo de realizacion de la invencion. Un vector que expresa luciferasa de Renilla portado por una NRTP basada en
bacteriéfagos 1401 se afiade a una célula de S. aureus diana 1402. El vector que expresa luciferasa de Renilla
puede penetrar en la célula diana 1402 usando una NRTP que comprende el vector. La NRTP administra el gen de
la luciferasa de Renilla 1403 en la célula diana 1402, y la luciferasa de Renilla 1404 se puede expresar a
continuacién a partir de su gen. También se anade luciferina de Renilla encajada 1405 a la célula diana 1402 y
puede penetrar en la célula diana 1402. Si una B-lactamasa intracelular 1407 esta presente en la célula diana 1402,
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la enzima puede retirar el componente de encajado de la luciferina encajada 1406, produciendo asi una luciferina
desencajada 1408. La luciferina desencajada 1408 puede reaccionar a continuaciéon con la luciferasa de Renilla
1404 dentro de la célula 1402, y el producto de esta reaccion da como resultado la luminiscencia 1409.

De esta manera, cuando una célula diana que contiene la B-lactamasa se expone a la NRTP y a la luciferina
encajada, la célula presentara una sefial luminiscente que es indicativa de la presencia de la B-lactamasa presente
en la célula.

C. Indicador de molécula intracelular

La divulgacién incluye un sistema para la deteccién de moléculas intracelulares dentro de células viables que
emplea moléculas intercambiables que pueden generar una sefial detectable tras su unién a una molécula diana.

La figura 15 representa el disefio y funcion de un sistema de deteccién de molécula intracelular basado en molécula
intercambiable (SM). Un vector que expresa SM 1501 se suministra a una célula diana 1502 en una NRTP. El vector
que expresa SM 1501 puede penetrar en la célula diana 1502 y suministrar un gen SM 1503 en la célula diana 1502.
A continuacion, una proteina SM 1504 se puede expresar a partir del gen SM 1503. A continuacion, la proteina SM
1504 se puede unir a una molécula diana 1505 dentro de la célula y por tanto forma un complejo SM-molécula diana
1506. La union de la SM 1504 a la molécula diana 1505 da como resultado un cambio conformacional en la SM 1504
que hace que la SM unida sea susceptible de unirse a un sustrato. Un sustrato 1508 se afiade a la célula 1507 y
puede penetrar en la célula 1502. La SM unida dentro de la célula 1502 también se puede unir al sustrato, formando
asi un complejo SM-molécula diana-sustrato 1509. Finalmente, la unién del sustrato 1508 por la SM unida a la
molécula diana tiene el efecto de producir una senal detectable 1510. Por tanto, una sefal detectable generada por
el sistema es indicativa de la presencia de una molécula diana dentro de una célula.

Moléculas y células diana: Se pueden emplear varias dianas de células eucariotas y procariotas y se pueden
disefiar SM basadas en aptameros intercambiables para seleccionar diversas dianas moleculares intracelulares
basadas en acidos nucleicos y aminoacidos, como se describe en Samie Jaffrey, J.P., Coupled recognition/detection
system for in vivo and in vitro use, 2010, Cornell University.

Sistemas de suministro de vector: El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar
por sistemas abiolégicos o bioldgicos. Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, particulas similares a virus,
particulas de transduccion derivadas de fagos o virus, y conjugacion.

1) Sistema indicador de molécula intracelular basado en aptamero intercambiable/particula de transduccion
no replicativa

En un ejemplo de este procedimiento, un vector de expresion de molécula intercambiable se puede portar por una
particula de transduccion basada en bacteriéfagos de modo que el vector se puede suministrar en una célula
bacteriana. La molécula intercambiable que se va a expresar puede ser un aptamero intercambiable que se disefia
para experimentar un cambio conformacional tras su unién a una molécula diana intracelular. EI cambio
conformacional permite que el aptdmero se una a continuacién a un fluoréforo que presenta una fluorescencia
potenciada cuando se une por el aptamero.

La figura 16 representa el disefio y funcion de un sistema indicador de molécula intracelular basado en aptamero
intercambiable (SA)/bacteriéfago. Se afiade un vector que expresa SA portado por una NRTP 1601 a una célula
diana 1602. La NRTP 1601 puede administrar el vector que expresa SA y el gen que expresa SA 1603 en la célula
diana 1602. Una proteina SA 1604 se puede expresar a continuacion a partir del gen SA 1603. La proteina SA 1604
se puede unir a una molécula diana 1605 dentro de la célula y por tanto formar un complejo SA-molécula diana
1606. La union de la SA 1604 a la molécula diana 1605 da como resultado un cambio conformacional en la SA que
hace que la SA unida sea susceptible de unirse a un fluoréforo 1608. Se afiade un fluoréforo 1607 a la célula y
puede penetrar en la célula 1608. La SA unida dentro de la célula también puede unir el fluoréforo formando asi un
complejo SA-molécula diana-fluoréforo 1609. Finalmente, la unién del fluoréforo por la SA unida a la molécula diana
tiene el efecto de potenciar la fluorescencia del fluoréforo 1610. Por tanto, una sefal fluorescente detectable
generada por el sistema es indicativa de la presencia de una molécula diana dentro de una célula.

D. Ensayo de indicador de transcrito

La divulgacion comprende un ensayo de indicador que comprende un procedimiento basado en ARN antisentido
para detectar transcritos diana dentro de células viables provocando la expresion de una molécula indicadora si un
transcrito diana esta presente dentro de una célula.

Determinados procedimientos intracelulares en la técnica para inhibir la expresion génica emplean ARN interferente
pequefo, tal como ARN bicatenario (ARNbc), para seleccionar genes transcritos en células. EI ARNbc comprende
hebras antisentido y sentido que se suministran en o se expresan en células, y las hebras del ARNbc actuan por
medio de un mecanismo de inhibicion de accion trans, donde una hebra (tipicamente la hebra antisentido) se une a

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 780 827 T3

una secuencia del gen diana (transcrito de ARN) y evita la expresion de la secuencia del gen diana. Se ha
demostrado que las moléculas de ARN bicatenario bloquean (destruyen) la expresion génica en un mecanismo
regulador altamente conservado conocido como interferencia de ARN (ARNi). EI documento WO 99/32619 (Fire et
al.) divulga el uso de un ARNbc de al menos 25 nucleotidos de longitud para inhibir la expresién de genes en C.
elegans. También se ha mostrado que el ARNbc degrada el ARN diana en otros organismos, incluyendo plantas
(véase, por ejemplo, el documento WO 99/53050, Waterhouse et al.; y el documento WO 99/61631, Heifetz et al.),
Drosophila (véase, por ejemplo, Yang, D., et al., Curr. Biol. (2000) 10:1191-1200) y mamiferos (véase el documento
WO 00/44895, Limmer; y el documento DE 101 00 586.5, Kreutzer et al.). Sin embargo, la union de una hebra del
ARNbDc al gen diana puede ser inespecifica. Si se aplicara un mecanismo similar a un sistema de deteccion, esta
union inespecifica puede dar como resultado altas tasas de positivos falsos, lo que lo hace inadecuado para el
desarrollo de sistemas de deteccion clinicamente utiles.

Se ha demostrado que los mecanismos de inhibicion de accion trans previos no inadecuados para el desarrollo de
sistemas de deteccion clinicamente utiles. Por ejemplo, algunos procedimientos dan como resultado niveles altos de
sefiales inespecificas y hasta un 90 % de tasa de positivos falsos, cuando se logra un 90 % de sensibilidad del
ensayo. Véase la patente de EE. UU. n.° 8.329.889. Se han desarrollado determinados procedimientos para la
regulacién postranscripcional de la expresion génica que usan un transcrito de marcador reprimido en cis, tal como
un marcador de proteina fluorescente verde, donde el sitio de unién ribosémico del marcador se bloquea por la
secuencia de represion cis, junto con un transcrito de ARN de activacion trans. Cuando el transcrito de ARN de
activacion trans se une al transcrito del marcador reprimido en cis, se altera la estructura en horquilla del transcrito
del marcador reprimido en cis y se expone el sitio de union al ribosoma hacia 5' del gen marcador, permitiendo la
transcripcion y expresiéon del gen marcador. Sin embargo, estos procedimientos no se han usado previamente para
la deteccion de transcritos enddgenos, ni tienen éxito mas alld de un mecanismo de intercambio basico para
controlar la expresién de genes en células.

1) Interacciones y mecanismos de la molécula de acido nucleico

Los procedimientos de la invencion aprovechan los mecanismos de regulacién a nivel de transcrito, incluyendo el
mecanismo de ARN antisentido (ARNas) en células, para suministrar moléculas de acido nucleico en células. El
mecanismo antisentido incluye todas las formas de reconocimiento de ARNm de secuencia especifica que dan lugar
a la expresion reducida, eliminada, incrementada, activada o alterada de otro modo de un transcrito diana. Véase
Good, L., Translation Repression By Antisense Sequences. Cellular and Molecular Life Sciences, 2003. 60(5): p.
854-861, y Lioliou, E., RNA-mediated regulation in bacteria: from natural to artificial systems, New Biotechnology.
2010. 27(3): p. 222-235. Los ARNas naturales se encuentran en los tres reinos de la vida y afectan a la destruccion,
represion y activacion del ARN mensajero (ARNm), asi como al procesamiento y transcripcion del ARN. Véase
Sabine, B., Antisense-RNA regulation and RNA Interference. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene Structure
and Expression, 2001. 1575(1-3): p. 15-25. Este mecanismo se ha explotado en la inhibiciéon de la sintesis de
proteinas para aplicaciones terapéuticas.

El ARN antisentido es un ARN monocatenario que es complementario a una hebra de ARN mensajero (ARNm)
transcrita dentro de una célula. EI ARNas se puede introducir en una célula para inhibir la traduccién de un ARNm
complementario por emparejamiento de bases con él y obstruccion fisica del mecanismo de traduccion. EI ARN
antisentido se hibrida a una secuencia diana de ARNm complementario, y la traduccién de la secuencia diana de
ARNmM se altera como resultado del impedimento estérico del acceso al ribosoma o bien de la lectura ribosémica.

El mecanismo de ARN antisentido es diferente de la interferencia de ARN (ARNi), un proceso relacionado en el que
los fragmentos de ARN bicatenario (ARNbc, también llamado ARN interferente pequefio (ARNip)) desencadenan la
inactivacion génica mediada cataliticamente, mas tipicamente seleccionando el complejo silenciador inducido por
ARN (RISC) para unirse y degradar el ARNm. La hibridacién de una hebra de la molécula de ARNbc a ARNm o ADN
puede dar como resultado una degradacion rapida de ARN duplex, duplex de ARN/ADN hibrido o ARN duplex que
se asemeja al ARNt precursor por ribonucleasas en la célula, o por escision del ARN diana por el mismo compuesto
antisentido.

La via de ARNi se encuentra en muchos eucariotas y se inicia por la enzima Dicer, que escinde moléculas de ARN
bicatenario (ARNbc) largo en fragmentos bicatenarios cortos de ~20 nucledtidos que se llaman ARNip. Cada ARNip
se desenrolla en dos ARN monocatenarios (ARNmc), a saber, la hebra pasajera y la hebra guia. La hebra pasajera
se degrada y la hebra guia se incorpora en el complejo silenciador inducido por ARN (RISC). En el silenciamiento
génico postranscripcional, la base de la hebra guia se empareja con una secuencia complementaria en una
molécula de ARN mensajero, y la escisién se induce por una proteina llamada Argonauta, el componente catalitico
del complejo RISC.

Con respecto a las interacciones de acido nucleico de los mecanismos de la invencion, las interacciones entre un
transcrito indicador y un transcrito diana se pueden basar en emparejamientos de bases entre bucles presentes en
ambos transcritos (por ejemplo, "complejos bucle-bucle (kissing complexes)"), o entre un bucle y una regioén
monocatenaria (mc). En algunos casos, la formaciéon del complejo bucle-bucle es suficiente para mediar el efecto
deseado de la interaccion, y en otros casos, la propagacion de los contactos primarios dara lugar a una interaccion
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que da como resultado el efecto deseado.

2) Mecanismos para la represion cis y la transactivacion de la traducciéon de una construccién de indicador
por medio de la regulacion a nivel de transcrito

La siguiente descripcion ilustra sistemas indicadores de transcrito basados en diversos mecanismos de
represion/activacion que se pueden usar, de acuerdo con modos de realizacién de la presente invenciéon. En cada
una de las figuras 17-20, un vector incluye una construccion indicadora que comprende una secuencia indicadora, y
las regiones en la construccion indicadora se muestran en cada una de las figuras, incluyendo regiones que se
pueden seleccionar para represién por una secuencia de represion cis. La descripcién a continuacion proporciona
ejemplos no limitantes de diversos mecanismos de inhibicion, incluyendo atenuacion de transcripcion, atenuacion de
traduccidon y desestabilizacion del transcrito, y diversos mecanismos de activacién incluyendo cambios
conformacionales y escision.

La figura 17 representa un ejemplo de un sistema 1700 que usa un mecanismo de represiéon cis que puede
seleccionar la 5' UTR (region no traducida) 1701 de la secuencia indicadora 1702 en un transcrito indicador 1703.
También se muestran las regiones dentro de la secuencia indicadora 1702 (5'UTR (1701), RBS, region codificante y
3'UTR). La secuencia de represion cis 1705 esta hacia 5' de la secuencia indicadora y hasta el 5' UTR 1701 de la
secuencia indicadora. Una ARN polimerasa 1704 transcribe la secuencia de la construccion indicadora 1703 del
vector 1706.

En algun momento durante la transcripcion, el proceso de transcripcion se detiene por la formacién de una
estructura tallo-bucle de terminacion de la transcripcion (TT) 1707 en el transcrito indicador 1703, debido a una
interaccion dentro de la secuencia de represion cis transcrita 1705. La estructura de terminacion de la transcripcion
1707 impide 1708 que la ARN polimerasa 1704 transcriba el vector 1706. En algunos modos de realizacion, una
proteina de terminacién de la transcripcion (por ejemplo, NusA en E. coli) se une a la ARN polimerasa y/o a la
estructura de terminacién de la transcripcion 1707 para interrumpir la transcripcion de la construccion indicadora.

Cuando un transcrito diana 1709 esta presente en la célula, el transcrito diana 1709 se une al transcrito indicador
1703. En algunos modos de realizacion, la unidén entre el transcrito diana y el transcrito indicador es por
emparejamiento de bases de los nucleétidos en cada secuencia. La interaccion entre el transcrito diana 1709 y el
transcrito indicador 103 provoca que la estructura tallo-bucle de terminacién de la transcripcion (TT) 1707 se escinda
1710. La escision del transcrito indicador 1703 se puede producir por una enzima celular, tal como la ARNasa lll, por
ejemplo. En este caso, la estructura secundaria de un transcrito diana se analiza para determinar la presencia de
una secuencia consenso de ARNasa Il entre las regiones de ARNmc de la estructura secundaria, por ejemplo 5'-
nNWAWGNNNUUN-3' o 5'-NAGNNNNCWUWnNN-3' donde "N" y "n" son cualquier nucledtido y "W" es Ao Uy "N"
indica un requisito relativamente estricto para el emparejamiento de bases de Watson-Crick, mientras que "n" indica
un requisito minimo para el emparejamiento de bases. Cuando se encuentra una secuencia consenso de este tipo
en un transcrito diana, el bucle de la estructura de terminacién de la transcripcion 1707 se puede disefiar para ser
complementario a dicha secuencia consenso de ARNasa Il de modo que cuando el ARNmc en cada molécula de
ARN se hibride, se forma el sitio de escisién de ARNasa Il permitiendo la escisién de la estructura de terminacion de
la transcripcion 1707. En el transcrito de mecA, el bucle T23, que comienza en el nucleétido 1.404, tiene la
secuencia CAGAUAACAUUUU que es adecuada para un enfoque de este tipo.

En algunos modos de realizacién, se genomanipula un sitio de escision en la construccion indicadora, de modo que
el transcrito indicador se escinde después de la transcripcion. La escision, en el ejemplo proporcionado, se puede
producir inmediatamente adyacente a la localizacion del bucle en la estructura terminadora de la transcripcion. La
transcripcion se reinicia 1711 por la ARN polimerasa 104. La escision de la estructura tallo-buble de terminacion de
la transcripcion (TT) 1707 permite que el resto de la secuencia indicadora 1702 se transcriba y posteriormente se
traduzca. Esto da como resultado la produccién de un marcador detectable o seleccionable a partir de la molécula
indicadora traducida.

En procariotas, la estructura de terminacion de la transcripcion 1707 implica un mecanismo independiente de Rho
con una estructura tallo-bucle que tiene 7-20 pares de bases de longitud, rica en pares de bases citosina-guanina y
es seguida por una cadena de residuos uracilo. NusA se une a la estructura tallo-buble de terminaciéon de la
transcripcion 1707 provocando que la ARN polimerasa se pare durante la transcripcion de la secuencia de poli-
uracilo. Los enlaces adenina-uracilo débiles reducen la energia de desestabilizaciéon para el duplex ARN-ADN,
permitiéndole desenrollarse y disociarse de la ARN polimerasa. En eucariotas, la estructura de terminacién de la
transcripcion 1707 se reconoce por factores proteicos e implica la escision del nuevo transcrito seguido de
poliadenilacion.

La figura 18 muestra un ejemplo de un sistema 1800 para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula
que se basa en un mecanismo de represion cis que selecciona el sitio de unién al ribosoma (RBS) 1801 de la
secuencia indicadora 1702 en el transcrito indicador 1703. El RBS 1801 es una secuencia de ARNm que se une por
el ribosoma 1802 cuando se inicia la traduccion de proteinas. La secuencia de represion cis 1705 se disefia para
unirse al RBS 1801 (por ejemplo, la secuencia de represion cis 1705 es complementaria a la secuencia de RBS
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1801). EI RBS 1801 se une a la secuencia de represion cis 1705 y queda secuestrado (inaccesible por un ribosoma
1802), evitando la traduccion del transcrito indicador 1703. Cuando un transcrito diana 109 de la célula se une al
transcrito indicador 1703, el transcrito diana 1709 tiene una afinidad de unién mayor por la secuencia de RBS 1801,
y se produce un cambio conformacional en el transcrito indicador 1703 de manera que libera la unién entre la
secuencia de represion cis 1705 y la secuencia de RBS 1801. Esto permite que el ribosoma 1802 se una al RBS
1801, permitiendo de este modo la traduccién del transcrito indicador 1703.

La figura 19 ilustra un sistema ejemplar 1900 para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que se
basa en un mecanismo de represion cis que selecciona la region codificante ("AUG") 1901 de la secuencia
indicadora 1702 en el transcrito indicador 1703. La secuencia de represion cis 1705 se construye de modo que se
une con (por ejemplo, complementaria a) la region codificante 1901 de la secuencia indicadora 1702. El codén de
inicio "AUG" se muestra como parte de la region codificante 1901. La unién de la secuencia de represion cis 1705 y
la regién codificante 1901 da como resultado una conformacion que da lugar a la escisién 1902 de la construccion
indicadora 1703. La escision del transcrito indicador 1703 evita la traduccion.

Cuando un transcrito diana 1709 esta presente en la célula, el transcrito diana 1709 se une a la secuencia de
represion cis 1705 de manera que provoca un cambio conformacional en el transcrito indicador 1703. Este cambio
conformacional evita o retira la interaccion entre la secuencia de represion cis 1705 y la region codificante 1901 de la
secuencia indicadora 1702, permitiendo de este modo la traduccion de la secuencia indicadora 1702.

La figura 20 ilustra un sistema de ejemplo 2000 para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que
se basa en un mecanismo de represion que usa un transcrito indicador inestable 2001. El transcrito indicador 2001
se disefa para ser inestable de modo que forma una conformacién inestable que impide la traduccion del transcrito
indicador 2001. Un transcrito indicador 2001 se define como inestable si es propenso a la degradacioén rapida debido
a una variedad de factores, tales como la actividad de complejos de exosomas o un degradosoma. Un transcrito
diana 1709 en la célula se une a una porcién del transcrito indicador inestable 2001. En este ejemplo, la porcion
responsable de desestabilizar el transcrito se localiza en la 3' UTR 2005 de la secuencia indicadora, y la 3' UTR
2005 actiia como la secuencia de represion cis de la construccion indicadora 1703. La union del transcrito diana
1709 con la 3' UTR 2005 de la secuencia indicadora da como resultado un acontecimiento de escision 2003 que
estabiliza el transcrito indicador 2001 y permite la traduccion 2004 del transcrito indicador 2001. La escisiéon se
produce tras la unién del transcrito diana 1709 vy sirve para retirar la porcion de secuencia que es responsable de
desestabilizar el transcrito. En este ejemplo, el transcrito diana 1709 se une a la 3' UTR 405 de la secuencia
indicadora, pero el sistema 400 también se puede disefiar de modo que la unién y escisién se produzcan en la 5'
UTR, hacia 5' de la 5 'UTR, o hacia 3' de la 3' UTR. La union y escisién se pueden producir en cualquier lugar fuera
de las regiones necesarias para la traduccion de la secuencia indicadora 1702.

En algunos modos de realizacion, la secuencia de represion cis en si misma comprende dos secuencias que se
pueden unir entre si (por ejemplo, complementarias entre si) y la conformacion del transcrito indicador que resulta de
la unién de las dos secuencias de la secuencia de represion cis evita la traduccion de la secuencia indicadora en el
transcrito indicador.

3) Sistemas naturales y sintéticos para mecanismos de represion/activacion

Se han descrito varios mecanismos a nivel de transcrito producidos de forma natural y sintética que demuestran los
mecanismos individuales (es decir, cambio conformacional y escisién) empleados en cada uno de los ejemplos
ilustrados en las figuras 17-20.

Se ha observado la terminacion de la transcripcion en la atenuacion transcripcional mediada por ARN antisentido
(ARNas). En un ejemplo, dos interacciones bucle-bucle entre ARN III/ARNm repR se siguen posteriormente por la
formacion de un duplex estable. Este complejo estabiliza una estructura terminadora independiente de Rho para
detener el alargamiento por la ARN polimerasa (RNAP).

El mecanismo de secuestro de RBS se ha descrito por medio del desarrollo de un sistema de riborregulador
sintético. En este sistema, una secuencia complementaria a un RBS se coloca hacia 5' del RBS, permitiendo la
presencia de una secuencia conectora entre las dos regiones. Después de la transcripcion del ARNm, las dos
regiones complementarias se hibridan creando una horquilla que evita el acoplamiento del ribosoma. Para activar la
traduccion, un ARN de activacién trans sintético que porta la secuencia de RBS se une al ARN hibridado,
permitiendo que el RBS quede expuesto y disponible para traduccién.

La prevencion de la traduccion debido a la escision del ARN también se ha descrito en un sistema natural donde
MicC de ARNas selecciona una secuencia dentro de la region codificante del ARNm ompD. La interaccion, que se
promueve por Hfg, provoca la escision del ARNm por la ARNasa E.

Aun otro mecanismo natural demuestra un acontecimiento de division para activar la traduccién en lugar de inhibirla.

El ARNas de GadY de E. coli selecciona la region intergénica entre dos genes del operén gadXW. Después de la
formacion de una hélice estable entre GadY y la 3'UTR de gadX, se produce una escision de RNasa en el transcrito

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 780 827 T3

y estabiliza el transcrito de gadX permitiendo su traduccion.

4) Mecanismo de cambio conformacional por represidon cis de la secuencia indicadora y por unién de un
transcrito diana

Los mecanismos generales empleados en la invencién son interacciones de moléculas de &cido nucleico
intermoleculares que pueden dar como resultado dos mecanismos posteriores: (1) un cambio conformacional en la
estructura secundaria de las moléculas de acido nucleico, y (2) un acontecimiento de escision. En el presente
documento se describen procedimientos para disefar transcritos indicadores que pueden experimentar un cambio
conformacional entre una conformacién reprimida en cis y una conformacion desreprimida, de modo que el cambio
conformacional se induce por la unién de un transcrito diana al transcrito indicador.

Como se describe anteriormente, un transcrito indicador puede comprender una secuencia indicadora y disefiarse
de modo que la traduccién de la secuencia de gen indicador se bloquee por represiéon cis del sitio de union al
ribosoma (RBS) del gen indicador.

En algunos modos de realizacion, las siguientes herramientas se pueden usar para disefiar los transcritos
indicadores.

1) La estructura secundaria de ARN se calcula usando un programa de estructura secundaria, tal como Mfold
disponible en un servidor mantenido por The RNA Institute College of Arts and Sciences, University at Albany, State
University of New York (Mfold web server for nucleic acid folding and hybridization prediction. Nucleic Acids Res. 31
(13), 3406-15, (2003)) (http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold/RNA-Folding-Form).

2) Las interacciones de ARN intermoleculares se calculan usando un programa informatico tal como la prediccion
RNA-RNA InterACTion usando Integer Programming (RactIP) disponible en un servidor mantenido por The Graduate
School of Information Science, Nara Institute of Science and Technology (NAIST), Department of Biosciences and
Informatics, Keio University Japan (http://rna.naist.jp/ractip/).

3) La estructura secundaria de ARN se visualiza usando Visualization Applet for RNA (VARNA) (http://varna.lri.fr/),
que es una Applet ligera de Java dedicada a dibujar la estructura secundaria de ARN.

Se puede generar una estructura secundaria del transcrito diana en base a la conformacion de menor energia
calculada por MFold y visualizada con VARNA.

Se pueden identificar regiones de ARNmc o regiones diana dentro del transcrito diana que puede ser ideal para la
unién a un transcrito indicador. En algunos casos, la estructura secundaria del transcrito diana incluye una secuencia
consenso o0 secuencia de bucle que se puede unir a una porcidon de la secuencia indicadora. Por ejemplo, en el
transcrito de mecA de S. aureus resistente a meticilina, existe un bucle terminal que incluye una secuencia YUNR
consenso ("UUGG") que se puede usar para unirse a una secuencia de represion cis de un transcrito indicador. El
analisis de la estructura secundaria del transcrito diana puede revelar estas una o mas regiones de ARNmc que
pueden ser adecuadas para la uniéon a una secuencia de represion cis. La secuencia de represion cis del transcrito
indicador se puede disefiar a continuacion para unirse a estas una o mas regiones de ARNmc.

En algunos modos de realizacién, la secuencia de represion cis se puede disefiar para unirse al RBS de la
secuencia indicadora en el transcrito indicador y formar una estructura tallo-bucle dentro del transcrito indicador, de
modo que la secuencia de represion cis bloquea la union de una ARN polimerasa a la RBS de la secuencia
indicadora. Tras la unién de la secuencia de represion cis a la region de ARNmc del transcrito diana, el RBS de la
secuencia indicadora se puede exponer y la traduccion de la secuencia indicadora se puede iniciar.

En algunos modos de realizacion, la secuencia de represion cis del transcrito indicador se puede disefiar para
situarse en el extremo 5' de la secuencia indicadora y disefiarse para generar una estructura tallo-bucle en la
secuencia indicadora, de modo que la secuencia de RBS de la secuencia indicadora se bloquea. La estructura tallo-
bucle de represion cis se puede disefiar para bloquear la secuencia de RBS en base a la conformacién de menor
energia del transcrito indicador, calculada por MFold y visualizada con VARNA. Las interacciones intermoleculares
predichas entre el transcrito diana y la secuencia de represion cis del transcrito indicador se pueden calcular por
RactIP y visualizarse por VARNA. Se puede dibujar un diagrama para visualizar el emparejamiento de bases entre el
transcrito diana y la secuencia de represion cis del transcrito indicador, como se muestra en la figura 28 a
continuacion.

La interaccion puede incluir el emparejamiento de bases entre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,49 0 50 o
mas nucledtidos en la secuencia diana y la secuencia de represién cis. La unién complementaria entre las dos
secuencias puede ser completamente complementaria, sustancialmente complementaria o parcialmente
complementaria. El emparejamiento de bases puede ser a través de secuencias de nucledtidos contiguas o regiones
dentro de las secuencias diana y de represion cis, por ejemplo, como se muestra en la figura 28.
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5) Mecanismos de escision para transcritos reprimidos en cis o transcritos indicadores

Los mecanismos generales empleados en la invencién son interacciones de moléculas de &cido nucleico
intermoleculares que pueden dar como resultado dos mecanismos posteriores: (1) un cambio conformacional en la
estructura secundaria de las moléculas de acido nucleico, y (2) un acontecimiento de escision. En el presente
documento se describen procedimientos y sistemas para disefiar transcritos indicadores que emplean un
acontecimiento de escision.

En algunos modos de realizacion, se puede emplear un mecanismo de escision en el sistema y los procedimientos
de la invencién para represién cis o para activacion trans. Por ejemplo, como se describe anteriormente en las
figuras 17, 19 y 20, se puede disefiar un sistema para aprovechar un mecanismo de escisién exponiendo una
secuencia de acido nucleico del transcrito indicador a una enzima de escision (RNasa) o secuestrando una
secuencia monocatenaria que se reconoce por una secuencia especifica de ARNasa.

En un ejemplo, se puede disefiar un sitio de ribonucleasa E (ARNasa E) en el transcrito indicador (™" indica el sitio
de escision):

(G,A)N(C,AN(G)(G,U,A)(A,U)(C,UN(C,A)C,A). Véase Kaberdin et al., Probing the substrate specificity of E. coli
RNase E using a novel oligonucleotide-based assay. Nucleic Acids Research, 2003, Vol. 31, n.° 16 (doi:
10.1093/nar/gkg690).

En un sistema de represion cis, se puede incorporar una secuencia de represion cis en el disefio de un transcrito
indicador, de modo que cuando se transcribe, la conformacion del transcrito indicador expone una region
monocatenaria que contiene un motivo de reconocimiento de ARNasa E de secuencia en el sitio deseado que se
escinda. En algunos modos de realizacién, el sitio de escision puede estar implicado en la represion de la
transcripcion del transcrito indicador, por ejemplo, si el sitio de escision esta dentro de la region codificante del gen
indicador.

Para un sistema de desrepresion trans, el transcrito reprimido en cis se puede disefiar para unirse a un transcrito
diana, de modo que la interaccién provoca un cambio conformacional en el transcrito indicador que secuestra la
region monocatenaria que contiene el sitio de ARNsa E.

El sistema se puede disefiar de modo que el mecanismo de represion cis se deba a una estructura secundaria
especifica generada por una conformacion de la secuencia de represion cis, tal como la estructura de terminacion de
la transcripcién descrita anteriormente. En este ejemplo, un acontecimiento de escision sirve para desreprimir la
secuencia indicadora. Esto se puede lograr disefiando la secuencia de represion cis para interactuar con (unirse a)
un plasmido natural u otro transcrito celular, de modo que la interaccién da como resultado la generacion de una
region monocatenaria que contiene el sitio de ARNasa E que se puede escindir y por tanto retira la secuencia de
represion cis del transcrito indicador.

En algunos modos de realizacion, cuando se emplea un acontecimiento de escision para la expresion del indicador,
el sitio de ARNasa E se disefia para estar fuera de la region codificante de una secuencia indicadora con longitud de
secuencia suficiente en la 5'y 3' UTR para permitir un transcrito indicador viable. En este caso, el sitio de ARNasa E
se disefa para ser al menos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o mas pares
de bases hacia 5' del coddn de inicio en sistemas procariotas y al menos 18, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200,
300, 400, 500 o mas bases pares hacia 5' del coddn de inicio en sistemas eucariotas o al menos 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o mas pares de bases hacia 3' del codon de parada. En otros modos de
realizacién, cuando se emplea un acontecimiento de escisidon para la represion del indicador, el sitio de ARNasa E
se disefa para estar dentro de la region codificante de la secuencia indicadora o colocado de otro modo para inhibir
la expresion del indicador.

6) Transcritos

Como se describe anteriormente, un transcrito es una longitud de secuencia de nucleétidos (ADN o ARN) transcrita
a partir de un gen o secuencia molde de ADN o ARN. El transcrito puede ser una secuencia de ADNc transcrita a
partir de un molde de ARN o una secuencia de ARNm transcrita a partir de un molde de ADN. El transcrito se puede
transcribir a partir de una construccion de acido nucleico genomanipulada. El transcrito puede tener regiones de
complementariedad dentro de si misma, de modo que el transcrito incluye dos regiones que pueden formar un
duplex intramolecular. Una region se puede denominar una "secuencia de represion cis" que se une a y bloquea la
traduccion de una secuencia indicadora. Una segunda region del transcrito se denomina una "secuencia indicadora"
que codifica una molécula indicadora, tal como un marcador detectable o seleccionable.

Los transcritos pueden ser una secuencia de transcrito que puede tener 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 nucledtidos de longitud. En otros modos de realizacion, el transcrito puede tener al
menos 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 500, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000 o mas nucledtidos de longitud.
La secuencia de represion cis y la secuencia indicadora pueden tener la misma longitud o diferentes longitudes.
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En algunos modos de realizacion, la secuencia de represién cis se separa de la secuencia indicadora por 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 o
mas nucleodtidos espaciadores.

7) Vectores

En otro aspecto, los transcritos (incluyendo las secuencias antisentido y sentido) se expresan a partir de unidades de
transcripcion insertadas en vectores de ADN o ARN (véase, por ejemplo, Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10;
Skillern, A., et al., publicacion PCT internacional n.° WO 00/22113, Conrad, publicaciéon PCT internacional n.° WO
00/22114, y Conrad, patente de EE. UU. n.° 6.054.299). Estas secuencias se pueden introducir como una
construccion lineal, un plasmido circular o un vector virico, incluyendo vectores basados en bacteriéfagos, que se
pueden incorporar y heredar como un transgén integrado en el genoma del huésped. El transcrito también se puede
construir para permitir que se herede como un plasmido extracromosoémico (Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1995) 92:1292).

Las secuencias de transcrito se pueden transcribir por un promotor localizado en el plasmido de expresién. En un
modo de realizacion, las secuencias de represion cis e indicadoras se expresan como una repeticion invertida unida
por una secuencia polinucleotidica conectora de modo que el transcrito tiene una estructura tallo-bucle.

Se pueden usar vectores de expresion recombinantes para expresar los transcritos. Los vectores de expresion
recombinantes son en general plasmidos de ADN o vectores viricos. Se pueden construir vectores viricos que
expresan los transcritos en base a, pero sin limitarse a, virus adenoasociados (para una revision, véase Muzyczka,
et al., Curr. Topics Micro. Immunol. (1992) 158:97-129)); adenovirus (véase, por ejemplo, Berkner, et al.,
BioTechniques (1998) 6:616), Rosenfeld et al. (1991, Science 252:431-434), Rosenfeld et al. (1992), Cell 68:143-
155)); o alfavirus asi como otros conocidos en la técnica. Se han usado retrovirus para introducir una variedad de
genes en muchos tipos celulares diferentes, incluyendo células epiteliales, in vitro y/o in vivo (véase, por ejemplo,
Eglitis, et al., Science (1985) 230:1395-1398; Danos y Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 85:6460-6464;
Wilson et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3014-3018; Armentano et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:61416145; Huber et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043; Ferry et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:8377-8381; Chowdhury et al., 1991, Science 254:1802-1805; van Beusechem. et al., 1992, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:7640-19; Kay et al., 1992, Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10892-10895; Hwu et al., 1993, J. Immunol. 150:4104-4115; patente de EE. UU. n.° 4.868.116; patente de
EE. UU. n.° 4.980.286; solicitud PCT WO 89/07136; solicitud PCT WO 89/02468; solicitud PCT WO 89/05345; y
solicitud PCT WO 92/07573). Los vectores retroviricos recombinantes que pueden transducir y expresar genes
insertados en el genoma de una célula se pueden producir transfectando el genoma retrovirico recombinante en
lineas celulares de empaquetamiento adecuadas tales como PA317 y Psi-CRIP (Comette et al., 1991, Human Gene
Therapy 2:5-10; Cone et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6349). Los vectores
adenoviricos recombinantes se pueden usar para infectar una amplia variedad de células y tejidos en huéspedes
susceptibles (por ejemplo, rata, hamster, perro y chimpancé) (Hsu et al., 1992, J. Infectious Disease, 166:769), y
también tienen la ventaja de no requerir células mitéticamente activas para la infeccion.

Se puede usar cualquier vector virico que pueda aceptar las secuencias codificante para el/los transcrito(s) que se
van a expresar, por ejemplo, vectores derivados de adenovirus (AV); virus adenoasociado (AAV); retrovirus (por
ejemplo, lentivirus (LV), rabdovirus, virus de la leucemia murina); virus del herpes y similares. El tropismo de los
vectores viricos se puede modificar seudotipando los vectores con proteinas de envoltura u otros antigenos de
superficie de otros virus, o sustituyendo diferentes proteinas de la capside viricas, segun sea apropiado.

Por ejemplo, los vectores lentiviricos presentados en la invencién se pueden seudotipar con proteinas de superficie
del virus de la estomatitis vesicular (VSV), rabia, ébola, Mokola y similares. Los vectores AAV presentados en la
invencion se pueden preparar para seleccionar diferentes células genomanipulando los vectores para expresar
diferentes serotipos de proteinas de la capside. Las técnicas para construir vectores AAV que expresan diferentes
serotipos de proteinas de la capside estan dentro de la habilidad en la técnica; véase, por ejemplo, Rabinowitz J E et
al. (2002), J Virol 76:791-801.

La seleccion de vectores viricos recombinantes adecuados para su uso en la invencion, procedimientos para insertar
secuencias de acido nucleico para expresar los transcritos en el vector, y procedimientos para suministrar el vector
virico a las células de interés estan dentro de la habilidad en la técnica. Véase, por ejemplo, Dornburg R (1995),
Gene Therap. 2: 301-310; Eglitis M A (1988), Biotechniques 6: 608-614; Miller A D (1990), Hum Gene Therap. 1: 5-
14; Anderson W F (1998), Nature 392: 25-30; y Rubinson D A et al., Nat. Genet. 33: 401-406.

Los vectores viricos se pueden derivar de AV y AAV. Un vector AV adecuado para expresar los transcritos
presentados en la invencién, un procedimiento para construir el vector AV recombinante, y un procedimiento
adecuado para suministrar el vector en células diana, se describen en Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-
1010. Los vectores AAV adecuados para expresar los transcritos presentados en la invencion, procedimientos para
construir el vector AV recombinante y procedimientos para suministrar los vectores en células diana se describen en
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Samulski R et al. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70: 520-532; Samulski R et al.
(1989), J. Virol. 63: 3822-3826; patente de EE. UU. n.° 5.252.479; patente de EE. UU. n.° 5.139.941; solicitud de
patente internacional n.° WO 94/13788; y solicitud de patente internacional n.° WO 93/24641.

El promotor que dirige la expresién del transcrito en un plasmido de ADN o bien un vector virico presentado en la
invencion puede ser una ARN polimerasa eucariota | (por ejemplo, promotor de ARN ribosémico), ARN polimerasa I
(por ejemplo, promotor temprano de CMV o promotor de actina o promotor de ARNsn de U1) o en general promotor
de ARN polimerasa Il (por ejemplo, promotor de ARNsn de U6 o ARN de 7SK) o un promotor procariota, por
ejemplo, el promotor T7, siempre que el plasmido de expresion también codifique la ARN polimerasa de T7
requerida para la transcripcién de un promotor T7. El promotor también puede dirigir la expresién transgénica al
pancreas (véase, por ejemplo, la secuencia reguladora de insulina para el pancreas (Bucchini et al., 1986, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 83:2511-2515)).

Ademas, la expresion del transcrito se puede regular con precisién, por ejemplo, usando una secuencia reguladora
inducible y sistemas de expresion tales como una secuencia reguladora que es sensible a determinados reguladores
fisiolégicos, por ejemplo, niveles de glucosa en circulacion u hormonas (Docherty et al., 1994, FASEB J. 8:20-24).
Dichos sistemas de expresion inducibles, adecuados para el control de la expresion transgénica en células o en
mamiferos incluyen la regulaciéon por ecdisona, por estrogeno, progesterona, tetraciclina, inductores quimicos de
dimerizacion e isopropil-beta-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Un experto en la técnica podria elegir la secuencia
reguladora/promotora apropiada en base al uso previsto del transgén de ARNbc.

En general, los vectores recombinantes que pueden expresar moléculas de transcrito se suministran como se
describe a continuacion, y persisten en células diana. De forma alternativa, se pueden usar vectores viricos que
proporcionan la expresion transitoria de moléculas de transcrito. Dichos vectores se pueden administrar
repetidamente segun sea necesario. Una vez expresado, el transcrito se une al ARN diana y modula su funcién o
expresion. El suministro de vectores que expresan el transcrito puede ser sistémico, tal como por administracion
intravenosa o intramuscular, por administracion a células diana explantadas del paciente seguido de reintroduccion
en el paciente, o por cualquier otro medio que permita la introduccién en una célula diana deseada.

Los plasmidos de ADN de expresién de transcrito se transfectan tipicamente en células diana como un complejo con
vehiculos lipidicos cationicos (por ejemplo, oligofectamina) o vehiculos basados en lipidos no catiénicos (por
ejemplo, Transit-TKO™). También se contemplan por la divulgacién multiples transfecciones lipidicas para
inactivaciones mediadas por ARNbc que seleccionan diferentes regiones de un solo gen PROC o multiples genes
PROC durante un periodo de una semana o mas. La introduccién exitosa de vectores en células huésped se puede
seguir usando diversos procedimientos conocidos. Por ejemplo, la transfeccion transitoria se puede sefialar con un
indicador, tal como un marcador fluorescente, tal como proteina fluorescente verde (GFP). La transfeccion estable
de células ex vivo se puede garantizar usando marcadores que proporcionen a la célula transfectada resistencia a
factores ambientales especificos (por ejemplo, antibidticos y farmacos), tales como resistencia a higromicina B.

El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar por sistemas abiolégicos o bioldgicos.
Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, particulas similares a virus, particulas de transduccién derivadas de fagos
0 virus, y conjugacion.

8) Indicadores para el ensayo de transcrito

En algunos modos de realizacién, la construccion de acido nucleico comprende una secuencia indicadora (por
ejemplo, una secuencia de gen indicador). El gen indicador codifica una molécula indicadora que produce una sefal
cuando se expresa en una célula. En algunos modos de realizacion, la molécula indicadora puede ser un marcador
detectable o seleccionable. En determinados modos de realizacién, la molécula indicadora puede ser una molécula
indicadora fluorescente, tal como una proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente amarilla (YFP),
proteina fluorescente cian (CFP), proteina fluorescente azul (BFP) o proteina fluorescente roja (RFP). En otros
modos de realizacién, la molécula indicadora puede ser una proteina quimioluminiscente.

Las moléculas indicadoras pueden ser una luciferasa bacteriana, una luciferasa eucariota, una proteina fluorescente,
una enzima adecuada para deteccion colorimétrica, una proteina adecuada para inmunodeteccion, un péptido
adecuado para inmunodeteccién y/o un acido nucleico que funciona como un aptamero o que presenta actividad
enzimatica.

Los marcadores seleccionables también se pueden usar como indicador. El marcador seleccionable puede ser un
gen de resistencia a antibioticos, por ejemplo.

9) Células y genes diana para el ensayo de indicador de transcrito
Los ejemplos de células que se pueden usar para la deteccidn incluyen bacterias grampositivas y gramnegativas,

tales como S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, etc., hongos como Streptomyces coelicolor y otras células eucariotas,
incluyendo células de humanos, otros mamiferos, insectos, invertebrados o plantas.
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Los transcritos diana pueden incluir cualquier transcrito enddgeno, ya sea codificante o no codificante. Los
transcritos diana se pueden derivar de células eucariotas y procariotas, incluyendo, por ejemplo, transcrito de mecA
en células de S. aureus (indicativo de SARM), transcrito de tcdB en C. difficile (indicativo de C. diff toxinégeno) y
transcritos E6/E7 de PVH en células epiteliales cervicouterinas (indicativas de cancer cervicouterino). Los genes
asociados con agentes infecciosos, tales como virus, también pueden ser dianas, incluyendo VIH, PVH, etc. Otros
ejemplos de genes diana incluyen ARN no codificante tal como ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosémico
(ARNr), asi como los ARN tales como ARNnop, microARN, ARNip, ARNsn, ARNex, y ARNpi y ARNnc.

EJEMPLOS

A continuacién hay ejemplos de modos de realizacion especificos para llevar a cabo la presente invencion. Los
ejemplos se ofrecen solo para propésitos ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion de
ningun modo. Se han realizado esfuerzos para garantizar la exactitud con respecto a los nimeros usados (por
ejemplo, cantidades, temperaturas, etc.) pero se debe tener en cuenta alguna desviacién y error experimental.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique de otro modo, procedimientos
convencionales de quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia, dentro de la
habilidad de la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la literatura. Véanse, por ejemplo, T.E.
Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger,
Biochemistry (Worth Publishers, Inc., current addition); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2.2
edicion, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18.2 edicion (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990); Carey y Sundberg
Advanced Organic Chemistry 3.2 ed. (Plenum Press) Vol. Ay B(1992).

Ejemplo 1: sistema de empaquetamiento de mutacién sinénima/complementacién

El siguiente es un ejemplo del disefio y construccion de un sistema de empaquetamiento basado en mutacion
sindnima/complementacién para producir particulas de transduccion no replicativas.

Los materiales usados para desarrollar el sistema de empaquetamiento se enumeran a continuacion:

Cepas bacterianas:

N1706, un liségeno de E. coli K-12 P1 ¢1-100 Tn9

Vectores:

Y14439 (cadena principal pBHR1)

Los siguientes nimeros de acceso de GenBank (N.B., las secuencias a las que se hace referencia por nimero de
acceso son las que figuran en la base de datos a partir de la fecha de prioridad de esta solicitud) o se pueden usar
SEQ ID NO. para la cadena principal del vector y secuencias de casete:

X06758 (genes de la luciferasa bacteriana luxAB)

SEQ ID NO:1 (sitio pac P1 natural)

SEQ ID NO:3 (replicon litico P1 que contiene el promotor P53 controlado por represor C1, el promotor P53
antisentido, los genes repL y una delecion sin cambio de pauta de lectura del gen kilA)

SEQ ID NO:4 (promotor de Pblast que dirige la expresion de luxAB)

Construccién de N1706 (pac): cepa mutada de pacA: una secuencia ejemplar de una secuencia mutada de pacA se
muestra en SEQ ID NO:2, mostrada en la lista de secuencias informal a continuacién. La mutacién se puede lograr
construyendo la secuencia mutada por medio de sintesis génica y a continuaciéon reemplazando la secuencia natural
en N1706 con la secuencia mutada por medio de un enfoque de intercambio alélico.

Construccion del vector indicador GWP10001: el vector GWP10001 contiene el origen de replicacién pBHR1 que
presenta amplia actividad gramnegativa, dos marcadores seleccionables para kanamicina y cloranfenicol, la
secuencia del sitio pac de bacteriofago P1 natural, los genes luxA y luxB son de Vibrio harveyi enlazados
funcionalmente al promotor de blasticilina constitutivo (Pblast), y el replicén litico P1 que contiene el promotor P53
controlado por represor C1, el promotor P53 antisentido, los genes repL y una delecidon sin cambio de pauta de
lectura del gen kilA.

La figura 2 muestra el vector resultante (GWP10001, SEQ ID NO:11), que se puede construir de una variedad de
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maneras que son conocidas por un experto en la técnica incluyendo obtener los casetes por medio de PCR de sus
fuentes naturales o por medio de sintesis génica y ensamblaje del vector por medio de clonaciéon basada en enzimas
de restriccion tradicional o técnicas alternativas tales como ensamblaje de Gibson.

Sistema de empaqguetamiento sindnimo/complementacién: el sistema de empaquetamiento incluye la cepa mutante
de pacA N1706 (pac) complementada con el vector pPGWP10001. Como es conocido para un experto en la técnica,
la manera de construir este sistema se puede lograr por transformacion de N1706 (pac) con el vector pGWP10001.
El vector pGWP10001 se puede mantener en cultivos del N1706 transformado (pac) haciendo proliferar el
transformante en presencia de 50 ug/ml de kanamicina.

Produccion de particulas de transduccion que portan ADN plasmidico: las particulas de transduccion no replicativas
que portan el vector pGWP10001 se pueden producir a partir de transformantes N1706 (pac) por medio de induccion
térmica a 42 °C. La incubacién a 42 °C da como resultado la induccién del ciclo litico P1 en el que el profago se
escinde del genoma N1706, produce elementos estructurales del fago y empaqueta el ADN concatamérico de
pGWP10001 formado por el replicon litico en particulas de fago descendiente, como se representa en la figura 1. El
lisado celular resultante se recoge a continuacién y contiene particulas de transduccion no replicativas, consistiendo
cada una en particulas de bacteriéfago P1 que portan un concatamero lineal de ADN de pGWP10001.

Ejemplo 2: sistema de empaguetamiento de delecién/complementacién

El siguiente es un ejemplo del disefio y construccion de un sistema de empaquetamiento basado en
delecion/complementacion para producir particulas de transduccion no replicativas.

Los materiales usados para desarrollar el sistema de empaquetamiento se enumeran a continuacion:

Cepas bacterianas:

RN4220 es una cepa de S. aureus defectuosa de restriccion que es un derivado no liségeno de NCTC 8325 y es un
receptor eficaz para el ADN de E. coli. Se describié por primera vez en Kreiswirth, B.N. et al., The toxic shock
syndrome exotoxin structural gene is not detectably transmitted by a prophage. Nature, 1983. 305(5936): p. 709-712.
RN10616 se deriva lisogenizando RN4220 con el bacteriéfago @80a. Ubeda, C. et al., Specificity of staphylococcal
phage and SaPl DNA packaging as revealed by integrase and terminase mutations. Molecular Microbiology, 2009.
72(1): p. 98-108.

ST24 se deriva de la delecidon del gen de la terminasa pequefa terS del bacteriofago lisogenizado ¢80a en
RN10616. Ubeda, C. et al., Specificity of staphylococcal phage and SaPl DNA packaging as revealed by integrase
and terminase mutations. Molecular Microbiology, 2009. 72(1): p. 98-108.

Vectores:

Los ejemplos de plasmidos que se pueden usar como plasmidos fuente para casetes, en algunos modos de
realizacién de la invencion, se describen en Charpentier, E., et al., Novel Cassette-Based Shuttle Vector System for
Gram-Positive Bacteria. Appl. Environ. Microbiol., 2004. 70(10): p. 6076-6085.

Los siguientes numeros de acceso de GenBank se pueden usar para secuencias de casete:

SEQ ID NO:5 (origen de replicacion del plasmido pT181 de S. aureus, variante en el numero de copias pT181cop-
623 repC)

M21136 (tetA(M))

SEQ ID NO:12 (secuencia promotora PcipB)

SEQ ID NO:9 (secuencia del gen de la terminasa pequefa (terS) ¢11)

L09137 (amp ColE1 ori)

X06758 (luxAB)

M62650 (terminacion de la transcripcion)

Delecion de terS: la construccion de la cepa con terS inactivado ST24 se puede lograr por medio de una estrategia
basada en intercambio alélico que da como resultado una delecién sin cambio de pauta de lectura que retira la

mayor parte de la secuencia codificante del gen de la terminasa pequefia de ®80a. Los detalles de esta estrategia se
describen en Ubeda, C. et al., Specificity of staphylococcal phage and SaPl DNA packaging as revealed by integrase
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and terminase mutations. Molecular Microbiology, 2009. 72(1): p. 98-108.

Una secuencia ejemplar de una cepa con terS inactivado se muestra en SEQ ID NO:13 (mostrado en el listado de
secuencias a continuaciéon). SEQ ID NO:13 es un locus de secuencia genémica de RN10616 que muestra la
delecion de terS de 80a y complementacion.

Construccién de vector: el vector GW80A0001 es un vector transportador de E. coli/S. aureus. El vector contiene
origenes de replicacion de S. aureus (pT181cop-623 repC) y E. coli (ColE1ori), los marcadores seleccionables de
resistencia a ampicilina (amp) y tetraciclina (tet(M)) para la seleccién en E. coli y S. aureus, respectivamente, la
secuencia del gen de la terminasa pequefa (terS) @11 que incluye su propio promotor, los genes luxA y luxB son de
Vibrio harveyi enlazados funcionalmente al promotor Pqps de S. aureus constitutivo, y una secuencia de terminacion
de la transcripcion (TT).

La figura 4 muestra el vector resultante (pGW80A0001, SEQ ID NO:14), que se puede construir de una variedad de
maneras que son conocidas por un experto en la técnica. En un ejemplo, el casete tet(M) y los genes IuxAB se
pueden obtener por medio de amplificacion por PCR a partir de los vectores pCN36 y pCN58 disponibles
publicamente (Charpentier, E., et al.). Se puede obtener Pcps a partir de la amplificacion por PCR de RN4220 de S.
aureus y se puede obtener terS por medio de la amplificacion por PCR a partir de RN10616. Se puede obtener una
cadena principal del vector retirando el gen ermC del vector pCN48 disponible publicamente (Charpentier, E., et al.),
y los diversos componentes del vector final pGW80A0001 se pueden ensamblar en esta estructura principal del
vector por medio de clonacion basada en enzima de restriccion disefiada apropiadamente.

Sistema de empaquetamiento de delecién/complementacién: el sistema de empaquetamiento puede incluir la cepa
con terS inactivado ST24 complementada con el vector pGW80A0001 para generar la cepa GW24. Como es
conocido para un experto en la técnica, la manera de construir este sistema se puede lograr por transformacion de
ST24 con el vector pGWS80A0001. El vector pGWB80A0001 se puede mantener en cultivos de ST24 transformada
haciendo proliferar el transformante en presencia de 5 ug/ml de tetraciclina.

Produccion de particulas de transduccién que portan ADN plasmidico: se pueden producir particulas de transduccion
no replicativas que portan el vector pGW80A0001 a partir de GW24 por medio de un procedimiento de induccion de
mitomicina C que se demostré por primera vez en E. coli y ahora es una técnica estandar para obtener profagos de
bacterias lisogenizadas. Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia coli K-12 by
Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. Este procedimiento de induccién de profago da como
resultado la induccién del ciclo litico de ©80a en el que el profago se escinde del genoma de GW24, produce
elementos estructurales de fago y empaqueta ADN concatamérico de pGW80A0001 en particulas de fago
descendiente, como se representa en la figura 2. El lisado celular resultante se recoge a continuacion y contiene
particulas de transduccion no replicativas, consistiendo cada una en particulas de bacteriéofago ¢80a que portan un
concatamero lineal de ADN de pGW80A0001.

Ejemplo 3: sistema de empaquetamiento basado en SaPlbov2 que carece de integrasa

El siguiente es un ejemplo del disefio y construccion de un sistema de empaquetamiento basado en SaPlbov2 para
producir particulas de transduccion no replicativas.

Los materiales usados para desarrollar el sistema de empaquetamiento se enumeran a continuacion:

Los siguientes materiales se pueden usar para desarrollar un sistema de empaquetamiento basado en SaPlbov2
que carece de integrasa.

Cepas bacterianas:

RN451 es una cepa de S. aureus lisogenizada con bacteriéfago ¢11.

JP2131 es RN451 que se ha lisogenizado con SaPlbov2. Véase Maiques, E. et al., Role of Staphylococcal Phage
and SaPl Integrase in Intra- and Interspecies SaPI Transfer. J. Bacteriol., 2007. 189(15): p. 5608-5616.

JP2488 es la cepa JP2131 en la que el gen int se ha delecionado de Saplbov2 (SaPlbov2Aint). Maiques, E. et al.,
Role of Staphylococcal Phage and SaPl Integrase in Intra- and Interspecies SaPl Transfer. J. Bacteriol., 2007.
189(15): p. 5608-5616.

Bacteriéfago:

Se puede obtener el bacteridfago @11 a partir de la cepa RN0451 de S. aureus por medio de un procedimiento de
induccion de mitomicina C que se describié por primera vez en E. coli y ahora es una técnica estandar para obtener
profagos de bacterias lisogenizadas. Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia
coliK-12 by Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080.
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Promotores:

Se puede usar Pc¢ps como promotor en este ejemplo. El promotor del gen clpB es un promotor constitutivo usado
para controlar la expresion del gen int. La secuencia del promotor del gen clpB (Pcps) de S. aureus se describio por
primera vez en 2004. Frees, D., et al., Clp ATPases are required for stress tolerance, intracellular replication and
biofilm formation in Staphylococcus aureus. Molecular Microbiology, 2004. 54(5): p. 1445-1462. También se empled
por primera vez para controlar la expresion génica en un plasmido en 2004. Arnaud, M., A. Chastanet y M.
Debarbouille, New Vector for Efficient Allelic Replacement in Naturally Nontransformable, Low-GC-Content, Gram-
Positive Bacteria. Appl. Environ. Microbiol., 2004. 70(11): p. 6887-6891. EI promotor se puede obtener a partir de
RN4220 de S. aureus usando cebadores descritos en 2004. /d.

Produccion de colisdgeno de @11/ SaPlbov2Aint (RN451(p11SaPlbov2Aint)): la cepa JP2488 (911 SaPlbov2Aint) se
puede producir lisogenizando JP2488 con ¢11.

Delecién de terS de @11 (RN451 (@11AterS (@11AterS SaPlbov2Aint)): la cepa RN451(p11AterS SaPlbov2Aint) se
puede producir por delecion del gen @11 terS de RN451(p11SaPIbov2Aint), como se describe en Tormo, M.A. et al.,
Staphylococcus aureus Pathogenicity Island DNA Is Packaged in Particles Composed of Phage Proteins. J.
Bacteriol., 2008. 190(7): p. 2434-2440.

Incorporacion de Pcps-int en el genoma de S. aureus (RN451(@11AterS SaPlbov2Aint Peps-int)): RN451(p11AterS
SaPlbov2Aint Pcps-int) se puede producir fusionando en primer lugar Peps € int por medio de técnicas de biologia
molecular estandar, a continuacion insertando la fusion Pcps-int en el genoma de RN451 (¢11AterS SaPlbov2Aint) y
a continuacion seleccionando clones que tienen Pcps-int insertada fuera de las regiones SaPlbov2 y ¢11.

Produccién de particulas de @11 que portan solo concatameros de SaPlbov2Aint Pcps-int: las particulas de @11 que
portan solo concatameros de SaPlbov2Aint Pcps-int se pueden producir por medio de induccién de mitomicina C de
RN451(¢p11AterS SaPIbov2Aint Peps-int), como se describe por Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the
Lysogenic Escherichia coliK-12 by Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular contiene
particulas de transduccién no replicativas, consistiendo cada una en proteinas estructurales del bacteriéfago ¢11
que portan un concatamero lineal de ADN derivado de GI.

Un experto en la materia comprendera como construir las NRTP usando los materiales mencionados anteriormente
y técnicas genéticas y de biologia molecular bien conocidas en la técnica.

Ejemplo 4: particulas de transduccion indicadoras de SarS basadas en delecion de terS/complementacion

El siguiente es un ejemplo de un sistema indicador de SarS basado en indicador de inductor que emplea una
particula de transduccién no replicativa basada en delecion de terS/complementacion.

Gen indicador: luciferasa bacteriana (luxAB). Los genes luxA y luxB son de Vibrio harveyi. Carecen de un promotor
transcripcional y cada uno contiene su propio sitio de unién al ribosoma.

Promotor del gen Spa (Pspa): €l promotor del gen spa se usara para controlar la expresion de los genes luxAB.

Construccion de la fusion Pspa-luxAB: los genes luxAB se pueden fusionar a la secuencia del promotor Pspa de modo
que los genes luxAB se enlazan funcionalmente al promotor Pspa.

Construccién del vector indicador que expresa IuxAB

el vector indicador que expresa IuxAB se puede construir por medio de técnicas de biologia molecular estandar
incorporando el producto de fusién Pspa-luxAB en el MCS del vector transportador representado a continuacion.

SR

A0 il o M PugaterS [ amploion }I T

El vector transportador de E. coli/S. aureus que porta origenes de replicacion de E. coli (ColE1ori) y S. aureus
(pT181cop-623 repC), genes de resistencia a ampicilina (amp) y tetraciclina (tet(M)), el gen de la terminasa pequefia
(terS) de $11 bajo el control de un promotor constitutivo (Pcps), un sitio de clonacion multiple (MCS) y una secuencia
de terminacion de la transcripcion (TT).

Numeros de acceso de GenBank para secuencias de casete:

J01764 (replicones pT181)

M21136 (tetA(M))
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Numero de acceso aun no disponible (Pcips)
REGION AF424781: 16526..16966 (terS)
L09137 (amp ColE1 ori)

M62650 (TT)

La propagacion del vector para llevar a cabo manipulaciones in vitro y para la verificacion de manipulaciones se
puede lograr por medio del Top 10 de E. coli y el vector modificado final se puede introducir a continuacion en
RNO0451AterS de S. aureus. Las particulas de transduccion que portan el vector transportador se pueden producir a
partir de los transformantes RN0451AterS por medio de un procedimiento de induccion de mitomicina C que se
describié por primera vez en E. coli 1959 y ahora es una técnica estandar para obtener profagos de bacterias
lisogenizadas. Otsuji, N., et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia coliK-12 by Mitomycin C.
Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular se recoge a continuacion y contiene particulas de
transduccion no replicativas, consistiendo cada una en proteinas estructurales del bacteriéfago ®11 que portan un
concatamero lineal de ADN plasmidico que puede indicar la presencia de SarS en células de S. aureus diana.

Ejemplo 5: particulas de transduccion indicadoras de B-lactamasa basadas en delecion de
terS/complementacion

El siguiente es un ejemplo de un sistema indicador de B-lactamasa basado en indicador de enzima intracelular que
emplea una particula de transduccién no replicativa basada en delecion de terS/complementacion.

Gen indicador: luciferasa de Renilla (ruc)

Promotor: el promotor puede ser Puiaz. El promotor de beta-lactamasa constitutivo se puede usar para dirigir la
expresion del gen ruc.

Sustrato encajado: coelenterazina-fosfato encajado como se describe en Daniel Sobek, J.R., Enzyme detection
system with caged substrates, 2007, Zymera, Inc.

Construccién de la fusion Ppiaz-ruc: Los genes ruc se pueden fusionar a la secuencia del promotor Psaz de modo que
los genes ruc se enlacen funcionalmente al promotor Ppiaz.

Construccion del vector indicador que expresa ruc: el vector indicador que expresa ruc se puede construir por medio
de técnicas de biologia molecular estandar incorporando el producto de fusidon Pyiaz-ruc en el MCS del vector
transportador representado en la seccion V, A, 3), i) anterior.

La propagacién del vector para llevar a cabo manipulaciones in vitro y para la verificacion de manipulaciones se
puede lograr por medio del Top 10 de E. coli y el vector modificado final se puede introducir a continuacién en
RNO0451AterS de S. aureus. Las particulas de transduccion que portan el vector transportador se pueden producir a
partir de los transformantes RN045 1AterS por medio de un procedimiento de induccién de mitomicina C que se
describié por primera vez en E. coli 1959 y ahora es una técnica estandar para obtener profagos de bacterias
lisogenizadas. Otsuji, N., et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia coliK-12 by Mitomycin C.
Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular se recoge a continuacién y contiene NRTP consistiendo
cada una en proteinas estructurales del bacteriéfago @11 que portan un concatamero lineal de ADN plasmidico que
puede expresar luciferasa de Renilla dentro de células de S. aureus viables dentro de la gama de huéspedes de

o11.

Ejemplo 6: particulas de transduccion indicadoras de moléculas intracelulares basadas en delecién de
terS/complementacion

El siguiente es un ejemplo de un sistema indicador basado en indicador de molécula intracelular que emplea una
particula de transduccion no replicativa basada en delecion de terS/complementacion.

Promotor: el promotor puede ser Puiaz. El promotor de beta-lactamasa constitutivo se puede usar para dirigir la
expresion del gen ruc.

Aptamero intercambiable: los aptameros intercambiables se pueden disefiar y construir como se describe en Samie
Jaffrey, J.P., Coupled recognition/detection system for in vivo and in vitro use, 2010, Cornell University.

Sustrato fluoréforo: los sustratos fluoréforos correspondientes junto con los aptameros intercambiables anteriores se

pueden disefiar y construir como se describe en Samie Jaffrey, J.P., Coupled recognition/detection system for in vivo
and in vitro use, 2010, Cornell University.
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Construccioén de la fusion Peraz-SA: El gen SA se puede fusionar a la secuencia del promotor Ppiaz de modo que el
gen SA se enlace funcionalmente al promotor Pbpiaz.

Construccion del vector indicador que expresa SA: el vector indicador que expresa SA se puede construir por medio
de técnicas de biologia molecular estandar incorporando el producto de fusidn Puiaz-SA en el MCS del vector
transportador representado en el ejemplo 4 anterior. La propagacién del vector para llevar a cabo manipulaciones in
vitro y para la verificacion de manipulaciones se puede lograr por medio del Top 10 de E. coli y el vector modificado
final se puede introducir a continuacion en RN0451AterS de S. aureus. Las particulas de transduccién que portan el
vector transportador se pueden producir a partir de los transformantes RN0451AterS por medio de un procedimiento
de induccion de mitomicina C que se describié por primera vez en E. coli 1959 y ahora es una técnica estandar para
obtener profagos de bacterias lisogenizadas. Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic
Escherichia coli K-12 by Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular se recoge a
continuacion y contiene particulas de transduccion no replicativas, consistiendo cada una en proteinas estructurales
del bacteriéfago @11 que portan un concatdmero lineal de ADN plasmidico que puede expresar el SA dentro de
células de S. aureus viables dentro de la gama de huéspedes de @11.

Ejemplo 7: sistema indicador basado en particulas de transduccién no replicativas

Las particulas de transduccion no replicativas descritas anteriormente se pueden usar en un sistema indicador para
detectar la presencia de bacterias viables por medio de la expresion de una molécula indicadora (por ejemplo,
luxAB). Cuando esta particula de transduccion introduce un vector indicador (por ejemplo, PGW80A0001) en una
célula dentro de la gama de huéspedes de la particula de transduccion, las células en las que el promotor (por
ejemplo, Pcps) se reconoce por el mecanismo de transcripcion celular puede dirigir la expresion de la molécula
indicadora dentro de esa célula.

Para someter a prueba la funcionalidad de las particulas de transduccién no replicativas como indicadores para
detectar la presencia de células de S. aureus, se desarrollaron diversos ensayos de indicadores SASM/SARM. En
un modo de realizacion, se desarrolld6 una particula de transduccion no replicativa a partir de un bacteriéfago
especifico de S. aureus y se incorporaron los genes de la luciferasa bacteriana luxAB bajo el control de un promotor
constitutivo. Cuando la particula de transduccion no replicativa suministré acido nucleico indicador en S. aureus, el
promotor constitutivo expresé luxAB adecuado para indicar la presencia de un S. aureus viable.

Ademas, el antibiético cefoxitina se afiadié antes de, simultdneamente con, o después de la adicion de las particulas
de transduccidon en una muestra que contenia células de S. aureus. Si las células no fueron fenotipicamente
resistentes a cefoxitina (es decir, no fueron SARM), la luminiscencia disminuy6 o se elimind, indicando que las
células fueron SASM. Sin embargo, si las células fueron fenotipicamente resistentes a cefoxitina (es decir, fueron
SARM), se observé una luminiscencia incrementada o detectable, indicando que las células fueron SARM.

Funcién del ensayo de indicador celular viable basado en particulas de transduccién no replicativas

Se analizé la funcion de la particula de transduccién no replicativa como indicador. La gama de huéspedes de
transduccion de la particula de transduccion no replicativa basada en bacteriéfago 80a se examiné en 101 aislados
clinicos de SARM. El ensayo de transduccion se llevé a cabo exponiendo cultivos de cada aislado bacteriano
cultivado en TSB modificado al lisado celular GW24 que contenia las particulas de transduccion no replicativas y
cultivando la mezcla en medios solidos que contenian tetraciclina.

En este ejemplo, la particula de transduccion no replicativa porté un marcador seleccionable de tetraciclina. Se
esperaba que las células transducidas con las particulas de transduccién no replicativas fueran resistentes a
tetraciclina. Ademas, la transduccion se examiné por medio de un ensayo de luminiscencia exponiendo cada aislado
bacteriano en cultivo liquido al lisado celular que contenia las particulas de transduccion no replicativas y evaluando
la mezcla para determinar la actividad de luminiscencia de luciferasa bacteriana después de un periodo de
incubacion.

El ensayo de transduccion mostré que la particula de transduccion no replicativa basada en ¢80a pudo transducir
todos los 101 aislados clinicos de SARM y ninguno de los estafilococos distintos de S. aureus.

La figura 21 muestra los resultados del ensayo de transduccion en el que 36 SARM sensibles a tetraciclina se
expusieron a particulas de transduccion que portaban pGWB80A0001 y a continuaciéon se colocaron en placas de
medios que contenian 5 ug/ml de tetraciclina. Los resultados muestran que las 36 cepas de SARM proliferaron en
los medios que contenian tetraciclina debido a la transduccion con pGWB80A0001. Los experimentos de control en
los que se colocaron los aislados de SARM en medios que contenian tetraciclina sin exposiciéon a particulas de
transducciéon no mostraron proliferacion (no mostrado). Ademas, el aislamiento del plasmido a partir de cepas de
SARM transducidas demostré la recuperacion del plasmido pGW80A0001 como se confirma por medio de
secuenciacion del plasmido aislado. Los resultados de transduccion demostraron por tanto que el origen de
replicacién del plasmido indicador presenta actividad en todos los aislados de SARM sometidos a prueba.
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La figura 22 ilustra la luminiscencia medida a partir de 80 aislados clinicos de SARM y 28 aislados clinicos de S.
aureus sensible a meticilina (SASM) transducidos con la particula de transduccion. En el experimento, los cultivos de
SARM y SASM se cultivaron a una densidad optica a 600 nm de 0,1 y a continuacion se mezclaron 100 ul de los
cultivos cultivados en TSB modificado con 10 ul de lisados celulares de GW24 que contenian particulas de
transduccién y se incubaron adicionalmente a 37 °C durante un periodo de 4 horas antes de someter a ensayo la
luminiscencia. Las mediciones de luminiscencia se realizaron anadiendo 10 ul de una solucion 1 mM de decanal, un
aldehido que desencadena una reaccién luminiscente dentro de las células que expresan luciferasa bacteriana.
Como se esperaba, se observd luminiscencia tanto de SARM como de SASM transducidas con la particula de
transduccioén no replicativa especifica de S. aureus. Ademas, cuando se afnadié cefoxitina a los cultivos celulares al
mismo tiempo que la adicion de particulas de transduccion, se observo luminiscencia de SARM pero no de SASM,
demostrando asi la capacidad de las particulas de transduccién de indicar tanto la presencia de SASM como de
SARM. Los resultados de luminiscencia demuestran por tanto que el promotor que dirige la expresion de luxAB
presenta actividad en todos los aislados de S. aureus sometidos a prueba.

Optimizacion del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en particulas de transduccién no
replicativas - Formulacién de reactivo de particula de transduccién

La produccion y formulacién del reactivo de particula de transduccidon no replicativas se optimizé para una
formulacion final. En resumen, se realizé una fermentacién a escala de 151 usando medios TSB incluyendo
induccion con peroxido de GW24. El lote de fermentador de 15 | se inocul6 a partir de un cultivo de indculos durante
la noche de 200 ml (una proporcion de indculo de un 1,3 % (v/v)). El cultivo se indujo a una DO de 0,8 con peréxido
de hidrogeno y se enfrié hasta 25 °C después de la induccion sin control de pH o DO. El sobrenadante de cultivo se
recogio por filtracion de flujo tangencial (TFF) a la mafana siguiente con el propésito de aclarar las particulas de
transduccion de fagos de los restos celulares. A continuacion, el material se concentré adicionalmente y se diafiltré
en tampodn SM sin gelatina y se almacené a 2-8 °C antes de la filtracion estéril final y el almacenamiento.

A continuacion se detalla un resumen detallado del proceso:

Proliferacién en matraz de indculos

(1) Inocular 200 ml de TSB que contiene 5 ug/ml de tetraciclina con GW24
(2) Incubar a 37 °C, 200 rpm durante 10-18 horas.

Inoculacion para fermentacion (15 1 de TSB con 5 ug/ml de tetraciclina)

(1) Preparar el patin del fermentador con las siguientes condiciones de fermentacion: 37 °C, agitacion a 250 rpm,
flujo de aire a 15 Ipm y contrapresion a 20,7 kPa (3 psig).

(2) Inocular el fermentador usando 200 ml del cultivo de indculos durante la noche.

Inducir cultivo

(1) Una vez que la DO 600 nm alcanza 0,8 (0,6-0,9), inducir el cultivo con H202 0,5 mM

(2) Incrementar el punto de ajuste de temperatura del fermentador hasta 42 °C

Condiciones posteriores a la induccion y seguimiento

(1) Una vez se completa la induccion de 30 minutos, restablecer la temperatura objetivo del fermentador a 25 °C
(2) Una hora después del enfriamiento, apagar la alimentacion de aire al fermentador y ajustar la agitaciéon a cero

(3) Realizar seguimiento del cultivo de fermentacién a intervalos de una hora, o con mas frecuencia segun sea
necesario, hasta que la DO 600 nm haya disminuido a 0,40 o inferior.

Recogida/Aclaracion

(1) Después de que la DO600 de cultivo de fermentacion haya alcanzado un minimo menor que o igual a 0,40, tomar
una muestra aséptica de 20 ml y afiadir 30 pl de benzonasa al fermentador.

(2) Restablecer la agitacion a 250 rpm. Permitir 60 minutos con agitacion para la incubacion de benzonasa.
(3) Aclarar la muestra de EOF con una centrifugacion de 15 minutos a 3000 g.

(4) Pasar el material aclarado a través de un filtro de membrana de 0,45 uM

Concentracion e intercambio de tampones

(1) Concentrar el cultivo aclarado por TFF usando una membrana de Iamina plana de 500 kDa 10 veces.

(2) Diafiltrar el cultivo concentrado a un volumen constante frente a SM Buffer sin gelatina usando la membrana TFF
de 500 kDa usada para la concentracién

Filtracion final
(1) Filtrar el material con tampdn intercambiado concentrado a través de un filtro de 0,2 pm.
(2) Almacenar el material de fago filtrado final a 2-8 °C.

Se pueden usar diversos otros reactivos y formulaciones como es conocido para los expertos en la técnica para
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derivar la formulacion.

Optimizacion del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en particulas de transduccién no
replicativas - Formulaciéon de medio de proliferacion

Se optimizd una formulacién de medio de proliferacion para el ensayo de SARM de indicador de células viables
basado en NRTP. Para producir luminiscencia en el ensayo de SARM basado en NRTP, el medio debe estar
equilibrado para proliferacion de Staphylococcus aureus y tener una concentracion adecuada de cationes y aditivos
para favorecer la transduccién de NRTP. Se conocia que el medio TSBmod usado en ensayos previos a este
estudio de desarrollo tenia problemas de precipitacién que afectarian la estabilidad del medio. La formulaciéon de
medio de proliferacion requirié estabilidad en la formulacién final con un objetivo de 1 afio a temperatura ambiente.

Procedimientos: preparacién de células para el ensayo de SARM

(1) Diez cepas unicas de SARM para el ensayo de subconjunto y una cepa Unica de SASM se sometieron a
prueba en el ensayo de SARM.

(2) Los cultivos nocturnos se iniciaron en una placa profunda de 96 pocillos a una dilucién 1:50 en TSB de una
reserva congelada de un solo uso y se incubaron a 37 °C en un agitador orbital durante >15 horas. MRSA/MSSA
(8 ul) en TSB (392 i)

(3) Al dia siguiente, un cultivo de dia a una dilucién 1:50 del cultivo durante la noche se iniciéd en TSB en una placa
pocillos profundos de 96 pocillos (392 ul de TSB + 8 ul de células) y se incubd a 37 °C en un agitador orbital durante
4 horas.

(4) Las células se centrifugaron en una centrifuga durante 5 minutos a una fuerza de 1800 g y 10 °C, se aspir¢ el
medio gastado sin alterar el sedimento.

(5) Las células centrifugadas se lavaron en Tris-HCI 50 mM, pH 7,2, se centrifugd, se aspiré con tampon sin alterar
el sedimento y se resuspendié en 400 yl de RPMI. Se usa RPMI para reducir la variabilidad en el estado metabdlico
de las células y para imitar el bajo metabolismo como se encuentra en muestras clinicas.

(6) La placa se cubrié con un cierre AirPore y se incubd en la mesa durante 48 h.

(7) Seleyo la DO transfiriendo 200 pl de cultivo de RPMI en una placa de DO de pocillos poco profundos y se usé
un pocillo en blanco con medio de RPMI solo para restar la DO en blanco.

(8) Las células se normalizaron a DO 0,1 en 100 .

(9) Se realiz6 otra dilucién 1:10 en RPMI para producir una DO de 0,005.

Se prepar6 medio base de ensayo para someterse a prueba como se muestra en la tabla 2 y se muestra un conjunto
representativo de modificaciones de medio en preparacion para el ensayo de SARM en la tabla 3.

Tabla 2: Medio base para el desarrollo de la formulacién en medio de proliferacién

Componentes TSB |B2 |BSS-2 |Notas

Digerido enzimatico de harina de soja|3 0 3

(9)

Digerido enzimatico de caseina (g) 17 10 10 Ajustar pH a 7,2
Extracto de levadura (g) ND [25 |25 con NaOH 10 N.
Cloruro de sodio (g) 5 25 25 austggg\t/irSa
Fosfato de dipotasio (g) 25 |1 0 filtrado esterilizado
alfa-D-glucosa (g) 25 |5 5

Volumen (litro) 1 1 1

Tabla 3: Modificaciones de medio base para el desarrollo de formulacion en medio de proliferaciéon

Concentracion de sal/ aditivos para modificacion

Medio base Numero CaCl: MgCl: BGP Tris-HCI EDTA HEPES
(30 mi) mod. (mM) (mM) (mM) pH7,0 (mM) |(mM) (mM)
B2 M53 5,0 2,0 0,0 50,0 10,0 0,0
BSS-2 M50 10,0 2,0 60,0 50,0 10,0 0,0
BSS-2 M54 6,7 3,3 60,0 50,0 0,0 0,0
BSS-2 M55 5,0 5,0 60,0 50,0 0,0 0,0
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Concentracion de sal/ aditivos para modificacion

Medio base Numero CaCl MgCl2 BGP Tris-HCI EDTA HEPES
(30 ml) mod. (mM) (mM) (mM) pH7,0 (mM) [(mM) (mM)
BSS-2 M56 6,7 3,3 60,0 0,0 0,0 10,0
BSS-2 M57 5,0 5,0 60,0 0,0 0,0 10,0
TSB M1 (original) |5,0 10,0 60,0 0,0 0,0 0,0
TSB M58 5,0 10,0 60,0 0,0 11,1 0,0

A cada preparacion de medio, se le afiadid NRTP y cefoxitina de acuerdo con la tabla 4 a continuacion para preparar
el reactivo de medio de NRTP:

Tabla 4: combinacién de medio de proliferaciéon de ensayo de SARM/ reactivo de particula de transduccion

30 ml medio Concentracion final
Cefoxitina 5 ug/ml
Lisado GW24 30X

El ensayo de SARM se ejecutoé con las siguientes etapas:

(1) Configuraciéon de placa de ensayo: afadir 198 yl de reactivo de medio de fago y 2,0 yl de cada diluciéon de
bacterias DO 0,05 y DO 0,005 en RPMI (aproximadamente equivalente a 20.000 y 2.000 UFC/ml, respectivamente)
0 2,0 ul de RPMI como blanco.

(2) Placa de ensayo de incubacion: incubar la placa de ensayo en agitador orbital a ~100 rpm durante 4 horas a
37 °C.

(3) Preparar el lumindmetro (Molecular Devices SpectraMax L): lavar la linea de reactivo con etanol al 70 %
seguido de agua Dl y a continuacién cebar con el reactivo de sustrato. Configurar el programa informatico como Fast
Kinetic con inyeccion de 50 ul de reactivo de sustrato a 250 pl/s después de 10 puntos de referencia y leer en 40
puntos cada 0,25 segundos.

(4) Ejecutar el ensayo: Someter a prueba cada placa de dilucién bacteriana, después de dejar que la placa se
equilibre a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Analisis

(1) Determinar el limite de corte promediando RLU en blanco en todos los replicador y puntos temporales y
afiadiendo tres desviaciones estandar.

(2) Determinar RLU maxima para cada muestra usando SoftMaxPro.

(3) Determinar si la RLU maxima fue mayor que la RLU de corte y, de ser asi, a continuacion se usaron los datos
de muestra para las comparaciones del rendimiento de medio.

(4) Normalizar todos los valores de RLU max. a la RLU max. en TSB M1 (medio en uso hasta que comience el
desarrollo) para la cepa que se analiza en la dilucion especifica.

(5) Promediar los valores de RLU normalizados en todas las cepas de SARM para un medio en particular y su
modificacion

(6) Promediar los promedios para las dos placas de dilucion, dando lugar en ultima instancia a un valor numérico
unico que representa el incremento en veces en el rendimiento en base a RLU de un medio en particular a través de
10 cepas diferentes de SARM en diluciones de 2 células sometidas a prueba.

Resultados del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en NRTP

Determinacion de RLU de corte: el promedio y desviacién estandar de la RLU se calculé en todos los puntos
temporales (25) para cada replicado en blanco (4). El valor de corte se calcul6 para cada placa como el promedio de
RLU en blanco més tres desviaciones estandar.

Determinacion de mejoras relativas: la RLU maxima se exportd para cada muestra (blancos, SASM y SARM en
todas las diluciones) de SoftMaxPro y se comparé con la RLU de corte. Si la muestra tenia 2 puntos de datos
mayores que el valor de corte para la concentracidon de fagos, entonces se utilizé el valor de RLU maximo para el
analisis.

Los valores se normalizaron dividiendo una RLU maxima particular entre la RLU maxima de su condicién de control
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(esa cepa en medios original TSB M1, en la dilucidon que se analiza). Las proporciones obtenidas se promediaron en
10 SARM para cada condiciéon de medio y cada dilucién, como se muestra en la tabla 5. El promedio de las dos
diluciones también se muestra en la tabla.

Tabla 5: Resultados del ensayo de SARM de diversas formulaciones del medio de proliferacion

Promedio para
Medio Placa1 | Placa 2 ambas
diluciones

B2 M53 1,89 1,88 1,89
BSS-2 |M50 1,37 1,47 1,42
BSS-2 |M54 1,50 1,76 1,63
BSS-2 |M55 1,82 2,90 2,36
BSS-2 |M56 2,38 6,00 4,19
BSS-2 [M57 2,00 3,92 2,96
TSB M1 1,00 1,00 1,00
TSB M58 1,18 0,96 1,07
Conclusiones

BSS2-M56 presentd el mejor rendimiento en promedio en los diversos medios sometidos a prueba. El medio basado
en tampon HEPES respondié mejor que el medio tamponado con Tris-HCI. Es conocido que HEPES es un sistema
tamponador bioldgicamente favorable a diferencia de Tris-HCI. La base/caldo a base de B2 tuvo un mejor
rendimiento que el caldo a base de TSB.

Se pueden usar diversos otros reactivos y formulaciones como es conocido para los expertos en la técnica para
derivar la formulacion. Se desarrollaron otras formulaciones adecuadas por medio de experimentos similares como
se describe anteriormente. Los ejemplos de otras formulaciones adecuadas se incluyen a continuacion en las tablas
6,7y8.

Tabla 6: Formulaciéon de medio BSC

Componentes BSC Cantidad

Digerido  enzimatico de|14,5g
caseina

Extracto de levadura 355¢g
Cloruro de sodio 355¢g
alfa-D-glucosa 79
Vol. total 11

Tabla 7: Modificacion de medio BSC

BSC-Mé64

Nombre quimico Conc. final (ensayo)
BGP (mM) 60,0

HEPES (mM) 10,0

LiCl (mM) 84,0

BSC Hasta 11

Tabla 8: Modificacion de medio de particula de transduccién

Formulacion de particula de transduccién

(PM4)

Productos quimicos

Conc.

final

(ensayo)
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Formulacién de particula de transduccién

(PM4)

Productos quimicos Conc. final
(ensayo)

CaClz (M) 0,00667

MgClz (M) 0,00335

HEPES (M) 0,01000

reserva de lisado GW24 0,01250

Acida de sodio (%) 0,0006

Agua Hasta 1 ml

Optimizacion del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en particulas de transduccién no
replicativas - Formulacion de reactivo de sustrato

Para producir luminiscencia en el ensayo de SARM, el reactivo de sustrato debe incluir un aldehido como sustrato
para la luciferasa. Una formulacion de aldehido alifatico desarrollada inicialmente (tridecanal 4,2 mM en TSB) no era
estable y formdé una emulsion heterogénea en lugar de una solucion. Este ejemplo explica el desarrollo de una
formulacion de reactivo de sustrato que aborda estos problemas con un objetivo de 6 meses a temperatura ambiente
0 2-8 °C de estabilidad.

Este ejemplo describe las etapas que se tomaron para desarrollar el reactivo de sustrato para una formulacion final.
Procedimientos
Todos los experimentos de cribado y estabilidad se sometieron a prueba usando un "sistema modelo" que consiste

en la cepa RN4220 de S. aureus que alberga un plasmido que expresa LuxAB. El procedimiento de preparacion y
prueba tipico fue como sigue.

(1) Cultivo durante la noche: 2 ml de TSB+1 ul de 10 mg/ml de tetraciclina+1 colonia de bacterias del sistema
modelo de la placa TSA, agitando a 225 rpm durante la noche a 37 °C

(2) Cultivo de dia: cultivo durante la noche diluido 1:50 o 1:100 en TSB+5 ug/ml de tetraciclina, agitando a 225 rpm
durante 1,5-2 horas a 37 °C.

(3) Normalizar el cultivo de dia: se midié 1 ml de cultivo de dia en Nanodrop con cubeta a 600 nm, en blanco con
TSB+5 ug/ml de tetraciclina. se diluy6 hasta 0,1 DO con TSB+5 ug/ml de tetraciclina.

(4) Cultivo diluido para someter a prueba: cultivo diluido 0,1 DO con TSB + 5 ug/ml de tetraciclina a una dilucion
1:200, 1:2000 y 1:20000 que fue aproximadamente equivalente a 100000, 10000 y 1000 UFC/mI.

(5) Bacterias de placa: se afiadieron 200 ul de cada dilucién y un blanco (TSB+5 ug/ml de tetraciclina sin bacterias)
en tres replicados a una placa de ensayo blanca Greiner Bio-one para cada sustrato a analizar.

(6) Preparar el lumindmetro (SpectraMax L): lavar la linea de reactivo con etanol al 70 % seguido de agua Dl y a
continuacion cebar con el sustrato. Configurar el programa informatico como Fast Kinetic con inyeccién de 50 ul de
sustrato a 250 ul/s después de 10 puntos de referencia y leer en 40 puntos cada 0,25 segundos.

(7) Ejecutar el ensayo: someter a prueba cada formulacion de reactivos de sustrato con lavado y cebado de
SpectraMax L entre cada sustrato. Llevar todos los reactivos del sustrato a temperatura ambiente antes de realizar la
prueba.

Todos los experimentos de confirmacion se sometieron a prueba usando el ensayo de SARM para garantizar
resultados similares en el ensayo real como el sistema modelo usado para seleccionar nuevas formulaciones.

(1) Preparar cultivo: se cultivaron diez cepas de SARM de bajo rendimiento y una cepa de SASM en fase
logaritmica en TSB en un bloque de pocillos profundos de 2 ml. Las células se centrifugaron, se lavaron con 1x PBS,
a continuacion se resuspendieron en medio RPMI.

(2) Normalizar bacterias: medir 200 ul de cultivo RPMI y blanco de RPMI en placa transparente Greiner Bio-one en
VersaMax a 600 nm. Restar DO de blanco de cada cepa. Normalizar cada cepa a DO 0,05 en medio de RPMI.

(3) Diluir bacterias: Diluir cultivo DO 0,05 1:10 en medio de RPMI a DO 0,005.

(4) Preparar el reactivo de medio de fago: Afadir fago, cefoxitina y piruvato de sodio a BSS-M56 incluyendo:

cefoxitina (5 ug/ml)

a.
b. reserva de lisado GW24 (0,03X)
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c. piruvato de sodio (0,025 M)

(5) Configurar placa de ensayo = afiadir 198 ul de reactivo de medio de fago y 2 ul de cada dilucién de bacterias
(DO 0,05 y DO 0,005 en RPMI, aproximadamente equivalente a 20000 o 2000 UFC/ml) o 2 ul de RPMI como un
blanco en dos replicados.

(6) Incubar placa de ensayo = incubar placa de ensayo en agitador orbital a ~100 rpm (velocidad 3) durante 4
horas a 37 °C.

(7) Preparar el lumindmetro (SpectraMax L) = lavar la linea de reactivo con etanol al 70 % seguido de agua Dl y a
continuacion cebar con el sustrato. Configurar el programa informatico como Fast Kinetic con inyeccion de 50 ul de
sustrato a 250 ul/s después de 10 puntos de referencia y leer en 40 puntos cada 0,25 segundos.

(8) Ejecutar el ensayo = Someter a prueba cada formulacién de reactivos de sustrato con lavado y cebado de
SpectraMax L entre cada sustrato.

Los experimentos para el desarrollo de la formulacion de reactivo de sustrato se disefiaron para mejorar lo siguiente:

(1) Mejorar la solubilidad afadiendo de tensioactivos (Tween 20, Triton X-100, NP-40, Brij-35, SNS, etc.),
afiadiendo disolventes (etanol, metanol, DMSO, etc.), afiadiendo aceites no volatiles (aceite de ricino)

(2) Mejorar la estabilidad afadiendo estabilizantes (trietanolamina, ciclodextrina, etc.), afiadiendo antioxidantes
(vitamina E, acetato de vitamina E, vitamina E PEG 1000, oxirasa, etc.), ajustar el procedimiento de adicion de
tridecanal (con tensioactivo, con disolvente, en la solucidn final, con antioxidante, etc.), almacenar tridecanal y
reactivo de sustrato en nitrégeno para reducir la oxidacion del aldehido, y reducir la posibilidad de contaminacion
microbiana afadiendo conservantes tales como ProClin y por filtracion estéril del reactivo de sustrato.

(3) Mejorar el rendimiento del ensayo por medio de ajuste del pH de la formulacién y sistema de tampén de pH

(4) Mejorar el rendimiento global determinando el aldehido con la mayor produccion de RLU (aldehidos sometidos
a prueba de 6-14 carbonos en multiples formulaciones para determinar si se observd una mejora en la solubilidad,
estabilidad y rendimiento de ensayo).

(5) Mejorar el rendimiento general afiadiendo antiespumante para reducir la espumacion durante la preparacion
del reactivo y la adicion de reactivo a la muestra durante el ensayo.

Anadlisis y resultados

La reaccion cinética se traz6 para cada muestra y se ajusté una linea al promedio en cada punto de lectura de tres
repeticiones. Tipicamente, los resultados mostraron una dilucion 1:2000 de bacterias del sistema modelo DO 0,1,
aproximadamente equivalente a 10.000 UFC/ml 0 2.000 UFC/ensayo.

La RLU maxima normalizada a la del reactivo de sustrato de referencia se analizé para los experimentos de
estabilidad. En cada punto temporal de estabilidad, la RLU maxima para cada muestra se normalizé a la RLU
maxima del sustrato de referencia. La RLU maxima normalizada se representd con respecto a puntos temporales y
se represento una regresion lineal con un IC de un 95 %.

Conclusiones

Los parametros clave ajustados a partir de la formulacion de referencia para producir una formulacién de reactivo de
sustrato final se resumen en la tabla 9.

Tabla 9: Resumen de resultados del desarrollo de la formulacién de reactivo

Modificacion al reactivo de sustrato Motivo

Tridecanal 4,2 mM+TSB Reactivo de sustrato original

Retirar TSB Reducir la posibilidad de contaminacion
Anadir Tween 20 al 1 % Mejorar la solubilidad

Ajustar hasta pH 3 con tampdn dibasico de
acido citrico 0,1 M al 79,45 %-fosfato de sodio

0,2Mal 19,55 % Mejorar el rendimiento de ensayo
Afadir tridecanal directamente al tensioactivo

concentrado Mejorar la estabilidad

Anadir filtrado de reactivo del sustrato a través

de membrana PES de 0,2 um Mejorar la estabilidad

Anadir ProClin 300 al 0,05 % Mejorar la estabilidad

Afadir trietanolamina Mejorar la estabilidad
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Cambiar Tween 20 al 1 % a Triton X-100 al|Mejorar la estabilidad, mejorar la
0,5 % solubilidad

Cambiar de tampoén dibasico de acido citrico
0,1 M al 79,45 %-fosfato de sodio 0,2 M al
19,55 %, a tampon de acido citrico 0,1 M al|Mejorar el rendimiento de ensayo, reducir
82 %-citrato d sodio 0,1 M al 18 %, mantener a|la posibilidad de precipitacion con la

pH 3 retirada del tampon fosfato
Afadir 100 ppm de antiespumante Y30 Mejorar el rendimiento de ensayo

Mejorar la estabilidad, reducir Ila
Anadir acetato de vitamina E al 0,5 % precipitacion

Cambiar el fabricante principal de tridecanal de
Alfa Aesar a Sigma/OmegaChem Mejorar el rendimiento de ensayo

Mejorar el rendimiento del ensayo,
Cambiar acetato de vitamina E al 0,5 % a|mejorar la solubilidad, mejorar Ia
vitamina E PEG 1000 al 1-2 % estabilidad

Se prepararon dos formulaciones de reactivo de sustrato para dos temperaturas de almacenamiento diferentes, una
para el almacenamiento a 2-8 °C y otra a 18-24 °C.

Formulaciones de reactivo de sustrato finales almacenadas a 2-8 °C. Formulacion: Triton X-100 al 0,5 %+ tridecanal
4,2 mM + acetato de vitamina E al 0,5 % + 100 ppm antiespumante Y30+ trietanolamina al 0,5 % + acido citrico
0,1 M al 82 % + citrato de sodio 0,1 M al 18 % a pH 3 + ProClin 300 al 0,05 %. La formulacién no precipité después
de 1 mes a 2-8 °C y se pudieron detectar cepas de SARM igual que el dia 0.

Formulaciones de reactivo de sustrato finales almacenadas a 18-24 °C. Formulacioén: Triton X-100 al 0,5 % +
tridecanal 6,3 mM + 100 ppm antiespumante Y30 + trietanolamina al 0,5 % + acido citrico 0,1 M al 82 % + citrato de
sodio 0,1 M al 18 % a pH 3 + succinato de a-tocoferol-PEG 1000 al 2 %+ ProClin 300 al 0,05 %. La formulacién no
precipitd después de 1 mes a 18-24 °C y se pudieron detectar cepas de SARM igual que el dia 0.

Se pueden usar diversos otros reactivos y formulaciones como es conocido para los expertos en la técnica para
derivar la formulacién.

Rendimiento analitico del ensayo de SARM de indicador _de células viables basado en particulas de
transduccién no replicativas

Se examin6 el rendimiento analitico del ensayo de SARM NRTP optimizado, incluyendo un analisis del limite de
detecciodn del ensayo y un andlisis de la reactividad cruzada e interferencia microbiana del ensayo cuando se puso a
prueba con organismos no diana.

A) Ensayo del limite de deteccion

El limite de deteccion del ensayo de NRTP se evalu6 determinando la menor cantidad de células SARM que
representan diversas cepas que podrian producir una sefial de unidad de luz relativa (RLU) por encima de un valor
umbral determinado a partir de muestras en blanco. Las cepas de SARM incluyeron los tipos SCCmec |, Il y IV, asi
como una cepa SARM que porta la variante del gen mecA mecC, una cepa de SARM que los ensayos de PCR de
SARM aprobados por la FDA no han podido detectar.

Los siguientes materiales clave se usaron en el estudio de rendimiento clinico:
Reactivo de medio de proliferacion: BSS-M56

Reactivo de sustrato: las formulaciones de reactivo de sustrato finales se almacenaran a 18-24 °C como se describe
anteriormente.

Reactivo de particula de transduccion: base BSS-M56 con 10 ug/ml (es decir, 2X concentracion) de cefoxitina y
reactivo de particula de transducciéon como se describe anteriormente a una 2X concentracion.

Protocolo de estudio del LdD:

Cultivo durante la noche: para cada cepa de SARM y una cepa de control negativo de SASM, se inocularon 2 ml de
TSB con una colonia de la cepa cultivada previamente en placas de TSA. Los cultivos de SARM durante la noche
incluyeron 5 ug/ml de cefoxitina. Todas las muestras se incubaron durante la noche a 37 °C en una incubadora con
agitacion.
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Cultivo de dia: se transfirieron 20 ul de cada uno de los cultivos nocturnos a un nuevo tubo de cultivo que contenia
2 ml de reactivo de medio de proliferacién. A continuacion se incubaron los indculos a 37 °C con agitacion durante
aproximadamente 1 h 45 min, hasta que la DO(600 nm) alcanz6 0,1.

Diluciones en serie:

a) se repartieron 1000 ul de cada una de las muestras en la fila A de una placa de 96 pocillos de pozo profundo de
2 ml.

b) A continuacion se llenaron las filas restantes (B-H) con 900 ul de reactivo de medio de proliferacion.

c) A continuacion se prepararon diluciones en serie de 10 veces tomando 100 ul de la fila A y mezclando en la fila B,
etc., de modo que la fila H contenia muestras de material de la fila A a una dilucién de 10-7.

Enumeracién de carga bacteriana: Se colocaron 5 ul de cada pocillo de la fila E en una placa de TSA que se inclind
a continuacion para permitir que la mancha de liquido se extendiera sobre la placa (para facilitar mas tarde el
recuento de colonias). (La fila E es una dilucion 10 de la fila A). A continuacién se incubaron las placas durante la
noche a 37 °C.

Preparacion del ensayo:

a) Los pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos blancos se llenaron con 100 ul de 2x reactivo de particula de
transduccioén.

b) Las filas F y G (es decir, diluciones de 105y 10 veces de la fila A, respectivamente) se usaron a continuacion
para llenar los pocillos de la placa de ensayo de 96 pocillos que contenia el reactivo de particula de transduccion de
modo que cada muestra se anadio a la placa en cuatro replicados.

c) A continuacion se sello la placa con un cierre transpirable y se incubd durante 4 horas a 37 °C con agitacion
moderada, 50 rpm.

Al final de las 4 horas, se retir6 la placa de la incubadora y se midié de inmediato la luminiscencia en un SpectraMax
L que inyectd 50 pl del reactivo de sustrato y se midié la luminiscencia durante un periodo de 1 minuto.

Analisis:

Los datos de luminiscencia de cada muestra se representaron como RLU frente al tiempo. Se usaron muestras en
blanco para determinar un valor de corte calculado a partir de todos los puntos temporales de las muestras en
blanco usando la siguiente formula: (media RLU blanco + 3* DE RLU blanco)

A continuacién se obtuvo el pico promedio de RLU de inyeccién posterior de sustrato para cada muestra para
determinar la muestra de mayor dilucién para la que se generé un valor de RLU que estaba por encima del valor de
corte de las muestras en blanco. Los recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC) a la mayor dilucién para
la que se generd un valor de RLU que estaba por encima del valor de corte de las muestras en blanco se
determinaron a partir del estudio de enumeracion, y este recuento de UFC se informé como el LdD en el estudio.

Resultados:

Se determiné que el LdD para todas las muestras de SARM sometidas a prueba fue inferior a 10 UFC. La tabla 11
resume los resultados de los menores LdD obtenidos en el estudio.

Tabla 11: resultados de los menores LdD obtenidos en el estudio de LdD.

Tipo SCCmec LdD (UFC)
I 3
I 2
v 3
mecC 1

Todas las cepas de SARM sometidas a prueba dieron como resultado menos de 10 UFC detectadas con el ensayo
de NRTP por encima de un valor de corte calculado a partir de muestras en blanco. SASM no generé valores de
RLU por encima del valor de corte de las muestras en blanco.

Los valores de RLU mostrados a la mayor dilucién para la que se genero un valor de RLU que estaba por encima del
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valor de corte de las muestras en blanco se representaron como el promedio de los valores de RLU y la desviacion
estandar para los cuatro replicados sometidos a prueba para cada muestra. El eje horizontal se establece en el corte
de muestras en blanco y los recuentos de UFC para la muestra que generé cada punto de datos de RLU se
superponen con los datos. Todas las muestras de SARM generaron valores de RLU por encima del valor de corte,
mientras que SASM no.

Estudio de reactividad cruzada e interferencia microbiana

Se realiz6 un estudio de reactividad cruzada e interferencia microbiana. El propodsito del estudio fue someter a
prueba un conjunto de cepas bacterianas comunmente encontradas en muestras clinicas y conocidas por estar
potencialmente en la gama de huéspedes del bacteriéfago ¢$80a en el ensayo de SARM para ver si existio
reactividad cruzada o interferencia de estas cepas con el fago o sustrato usado en la prueba.

Los experimentos previos con muestras clinicas habian dado como resultado resultados positivos falsos con una
presencia de Enterococci faecalis y Staphylococcus epidermidis segun lo indicado por la presencia de colonias
azules y blancas al plaquear en placas de Staph aureus BBL™ CHROMagar™. Ademas, Listeria monocytogenes y
Listeria innocua pueden estar dentro de la gama de huéspedes infecciosos o penetrantes del fago ¢80a, lo que
también puede contribuir a la reactividad cruzada en el ensayo de SARM. El estudio sometié a prueba Enterococci
faecalis, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Listeria innocua para determinar la reactividad
cruzada/interferencia con el ensayo de viabilidad de SARM. Cada cepa se sometié a prueba con un alto nimero de
células en el orden de 10°, 107 o 108 células en el volumen de ensayo. Las pruebas se realizaron sin la adicion de
lisado GW24 para abordar la autoluminiscencia potencial de las cepas.

El experimento 1 sometié a prueba diversas cepas (MSSA-S121, NRS# 9-Staphylococcus haemolyticus, NRS # 6-
Staphylococcus epidermidis, ATCC 12228-Staphylococcus epidermidis, ATCC 15305- Staphylococcus
saprophyticus, ATCC 29212-Enterococcus. faecalis, ATCC 60193-Candida albicans, ATCC 12453-Proteus mirabilis)
para determinar la luminiscencia con un alto numero de células en condiciones de ensayo normales.

Experimento 2: se volvié a someter a ensayo un subconjunto de cepas que eran luminiscentes del experimento 1 en
presencia de diversos antibiodticos a diversas concentraciones para desactivar la luminiscencia de fondo.

Experimento 3: se sometieron a prueba E. faecalis y S32 (SARM) con diversas formulaciones de sustrato
desarrolladas como se describe anteriormente sin lisado GW24 y sin incubacion.

Experimento 4: se sometieron a prueba ATCC 33090-Listeria innocua y ATCC 19111-Listeria monocytogenes para
determinar la sefial de fondo y luminiscencia inespecifica y se volvieron a someter a prueba con diversas
formulaciones de sustrato desarrolladas como se describe anteriormente junto con E. faecalis y S. epidermidis.

Experimento 5: se volvié a someter a prueba E. faecalis con una formulacién de sustrato final desarrollada como se
describe anteriormente.

Las formulaciones de reactivo de sustrato sometidas a prueba en este estudio se resumen en la tabla 9.

Tabla 10: Formulaciones de reactivo de sustrato

Experimento|Sustrato Descripcion
1 Sustrato original )
— Tween20 al 1 % + tridecanal 4,2 mM, pH 3,0
2 Sustrato original
3 Tridecanal 6,3 mM + acetato de vitamina E al 0,5 %,
Sustrato 1
pH 3,0
Nonanal 20 mM + acetato de vitamina E al 0,5 %, pH
Sustrato 2 30
Tridecanal 8,4 mM + acetato de vitamina E al 0,5 %,
Sustrato 3
pH 3,0
Sustrato 4 Tridecanal 6,3 mM + succinato de a-tocoferol-PEG
1000 al 1 %, pH 3,0
4 Sustrato original Tween20 al 1 %+ tridecanal 4,2 mM, pH 3,0
Sustrato 5 Triton al 0,5 % + tridecanal 4,2 mM (Sigma) + acetato
de vitamina E al 0,5 %, pH 3,0
5 Sustrato 6 Tridecanal 6,3 mM + VitE PEG al 2 %, pH 3,0
Procedimientos:
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Las siguientes fueron etapas realizadas para el ensayo de SARM.

A) Cepas cultivadas para los experimentos 1-5

El dia antes del ensayo, se inicié un cultivo durante la noche en una placa profunda de 96 pocillos a una dilucion
1:50 en TSB de una reserva congelada de un solo uso y se incub6 a 37 °C en un agitador orbital durante> 15 horas.
Bacterias (8 ul) en TSB (392 ul).

La absorbancia del cultivo se midié en Versamax. Se establecié la TSB como blanco en la plantilla en SoftmaxPro.
Se midid la densidad 6ptica (DO) a 600 nm.

El dia del ensayo, se resuspendieron las células a una DO 0,5 para configurar los ensayos. Se preparé6 BSS-M56
para los experimentos 1-5.

B) Se preparo el reactivo de medio de particula de transduccién para todos los experimentos 1, 2, 4 y 5 (no se usé
reactivo de particula de transduccion en el experimento 3): 15 ug/ml de cefoxitina + reserva de lisado GW24 como se
describe anteriormente a 30X.

C) Preparacién de muestra: Se realizaron diversas diluciones a partir de cultivos durante la noche de cepas. Todas
las cepas se diluyeron en BSS M56.

D) El ensayo de SARM se ejecutd para los experimentos 1-5

Se cargd el medio con o sin fago y cefoxitina a 5 yg/ml en la placa de ensayo. Se afiadieron 2,5 ul de células. Se
incubd la placa de ensayo con una tapa de placa a 37 °C en un agitador orbital con la velocidad establecida a
aproximadamente 100 rpm durante 4 horas.

A continuacion, se midieron las placas de ensayo en el SpectraMax L con los siguientes parametros de ensayo
estandar:

Luminiscencia cinética rapida

Lectura durante 20 puntos temporales a intervalos de 0,5 segundos. Se inyecté el sustrato con un inyector M con
50 ul/pocillo a 250 ul/s incluyendo 5 lecturas de referencia. No se establecid temperatura de incubacion y se leyd a
temperatura ambiente.

Se cebo el SpectraMax L con reactivo de sustrato antes de realizar el ensayo.

Se analizaron los resultados con lo siguiente:

A) Limite de corte determinado promediando RLU en blanco en todos los replicador y puntos temporales y
afiadiendo tres desviaciones estandar.

B) RLU maxima determinada para cada muestra usando SoftMaxPro.

C) Se determino si la RLU maxima era mayor que la RLU de corte y, de ser asi, a continuacion se usaron los datos
de muestra para el analisis.

Resumen de resultados

Experimento 1: Se sometieron a prueba diversas cepas para determinar la reactividad cruzada e interferencia
usando la formulacion de sustrato original, de las sometidas a prueba, NRS# 9- S. haemolyticus, NRS # 6- S.
epidermidis y E. faecalis dieron positivo falso en el ensayo de MRSA.

Experimento 2: De las tres cepas sometidas a prueba, NRS #9 y E. faecalis dieron positivo en MRSA con todas las
condiciones de cefoxitina sometidas a prueba. Las tres cepas (NRS #9, E. faecalis, NRS #6) dieron positivo cuando
no se uso reactivo de particula de transduccion en el ensayo, lo que indica que la luminiscencia inespecifica no fue
dependiente del reactivo de particula de transduccion sino que fue dependiente del reactivo de sustrato y la cepa. El
carbohidrato (carbencilina) en todas las concentraciones sometidas a prueba fue eficaz para retirar la sefal de
positivo falso.

Experimento 3: E. faecalis dio una sefial positiva sin reactivo de particula de transduccion. La cepa de SARM S32
también dio una sefial positiva sin reactivo de particula de transduccion. Este resultado fue indicativo de que el
reactivo del sustrato provoco luminiscencia de fondo. El sustrato 4 fue eficaz para eliminar la sefal de fondo en el
ensayo.
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Experimento 4: Se sometieron a prueba las cepas ATCC 33090 -Listeria innocua, ATCC 19111-Listeria
monocytogenes, para determinar la luminiscencia con reactivo de particula de transduccion y reactivo de sustrato YA
QUE Listeria sp. puede estar dentro de la gama de huéspedes del bacteriéfago usado en el ensayo de SARM. Se
observo luminiscencia de L. innocua con y sin reactivo de particula de transduccién usando la formulacién de
sustrato original, lo que indica que la luminiscencia se debié a una reaccién inespecifica potencialmente con el
sustrato. El sustrato 5 fue eficaz para eliminar la luminiscencia de Listeria pero no de E. faecalis.

Experimento 5: Se volvié a someter a prueba E. faecalis con el sustrato 6. En dos ejecuciones independientes en
dos dias diferentes con alta carga de células a DO 0,5, el ensayo proporcioné resultados negativos.

Conclusiones

El estudio de reactividad cruzada demostro la luminiscencia de fondo de varias especies bacterianas a altas cargas.
La produccién de luz no requirié reactivo de particula de transduccion y determinadas formulaciones de sustrato que
utilizan iones fosfato contribuyeron a la sefial inespecifica. Debido a que no se observd produccion de luz de
especies de reaccién cruzada por el uso del reactivo de particula de transduccion, en el caso de que a80a penetre
en especies de reaccion cruzada, se evita la produccién de luz por la falta de actividad del promotor PclpB de S.
aureus que se enlaza funcionalmente a los genes de la luciferasa bacteriana y/o la falta de actividad del origen de
replicacién pT181 de S. aureus dentro de estas especies.

El reemplazo del tampodn de fosfato de sodio dibasico en la formulacion con citrato de sodio y acido citrico elimind la
luminiscencia de fondo de todas las especies de reaccion cruzada sometidas a prueba, excepto E. faecalis. El
sustrato 6 con el ingrediente afiadido de succinato de a tocoferol-PEG 1000 eliminé la sefial inespecifica restante de
E. faecalis.

Rendimiento clinico del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en particulas de
transduccion no replicativas - Resultados con referencia al plaqueado directo en CHROMAgar SARM I

Se desarrollé un ensayo de deteccion de SARM empleando particulas de transduccidn no replicativas (NRTP) que
expresan luxAB basadas en ¢$80a. El ensayo consisti6 en afiadir NRTP a una muestra clinica sospechosa de
contener SARM, incubar la muestra durante un periodo de 4 horas a 37 °C y a continuacién someter a ensayo la
muestra incubada inyectando un aldehido en la muestra mientras se mide la luminiscencia con un tubo
fotomultiplicador. Los resultados del ensayo se compararon con los del medio cromogénico disponible
comercialmente disefiado para la deteccion de SARM como referencia para determinar la sensibilidad vy
especificidad del ensayo. Se esperaba que el ensayo basado en NRTP se correlacionara bien con la referencia
basada en cultivo ya que ambos requieren la presencia de células de SARM viables y ambos se basan en la
expresion del fenotipo de SARM. Los resultados mostraron una correlacion excelente con la referencia.

El propdsito del estudio fue determinar el rendimiento del ensayo de SARM basado en NRTP con referencia a
CHROMAgar SARM Il a partir de pruebas de muestras de hisopados nasales residuales recogidos con el propédsito
del cribado de SARM.

Alcance:

Las muestras de hisopados nasales no identificadas recogidas de pacientes con el propdsito de vigilancia de SARM
por una institucion clinica se sometieron a prueba para detectar la presencia de SARM usando el ensayo de SARM
basado en NRTP, CHROMAgar SARM II, CHROMAgar SA y agar con sangre TSA por medio de plaqueo directo y
por medio de cultivo enriquecido seguido de plaqueo. Los resultados del ensayo de SARM basado en NRTP se
compararon con los resultados del ensayo CHROMAgar SARM Il para calcular la sensibilidad y especificidad del
ensayo de SARM basado en NRTP con referencia a CHROMAgar SARM IlI.

Los siguientes materiales clave se usaron en el estudio de rendimiento clinico:

Reactivo de medio de proliferacion: BSS-M56

Reactivo de sustrato: las formulaciones de reactivo de sustrato finales se almacenaran a 18-24 °C como se describe
anteriormente

Reactivo de particula de transduccion: base BSS-M56 con 10 ug/ml (es decir, 2X concentracion) de cefoxitina y
reactivo de particula de transduccién como se describe anteriormente a una 2X concentracion.

Procedimientos

Descripcidon de muestra clinica: Se proporcionaron tubos de transporte de muestra que contenian Amies liquido
(220093 - BD BBL™ CultureSwab™ Liquid Amies) a una institucién clinica para recoger hisopados nasales
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residuales no identificados recogidos por la institucion clinica. Antes de colocar los hisopados nasales en el tubo de
transporte de muestra proporcionado, la institucién clinica usé el hisopado para realizar su propio cribado de SARM
de cultivo directo sembrando en estrias el hisopado en una placa de cultivo. Mas especificamente, se recogieron
muestras de narinas anteriores en los procedimientos estandar internos de la institucion clinica y usando el hisopado
de recogida estandar de la institucidn clinica. La institucion clinica realizé a continuacion un cribado de cultivo directo
con el hisopado. A continuacién se afadio el hisopado residual al tubo de transporte de muestra en el que la punta
del hisopo se sumergio en el tampon Amies en el tubo de transporte de muestra. Las muestras se mantuvieron a
continuacién a temperatura ambiente durante 2-24 horas antes del procesamiento adicional.

Manejo de muestra: Tras recibirlas, las muestras se almacenaron durante la noche a temperatura ambiente en un
armario de bioseguridad en vertical para garantizar la inmersion del hisopado en el tampdn Amies del tubo de
transporte de muestra. Después del almacenamiento durante la noche, las muestras se procesaron adicionalmente
como sigue.

Preparaciéon de muestra clinica

Usando una pipeta de 1 ml, se afiadieron 300 pl de reactivo de medio de proliferacién a tubos Falcon de 15 ml.

Los hisopados de hisopados nasales residuales se retiraron del tubo de transporte original y se sumergieron en el
reactivo de medio de proliferacion en un tubo Falcon correspondiente. El contenido del hisopo se eluyd a
continuacién en el reactivo de medio de proliferacion en el tubo Falcon balanceandolo de un lado a otro en el
reactivo de medio de proliferaciéon 4-6 veces. El hisopado se volvié a colocar a continuacion en el tubo de transporte
original y se almacen6 a 2-8 °C hasta el final del estudio, mientras que las muestras clinicas eluidas en el tubo
Falcon se transfirieron a tubos de 1,5ml y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su procesamiento
adicional.

Ejecucion del ensayo de SARM NRTP: Las siguientes muestras se cargaron directamente en una placa de ensayo
de 96 pocillos blanca.

Muestras clinicas: 100 ul del material eluido de cada muestra clinica individual.

Control positivo de SARM: 2 pl de un cultivo de DO 0,1 completamente mezclado de un aislado de SARM conocido
en 98 ul de reactivo de medio de proliferacién por triplicado.

Control negativo de SASM: 2 ul de un cultivo de DO 0,1 completamente mezclado de un aislado de SASM conocido
en 98 ul de reactivo de medio de proliferacion por triplicado.

Blancos: 100 pl de reactivo de medio de proliferacion por triplicado.

A cada muestra, se afiadieron 100 pl de reactivo de particula de transduccion. La placa de ensayo se coloco a
continuacién en una incubadora establecida a 37 °C, agitando en un agitador orbital durante 4 horas. Al final de las 4
horas, se retird la placa de la incubadora y se midié de inmediato la luminiscencia en un SpectraMax L que inyecto
50 pl del reactivo de sustrato y se midié la luminiscencia durante un periodo de 1 minuto.

Plaqueo de bacterias para enumeracion de UFC de muestra clinica: Cada muestra clinica eluida se plaque6 para
determinar los recuentos de colonias bacterianas en CHROMAgar SARM Il, CHROMAgar SA y agar con sangre
(TSA 1) por medio de cultivo directo y enriquecido como sigue. Se determinaron recuentos de UFC en el organismo
por plaqueo directo. Se determinaron recuentos de UFC de SARM por plagueo en CHROMAgar SARM II. Se
determinaron recuentos de UFC de S. aureus por plaqueo en placa CHROMAgar SA. Se determinaron recuentos de
UFC de cualquier organismo con proliferacion soportada por agar con sangre TSA por plaqueo en agar con sangre
TSA. En el caso de que el plaqueo directo no produjera colonias debido a que la carga de organismos estaba por
debajo del limite de deteccion de las placas usadas, también se realiz6 un enriquecimiento de muestra incubando
una porcion de la muestra clinica eluida en TSB durante la noche a 37 °C con agitacién y a continuaciéon de nuevo
por plaqueo del cultivo enriquecido en CHROMAgar SARM II. Todas las placas se incubaron durante 20-24 horas a
37 °C. Después de la incubacion, se registraron los recuentos de UFC de cualquier colonia que aparecian en cada
placa.

Andlisis: La presencia y carga de UFC de SARM, S. aureus y organismos totales por muestra clinica eluida se
calcularon en base a los recuentos de UFC obtenidos en CHROMAgar SARM Il, CHROMAgar SA y agar con sangre
TSA, respectivamente.

Andlisis del ensayo de NRTP: Los datos de cada muestra se representaron como RLU frente al tiempo.

Determinacion del valor de corte: El valor de corte del ensayo se calculd a partir de todos los puntos temporales de
las muestras en blanco usando la siguiente férmula: (media RLU blanco + 3* DE RLU blanco).
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Determinacién positiva de SARM: Se determiné que la RLU de cada punto temporal después de la inyeccion del
sustrato estaba por encima o por debajo del valor de corte del ensayo. Si dos o mas puntos de datos después de la
inyeccion estaban por encima del valor de corte del ensayo, a continuacion la muestra se designé como "SARM
positivo".

Resultados: Los resultados positivos de SARM del ensayo de NRTP se compararon con los del cultivo directo y
enriquecido de plaqueo en CHROMAgar SARM II. Los siguientes calculos se llevaron a cabo para determinar la
sensibilidad y especificidad del ensayo de NTRP con referencia a CHROMAgar SARM 1.

Positivo verdadero (TP)
Muestra que produjo un resultado positivo de SARM tanto en el ensayo de NRTP como en CHROMAgar SARM

=0

Negativo verdadero (TN)

o Muestra que produjo un resultado negativo de SARM tanto en el ensayo de NRTP como en CHROMAgar
SARM I

. Positivo falso (FP)

o Muestra que produjo un resultado positivo de SARM en el ensayo de NRTP y un resultado negativo de SARM
en CHROMAgar SARM I

. Negativo falso (FN)

o  Muestra que produjo un resultado negativo de SARM en el ensayo de NRTP y un resultado positivo de SARM
en CHROMAgar SARM I

e  Sensibilidad = TP/(TP+FN)

. Especificidad = TN/(TN+FP)

Resultados con referencia al plaqueo directo en CHROMAgar SARM Il

La tabla 11 muestra los siguientes resultados que se obtuvieron comparando el ensayo de NRTP con referencia al
plaqueo directo en CHROMAgar SARM |II.

Tabla 11. Resultados del ensayo de NRTP frente al plaqueo directo en los resultados de CHROMAgar SARM
I}

Muestras |Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo  |Positivo |Negativo

totales CHROMAgar CHROMAgar ensayo delensayo de|verdadero |verdadero |falso falso
SARM I SARM lI NRTP NRTP

69 7 62 12 57 7 57 5 0

En base a los datos anteriores, se calculd que la sensibilidad y especificidad del ensayo con referencia al plaqueo
directo en CHROMAgar SARM | fue:

Sensibilidad = 100 %
Especificidad = 92 %
Rendimiento clinico del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en particulas de

transduccion no replicativas - Resultados con referencia al cultivo enriquecido, seguido de plaqueo en
CHROMAgar SARM II

En base a los resultados con referencia al plaqueo directo en CHROMAgar SARM I, todas las muestras clinicas se
volvieron a someter a prueba con referencia al cultivo enriquecido, seguido de plaqueo en CHROMAgar SARM II. La
justificacion para las pruebas de seguimiento se basé en la posibilidad de que los resultados positivos falsos en
comparacion con el plaqueo directo puedan ser positivos verdaderos que se detectaron por el ensayo de NRTP,
pero que se hayan podido pasar por alto en el plaqueo directo. Una porcion de las muestras de hisopados eluidos
restantes se volvieron a someter a prueba por medio del ensayo de NRTP como se describe anteriormente. Otra
porcion de las muestras de hisopados eluidos restantes también se sometieron a prueba por medio de cultivo
enriquecido, seguido de plaqueo en CHROMAgar SARM II. Las pruebas de cultivo enriquecido consistieron en
anadir 100 ul del material de hisopado eluido restante a 2 ml de TSB e incubar a 37 °C con agitacion durante un
periodo de 18-24 horas. El cultivo resultante se sembrd en estrias a continuacion en CHROMAgar SARM |l para
determinar la presencia de SARM en el cultivo. La tabla 12 resume los datos tanto del plaqueo directo como del
enriquecimiento seguido de ensayos de plaqueo, solo se muestran las muestras que produjeron un resultado
positivo de SARM en el ensayo de NRTP o CHROMAgar SARM II.

Tabla 12: Resultados del ensayo de NRTP frente a plaqueo directo y cultivo enriquecido sequido de plaqueo
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en CHROMAgar SARM Il

Solo se muestran las muestras que produjeron un resultado positivo de SARM en el ensayo de NRTP o bien
CHROMAgar SARM II.

N.°de |Ensayo| CHROMagar |Enriquecimiento| Enriquecimiento +
muestra| de SARM II + ensayo de | CHROMagar SARM
NRTP directo NRTP I

+ + +

+

|+ |+ ]|+ +

A+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]+]|+

RS =N
Sla|gle|o|N|jo|lo|sw|N| -
+l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ][+ +]|+
e I S S o e o I o I A S

La tabla 13 muestra los siguientes resultados que se obtuvieron comparando el ensayo de NRTP con referencia al
cultivo enriquecido de muestras clinicas, seguido de plaqgueo en CHROMAgar SARM II.

Tabla 13. Resultados del ensayo de NRTP frente a resultados del cultivo enriquecido sequido de plaqueo en
CHROMAgar SARM Ii

Muestras|Positivo Negativo Positivo|Negativo|Positivo  |Negativo |Positivo|Negativo
totales |CHROMAgar|CHROMAgar|ensayo |ensayo |verdadero|verdadero|falso |[falso
SARM II SARM I de de
NRTP |NRTP
69 11 58 12 57 11 57 1 0

En base a los datos anteriores, se calculd que la sensibilidad y especificidad del ensayo con referencia al cultivo
enriquecido seguido de plaqueo en CHROMAgar SARM Il fue:

Sensibilidad = 100 %
Especificidad = 98,3 %

Ejemplo 8: Ensayo basado en NRTP para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana: correlacion de la
concentracién inhibidora minima con la produccién de luminiscencia

En otro ejemplo, se desarrolld un ensayo de susceptibilidad a cefoxitina de S. aureus para determinar la
concentracion inhibidora minima de cefoxitina requerida para inhibir la proliferacion de S. aureus resistente a
cefoxitina. A diferencia de un ensayo de resistencia a cefoxitina de SARM como se describe anteriormente, que
diferencia S. aureus sensible a cefoxitina de resistente a cefoxitina, el ensayo de susceptibilidad a cefoxitina de
SARM en este ejemplo describe el desarrollo de un ensayo para determinar la cantidad minima de cefoxitina
necesaria para inhibir la proliferacion de S. aureus en presencia de cefoxitina.

Los siguientes materiales clave se usaron en el estudio de rendimiento clinico:

Reactivo de medio de proliferacién: BSS-M56

Reactivo de sustrato: las formulaciones de reactivo de sustrato finales se almacenaran a 18-24 °C como se describe
en el ejemplo 7.

Reactivo de particula de transduccion: base BSS-M56 con 10 ug/ml (es decir, 2X concentracion) de cefoxitina y
reactivo de particula de transducciéon como se describe en el ejemplo 7 a una 2X concentracion Protocolo de estudio
MIC.
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Cultivo durante la noche: Para cada cepa de SARM (NRS35 y S7) y una cepa de control negativo de SASM
(MSSA121), se inocularon 2 ml de TSB con una colonia de la cepa cultivada previamente en placas de TSA. Los
cultivos de SARM durante la noche incluyeron 5 ug/ml de cefoxitina. Todas las muestras se incubaron durante la
noche a 37 °C en una incubadora con agitacion.

Cultivo de dia: se transfirieron 20 ul de cada uno de los cultivos nocturnos a un nuevo tubo de cultivo que contenia
2 ml de reactivo de medio de proliferacién. A continuacion se incubaron los indculos a 37 °C con agitacion durante
aproximadamente 1 h 45 min, hasta que la DO(600 nm) alcanz6 0,1.

Determinacion de MIC por plaqueo:

a) Cada uno de los cultivos de dia se sembro en estrias en placas de TSA que contenian cefoxitina a 4, 8, 16, 32, 64
y 128 ug/ml.

b) Las placas se incubaron durante 18 horas a 37 °C para determinar la proliferacion.

Preparacion del ensayo de NRTP:

a) Los pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos blancos se llenaron con 100 ul de 2x reactivo de particula de
transduccion.

b) Para cada uno de los cultivos de dia, se llenaron a continuacion cinco pocillos con 100 ul de cultivo de dia.

c) Para cada uno de los cultivos de dia, se afiadio cefoxitina a un pocillo cada uno de modo que la concentracion de
cefoxitina en el pocillo fue de 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml.

d) A continuacién se sellé la placa con un cierre transpirable y se incubd durante 4 horas a 37 °C con agitacion
moderada, 50 rpm.

Al final de las 4 horas, se retir6 la placa de la incubadora y se midié de inmediato la luminiscencia en un SpectraMax
L que inyectd 50 pl del reactivo de sustrato y se midié la luminiscencia durante un periodo de 1 minuto.

Analisis:

Se representé el valor de luminiscencia maximo después de la adicién de reactivo de sustrato de cada muestra. Se
usaron valores de RLU de muestra SASM para determinar un valor de corte calculado usando la siguiente formula:
(Media RLU SASM + 3* DE RLU SASM).

Resultados:

La figura 23 muestra los resultados de proliferacién de S. aureus a 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml de cefoxitina. La
figura 24 muestra los valores de RLU obtenidos por el ensayo de NRTP en presencia de 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml
de cefoxitina. El eje x en la figura 24 se establece en el valor de corte de RLU SASM.

Como se puede observar en la figura 23, NRS25 SARM present6é una MIC de 128 ug/ml de cefoxitina, mientras que
S7 SARM presentd una MIC de 64 ug/ml de cefoxitina. En consecuencia, NRS25 SARM presentd luminiscencia
apreciable por encima del valor de corte de RLU SASM a una concentracion de cefoxitina de hasta 64 ug/ml de
cefoxitina, mientras que S7 SARM presentd luminiscencia por encima del valor de corte de RLU SASM a una
concentracion de cefoxitina de hasta 32 ug/ml.

En base a los datos anteriores, el ensayo de NRTP demuestra que los valores de RLU obtenidos del ensayo se
correlacionan con los resultados de MIC y, por tanto, el ensayo de NRTP se puede usar para desarrollar ensayos de
susceptibilidad a antibidticos.

Ejemplo 9: ensayo de indicador de transcrito: mecanismo de cambio conformacional de represién cis por
blogueo de RBS de la traduccion de LuxAB activada por el transcrito del gen mecA de SARM

Como se describe anteriormente, se puede disefar un transcrito indicador de modo que la traduccién de la
secuencia de gen indicador se bloquee por represion cis del sitio de unién al ribosoma (RBS) del gen indicador.

Las siguientes herramientas se usaron para disefiar los transcritos indicadores.

1) Se calculd la estructura secundaria de ARN usando un programa de estructura secundaria, tal como Mfold
(http://mfold.rna.albanv.edu/?g=mfold/RNA-Folding-Form).

2) Se calcularon las interacciones de ARN intermoleculares usando un programa informatico tal como la prediccion
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RNA-RNA InterACTion usando Integer Programming (RactIP) (http://rna.naist.jp/ractip/).

3) Se visualiz6 la estructura secundaria de ARN usando Visualization Applet for RNA (VARNA) (http://varna.lri.fr/).

La figura 25 muestra una estructura secundaria del transcrito de mecA generada en base a la conformacién de
menor energia calculada por MFold y visualizada con VARNA. El bucle terminal 23 (T23) contiene una secuencia
YUNR UUGG que consiste en las bases 1.487-1.490 de la secuencia de transcrito de mecA. El andlisis de la
estructura secundaria del transcrito del gen mecA reveld varias regiones de ARNmc que eran adecuadas para
disefar un indicador /luxAB reprimido en cis que se puede desreprimir por medio de interacciones entre el indicador y
una region ARNmc.

Como se muestra en detalle en la figura 26, el bucle terminal 23 (T23) del transcrito de mecA contiene una
secuencia consenso YUNR. Se ha demostrado que una secuencia consenso YUNR (pYrimidine-Uracil-Nucleotide-
puRine) es una diana critica para los complejos de ARN intermoleculares en los sistemas naturales. Se disefié una
secuencia de represion cis para formar una estructura tallo-bucle con el RBS de la secuencia indicadora, de modo
que la secuencia de represion cis bloquee la unién de una ARN polimerasa al RBS de la secuencia indicadora. La
secuencia indicadora se expuso tras la unién del bucle de la estructura tallo-bucle de represién cis con T23 del
transcrito de mecA.

Como se muestra en la figura 27, se afadié una secuencia de represion cis 2701 al extremo 5' de los genes luxAB'y
se disefid para formar una estructura tallo-bucle que bloguea la secuencia de RBS ("AAGGAA") 2702 del gen luxA.
Se predijo que la estructura tallo-bucle de represion cis bloquea la secuencia de RBS de luxA("AAGGAA"), en base a
la conformacion de menor energia del transcrito de luxAB, incluyendo la secuencia de represion cis en el extremo 5'
del transcrito de /luxAB, como se calcula por MFold y se visualiza con VARNA.

Los primeros 61 nucledtidos de los genes luxAB reprimidos en cis se muestran en la FIG. 7, hasta el codén de inicio
AUG del gen luxA. La secuencia de RBS "AAGGAA" incluye las bases 47-52. Este bucle terminal del transcrito
indicador se disef6 para interactuar con (unirse al) bucle terminal 23 (T23) del transcrito de mecA, que contiene una
secuencia YUNR.

El bucle terminal de la secuencia de represion cis se disefid para interactuar con T23 del transcrito de mecA, de
modo que la hibridacion del transcrito de luxAB reprimida en cis y el transcrito de mecA por medio de la interaccion
del bucle desde la estructura tallo-bucle de represion cis y T23 del transcrito de mecA da como resultado la
exposicion del RBS del gen /luxA. La figura 28 muestra las interacciones intermoleculares predichas entre la
secuencia mecA de T23 y la secuencia de represion cis en el transcrito de /uxAB calculado por RactIP y visualizado
por VARNA. Las lineas indican el emparejamiento de bases entre el transcrito de mecA y el transcrito de /uxAB
reprimido en cis. La interaccidon entre las dos secuencias da como resultado la exposicion de la secuencia de RBS
de luxA AAGGAA vy, por tanto, la desrepresion del indicador luxAB.

Ejemplo 10: ensayo de indicador de transcrito: procedimientos de deteccién de transcritos o genes diana
usando un sistema indicador mecA - luxAB

En otro ejemplo, se proporciona un procedimiento para detectar un gen mecA diana usando un sistema indicador
mecA-luxAB. Aqui, mecA es el transcrito diana, y luxAB es la molécula indicadora.

1. Construccioén de la construccidn indicadora

Un vector que comprende una construccion indicadora que codifica luxAB se puede construir por medio de técnicas
de biologia molecular estandar incorporando la construccion indicadora en un vector transportador que se puede
propagar tanto en E. coli como en S. aureus. El vector puede contener un origen de replicacién que es funcional en
E. coli y un marcador seleccionable que se expresa en E. coli y es adecuado para permitir la proliferaciéon de células
de E. coli transformadas con el vector y cultivadas en condiciones selectivas. El vector también puede contener un
origen de replicacion que es funcional en S. aureus y un marcador seleccionable que se expresa en S. aureus y es
adecuado para permitir la proliferacion de células de E. coli transformadas con el vector y cultivadas en condiciones
selectivas. La propagacion del vector para llevar a cabo manipulaciones in vitro y para la verificacion de
manipulaciones se puede lograr por medio de una cepa de clonacion de laboratorio adecuada de E. coli y el vector
modificado final se puede introducir a continuacion en cepas de S. aureus.

La construccion indicadora se puede introducir en primer lugar en una célula de S. aureus para transcribir la
construccién y producir el transcrito indicador.

2. Construccion de un transcrito indicador reprimido en cis

Se proporcionan procedimientos para construir un transcrito indicador reprimido en cis que se puede unir a un
transcrito diana de mecA. El transcrito indicador se puede construir por medio de técnicas de biologia molecular
estandar. Los genes luxA y luxB sirven como genes indicadores y se pueden derivar de Vibrio harveyi. Los genes
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carecen de un promotor transcripcional, y cada uno contiene su propio sitio de union ribosémica (RBS). Cuando
ambos genes luxA y luxB se traducen en una célula, las proteinas luxA y luxB se complejan para formar la enzima
luciferasa activa (LuxAB). Véase Farinha, M.A. a A.M. Kropinski, Construction of broad-host-range plasmid vectors
for easy visible selection and analysis of promoters. J. Bacteriol., 1990. 172(6): p. 3496-3499.

La secuencia de represion cis se puede situar hacia 5' de los genes luxAB y hacia 3' de un promotor e incluye una
secuencia que es complementaria al RBS de /uxA. Una secuencia conectora puede separar las regiones
complementarias de la secuencia de represién cis y la secuencia de luxA. Después de la transcripcién del vector, las
regiones complementarias de la secuencia de represion cis y el complejo de secuencia de RBS de /uxA crean un
tallo-bucle que evita el acoplamiento de un ribosoma y por tanto la traduccion.

El tallo-bucle del transcrito indicador se disefia para desestabilizar y formar un complejo abierto cuando interactua
con una secuencia de transcrito de mecA natural (endégena a la célula). Para activar la traduccion de la secuencia
del gen luxA, el transcrito de mecA natural sirve como un ARN de activacion trans que se une al transcrito indicador
reprimido en cis y abre el tallo-bucle inhibidor que secuestra el RBS del gen /uxA. Una vez que el RBS no esta
secuestrado por la secuencia de represion cis, se puede producir la traduccién de /uxA. La transcripcion de la
construccion indicadora se logra enlazando funcionalmente la secuencia indicadora a un promotor constitutivo, hacia
5' de la secuencia de represion cis.

Un ejemplo de una secuencia del gen mecA diana se muestra en la figura 29. La secuencia es una secuencia de
ADN de locus del gen mecA (de Staphylococcus aureus subsp. Aureus SA40, genoma completo GenBank:
CP003604.1; SEQ ID NO:15) y se puede usar para generar una construccion indicadora que comprende una
secuencia indicadora y una secuencia de represion cis. Se muestran la posicion -10 2901, la posicion de inicio de
transcripcion 2902, el RBS 2903, la region codificante (en gris 904) y la secuencia de terminacién de la transcripcion
2905.

La figura 30 muestra una secuencia de transcrito de mecA ejemplar que se puede usar para disefiar un transcrito
indicador (SEQ ID NO:16), de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion. EI RBS 3001 y la secuencia
codificante 3002 se muestran para mecA.

La figura 31 es un ejemplo de una secuencia de ADN de locus del gen luxAB que se puede usar para disefiar un
transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realizacion de la invencion. La secuencia de ADN de locus del gen
luxAB se obtuvo a partir de los genes de Vibrio fischeri luxA y luxB para las subunidades alfa y beta de luciferasa
(GenBank: X06758.1) (SEQ ID NO: 17). Se muestran la posicion -10 3101, la posicion de inicio de transcripcion
3102, el RBS para luxA 3103, la secuencia codificante de /luxA 3104 (sombreado gris), el RBS para luxB 3105 y la
secuencia codificante de /luxB (sombreado gris) 3106.

La figura 32 es un ejemplo de una secuencia de transcrito de /uxAB que se puede usar para disefiar un transcrito
indicador (SEQ ID NO:18). Se muestran el RBS para luxA 3201, la secuencia codificante de /luxA 3202 (sombreado
gris), el RBS para /uxB 3203 y la secuencia codificante de /luxB (sombreado gris) 3204.

La figura 33 es un ejemplo de una secuencia de transcrito reprimida en cis de luxAB que se puede usar en un
transcrito indicador (SEQ ID NO:19). Se muestran la secuencia de represion cis (cuadro de linea discontinua) 3301,
el RBS para luxA 3302, la secuencia codificante de luxA 3303 (sombreado gris), el RBS para /luxB 3304 y la
secuencia codificante de /luxB (sombreado gris) 3305.

3. Procedimientos para detectar la presencia o ausencia de un transcrito diana de mecA usando el transcrito
indicador

Se proporcionan ejemplos para detectar la presencia o ausencia de un transcrito diana de mecA en una célula
usando los transcritos indicadores. La figura 34 muestra un ejemplo de una célula que comprende un vector 3400
que codifica un transcrito indicador 1410, donde no existe un transcrito de mecA endégeno en la célula 3401 (por
ejemplo, el genoma de la célula no contiene el gen mecA). En este caso, la secuencia de represion cis 3420 se une
al RBS 3430 de los genes luxAB. En algunos modos de realizacion, la secuencia de represion cis 3420 se puede
unir a una porcion de o la totalidad del RBS del gen /uxA, el RBS del gen /luxB, o ambos. Este acontecimiento de
unién bloquea y evita la traduccién de los genes luxAB, y la molécula indicadora (por ejemplo, luciferasa) no se
produce en la célula. Por tanto, no se detecta sefial, lo que indica la ausencia del gen mecA en la célula.

En otro ejemplo, la célula incluye un transcrito endégeno de mecA (por ejemplo, el genoma de la célula contiene el
gen mecA). La figura 35 muestra un vector 3400 introducido en una célula 3401. El vector 3400 codifica el transcrito
indicador 3410, que incluye una secuencia de represion cis 3420 y una secuencia indicadora (genes [uxA y luxB).
Cuando el transcrito de mecA 3510 presente en la célula se une a la secuencia de represion cis 1420, se abre el
bucle de horquilla inhibidor y se expone el RBS 3430 para el gen /uxA. Se puede producir la traduccion de las
secuencias indicadoras (/uxA y luxB), dando como resultado la formacion de una enzima /luxAB 3520. La enzima
luxAB 3520 produce una sefial luminiscente detectable 3530. De esta manera, el vector indicador de transcrito 3400
indica la presencia de transcritos de mecA enddégenos 3510 dentro de una célula 3401.
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LISTADO DE SECUENCIAS INFORMAL
SEQ ID NO: 1
Sitio pac de P1 natural
CCACTAAARAGCATGATCATTGATCACTCTAATGATCAACATGCAGGTGATCACATTGCGGC

TGAAATAGCGGAAARARACAAAGAGTTAATGCCGTTGTCAGTGCCGCAGTCGAGAATGCGAAGC
GCCAAAATAAGCGCATAARATGATCGTTCAGATGATCATGACGTGATCACCCGC

SEQID NO: 2

Sitio pac de P1 con mutaciones sinénimas, las letras en minuscula significan bases mutadas

CCACTAAARAGCATGATAATAGACCACTCTAACGACCAACATGCAGGYGAGCACATTGCGGC
TGAAATAGCGGRAAAGCAGAGYGTGARTGCCATTGTCAGTGCCGCAGTCGAGAATGCGAAGC
GCCAARATAAGCGCATARACGACCETTCAGACGACCATGACGTEATLACCCGC

SEQID NO: 3

Replicon litico de P1 que contiene el promotor P536 controlado por represor C1, el promotor P53 antisentido, los

genes repL, y una delecién sin cambio de pauta de lectura del gen kilA

CACTATAGGGCGAATTGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATTTGGGCCCGGCGCGCCGGATCC
GCTAGCTCTAGACTGGCAGGTTTCTGAGCAGATCGTCCAACCCGATCTGGATCGGGTCAGAA
AAATTTGCTCTAATAAATTTCGTTTTCTAAGTGCAAAGAATCACCATTTCGAGCTGGTGATT
GAAGGTTGATGCARATTTGGAGAAAAAATGCAACAAACATTCAATGCGGATATGAATATATC
AAACCTTCATCARAATGTCGATCCTTCAACCACTCTGCCCGTTATTTGTGGTGTTGAAATTA
CGACCGACCGCGCTGGCCGTTACAACCTTAATGCTCTACACAGAGCGAGCGGACTCGGTGCC
CATAAAGCGCCAGCTCAATGGCTAAGAACGCTGTCAGCTAAACAGCTCATCGAAGAGCTTGA
AAAAGAAACTATGCAGAATTGCATAGTTTCGTTCACAAGCAATGGAAGCAGGATTTCTTTCA
CGACTCGTATAACCGGCARAGGTCAGCAGTGGCTGATGAAGCGATTGCTTGATGCTGGTGTG
CTGGTACCTGTCGCGGCAACGCGCTAACAGACGTAGTAAGAACCACCAGCATTGTAATGCTG
GCTAAAGTCACTTTCCTGAGCTGTATAACGATGAGCGATTTTACTTTTTCTGGCTATGAATT
GGCCTGCTTTGTAACACACTCCGGTCTATCCCGTAGCGCCGGGCATATCCTGTCGCAATGTG
CAAATCTCGCGGCAACAACCAGTGAATACTTCATTCACARAGCCTCACCGCCTGATCGCGGECA
GAAACTGGTTATAGCCAATCAACCGTCGTTCGTGCATTCCGTGAAGCTGTAAACAAAGGAAT
TCTGTCTGTAGAGATTGTTATCGGCGATCACCGTGAACGTCGCGCTAACCTGTACCGGTTTA
CACCATCCTTTTTGGCCTTCGCACAACAAGCCAAAAATGCGCTGATAGARAAGCARATTAAAG
ATCTCTTCAGCGGCAACCAAGGTTAAAGCTGTTCTCGCTAAGACATTGGCTTTATTTAATTT
TTTATCCACACCCCCATGTCAAAATGATACCCCCTCCCCCTGTCAGGATGACGTGGCAATARA
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AGAATAAGAAGTCACAAGTTAAAAANNACAANAARGATCAGTTTCCGGCGGTGCCGGAACAACC
AGCCTCAAAARANTTGACTTCATGGATCGCTAAGGCAAAAGCAANGGCTGACAATCTGCGGETT
ATCCAAAMMACGCACTCAAAAACATGAGTTCAAGCAGAAAGTAGAGGCGGCTGCGCGGAAAT
ATGCTTACCTGAAGAACAAGCGTTCGCCTGATATTGGCGGGATATCAAACTTCGATAACCTA
CCGCATTGCATGACGGTARACGAAGCTCTTAATGCGGTTTTAGCCAAAAATAAAGATAACGA
ACAATGGGGTATACCGGCAGGATTCAGAGGGTAATGAATTGCTCTAATTATAACCATGCATA
CTTTCAACACCTCTAGTTTGCCATGAGGCAAACTCATAGGTGTCCTGGTAAGAGGACACTGT
TGCCAAAACTGGACGCCCCATTATTGCAATTAATAAACAACTAACGGACAATTCTACCTAAC
AATAAGTGGCTTAAAAARACCCGCCCCGGCGGGETTTTTTTATCTAGAGCTAGCGGATCCGGL
GCGCCGGGCCCTTCTGGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG

SEQID NO: 4

Secuencia del promotor Pblast

CGTCAGGTGGCACTTTTCGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTCTAAATACA
TTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATARATATTGAAAAG
GRAGAGT

SEQID NO: 5

Origen de replicacién del plasmido pT191 de S. aureus, variante en el nimero de copias pT181cop-623 repC
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TTTGCGGAAAGAGTTAGTAAGTTAACAGAAGACGAGCCAAACCTAAATGGTTTAGCAGGARARA
CTTAGATAAARAAARTGAATCCAGAATTATATTCAGAACAGGAACAGCAACARAGAGCAACARRA
AGARATCAAARAACGAGATAGAGGTATGCACTTATAGAACATGCATTTATGCCGAGAAAACTTA
TTGGTTGGAATGGGCTATGTGTTAGCTAACTTGTTAGCGAGTTGGTTGGACTTGAATTGGGA
TTAATCCCAAGAAAGTACCGGCTCAACAACCCATAAAGCCCTGTAGGTTCCGNCCAATAAGG
AAATTGGAATAAAGCAATAANAGGAGTTGAAGAAATGAAATTCAGAGAAGCCTTTGAGAATT
TTATRACAAGTAAGTATGTACTTGGTGTTTTAGTAGTCTTAACTGTTTACCAGATAATACAR
ATGCTTAAATAAAAAAAGACTTGATCTGATTAGACCAAATCTTTTGATAGTGTTATATTAAT
AACAAAATARAAAGGAGTCGCTCACGCCCTACCARAGTTTGTGAACGACATCATTCAAAGAR
AAAANCACTGAGTTGTTTTTATAATCTTGTATATTTAGATATTARACGATATTTAARATATAC
ATCAAGATATATATTTGGGTGAGCGATTACTTAAACGAAATTGAGATTAAGGAGTCGATTTT
TTATGTATAARAACAATCATGCAAATCATTCAAATCATTTGGARAATCACGATTTAGACAAT
TTTTCTARAACCGGCTACTCTRATAGCCGGTTGGACGCACATACTGTGTGCATATCTGATCC
AAAATTAAGTTTTGATGCAATGACGATCGTTGGAAATCTCAACCGAGACAACGCTCAGGCCC
TTTCTAAATTTATGAGTGTAGAGCCCCAAATAAGACTTTGGGATATTCTTCAAACAAAGTTT
AMAGCTAAAGCACTTCAAGAAAAAGTTTATATTGAATATGACARAGTGAAAGCAGATAGTTG
GGATAGACGTAATATGCGTATTGAATTTAATCCAAACAAACTTACACGAGATGAAATGATTT
GCTTAAAACAARATATAATAAGCTACATGCAAGATGACGGTTTTACAAGATTAGATTTAGCC
TTTGATTTTGAAGATGATTTGAGTGACTACTATGCAATGTCTGATAAAGCAGTTAAGARALC
TATTTTTTATGGTCGTAATGCGTAAGCCAGAAACAAAATATTTTGGCGTGAGAGATAGTAATA
GATTTATTAGAATTTATAATAAAAAGCAAGAACGTAAAGATAATGCAGATGCTGAAGTTATG
TCTGAACATTTATGGCGTGTAGAAATCGAACTTAAAAGAGATATGGTGGATTACTGGAATGA
TTGCTTTAGTGATTTACATATCTTGCAACCAGATTGGARAACTATCCAACGCACTGCGGATA
GAGCAATAGTTTTTATGTTATTGAGTGATGAAGAAGAATGGGGAAAGCTTCACAGARAATTCT
AGAACAAAATATAAGAATTTGATAAARGAAATTTCGCCAGTCGATTTAACGGACTTAATGAR
ATCGACTTTAAAAGCGAACGAAAAACAATTGCAAAARCARATCGATTTTTGGCAACATGAAT
TTAAATTTTGGAAATAGTGTACATATTAATATTACTGAACAAARATGATATATTTAANCTAT
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TCTAATTTAGGAGGATTTTTTTATGAAGTGTCTATTTAAAAATTTGGGGAATTTATATGAGG
TGARAGAATAATTTACCCCTATAAACTTTAGCCACCTCAAGTAAAGAGGTAAAATTGTTTAG
TTTATATAAAAAATTTAARAGGTTTGTTTTATAGCGTTTTATTTTIGGCTTTGTATTCTTTCAT
TTTTTAGTGTATTAAATGAAATGGTTTTAALATCGTTTCTTTACCTGATATTGCAAATCATTTT
AATACTACTCCTGGAATTACAAACTGGGTAAACACTGCATATATGTTAACTTTTTCGATAGG
AACAGCACTATATGGAAARTTATCTCGATTATATAAATATAAAARANT TCGTTAATTATTGGTA
TTAGTTTGAGCTGTCTTGGTTCATTGATTGCTTTTATTGGGCCCACCTAGGCAAATATGCTC
TTACGTGCTATTATTTAAGTGACTATTTAAARGGAGTTAATAAATATGCGGCAAGGTATTCT
TAAATAAACTGTCAATTTGATAGCGGGAACAAATAATTAGATGTCCTTTTTTAGGAGGGCTT
AGTTTTTTGTACCCAGTTTAAGAATACCTTTATCATGTGATTCTARAGTATCCAGAGAATAT
CTIGTATGCTTTGTATACCTATGGTTATGCATARAAAATCCCAGTGATAAAAGTATTITATCACT
GGGATTTTTATGCCCTTTTGGGTTTTTGAATGGAGGAARATCACATGAAAATTATTAATATT
GGAGTTTTAGCTCATGTTGATGCAGGAAARACTACCTTAACAGAAAGCTTATTATATAACAG
TGGAGCGATTACAGAATTAGGAAGCGTGGACARAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTT
TAGAACGTCAGAGAGGAATTACAATTCAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGARAATACG
AAGGTGAACATCATAGACACGCCAGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATT
ATCAGTTTTAGATGGGGCAATTCTACTGATTTCTGCAARAGATGGCGTACAAGCACAAACTC
GTATATTATTTCATGCACTTAGCAAAATGGGCGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATT
GACCRARAATGGAATTGATTTATCRACGGTTTATCAGGATATTARAGAGRAACTTTCTGCCGA
AATTGTAATCAAACAGAAGGTAGAACTGTATCCTAATATGTGTGTGACGAACTTTACCGAAT
CTGAACAATGGGATACGGTAATAGAGGGAAACGATAACCTTTTAGAGAAATATATGTCCGGT
AARTCATTAGAAGCATTGGAACTCGAACAAGAGGAAAGCATAAGATTTCAGAATTGTTCTCT
GTITCCCTCTTTATCATGGAAGTGCAAARAGTAATATAGGGATTGATAACCTTATAGAAGTTA
TTACTAATAAATTTTATTCATCAACACATCGAGGTCCGTCTGAACTTTGCGGAAATGTTTTC
AAAATTGAATATACAAAAAADAGACAACGTCTTGCATATATACGCCTTTATAGTGGAGTACT
ACATTTACGAGATTCGGTTAGAGTATCAGRAARAAGAANAANTAAARGTTACAGARAATGTATA
CITCAATAAATGGTGAATTATGTAAGATTGATAGAGCTTATTCTIGGAGAAATTGTTATTTTG
CAAAATGAGTITTTGAAGTTAAATAGTGTTCTTGGAGATACAAAACTATTGCCACAGAGAAA
AAAGATTGARARATCCGCACCCTCTACTACAAACAACTGTTGAACCGAGTAAACCTGAACAGA
GAGARAATGTTGCTTGATGCCCTTTTGGAAATCTCAGATAGTGATCCGCTTCTACGATATTAC
GTGGATTCTACGACACATGARATTATACTTTCTTTCTTAGGGAAAGTACAALTGGAAGTGAT
TAGTGCACTGTTGCAAGAAAAGTATCATGTGGAGATAGAACTARAAAGAGCCTACAGTCATTT
ATATGGAGAGACCGTTAAAAMATGCAGAATATACCATTCACATCGAAGTGCCGCCAAATCCT
TTCTGGGCTTCCATTGGTTTATCTGTATCACCGCTTCCGTTGGGAAGTGGAATGCAGTATGA
GAGCTCGGTTTCTCTTGGATACTTAAATCAATCATTTCAAAATGCAGTTATGCGAAGGGGTAC
GCTATGGTTGCGAACAAGGATTATATGGTTGGAATGTGACGGATTGTAARATCTGTTTTAAG
TACGGTTTATACTATAGCCCTGTTAGTACTCCAGCAGATTTTCGGATGCTTACTCCTATTGT
ACTGGAGCAAGCCTTTAGAANAGCTGGAACAGAATTGTTAGAGCCATATCTTAGTTTTARAG
TTTATGCACCACAGGAATATCTTTCNCGGGCATATAACGATGCTCCCARATATTGTGCAAAT
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ATCGTAAATACTCAACTGAAAAATAATGAGGTCATTATTATTGGAGARATTCCTGCTCGATG
TATTCAAGATTATCGCAATGATTTAACTTTTTTTACAAATGGGCTTAGTGTTTGTTTAGCAG
AGCTAAAAGGATATCAGGTTACCACTGGCGAACCTGTTTGCCAGACCCGTCGETCTAAATAGT
CGGATAGATAAAGTAAGATATATGTTCAATAAAATAACTTAGTGCGTTTTATGTTGTTATAT
AAATATGGTTTCTTATTARATAAGATGAAATATTCTTTAATATAGATTTGAATTAAAGTGGA
AAGGAGGAGATTGTTATTATAAACTACAAGTGGATATTGTGTCCTATTTGTCGGAAATAAAAC
AAGACTACGAATACGAGTGGATACTATACTTARAAATTTCCCTTTATACAGCCCCARAATGTA
AGAACGAAACTTTAATTAATGTTCAAAAAATGAATATAATAACAATCARAGAGCCAGACGCC
AAGACGCAGAGCCGATAATTTGAGAAATGAAACTCTCATCTTATCGGCTCTTTTTGTTTATC
TGAATTTTACTGACTAGCCTTCAATATTTCC

SEQID NO: 6

gen pacA de P1, las letras en minuscula significan la secuencia del sitio pac delecionada

GTGACCTGGGACGATCACAAGAAGAATTTTGCTCGCCTGGCGCGAGATGGTGGTTACACCAT
CGCACAGTATGCCGCCGAGTTTAATCTTAACCCTAATACCGCACGTCGTTATCTCCGTGLCT
TCAAAGAAGACACCAGGACTACGGACAGCCGCAAGCCARATAAGCCAGTCAGGAAGCcacta
aaaagcatgatcattgatcactcetaatgatcaacatgeaggtgatcacattgegygctgaaat
agcggaaaaacaaagagttaatgccgttgtcagtgeocgcagtcgagaatgecgaagegecaaa
ataagcgcataaatgatcgttcagatgatcatgacgtgatcaccegeGCCCACCGGACCTTA
CGTGATCGCCTGGAACGCGACACCCTGGATGATGATGGTGAACGCTTTGAATTCGAAGTTGG
CGATTACCTGATAGATAACGTTGAAGCGCGGAAGGCCGCGCGCGCTATGTTGCGTCGGTCCG
GGGCCGATGTTCTGGAAACCACTCTTCTGGARAAGTCTCTTTCTCATCTCCTTATGCTGGAG
AACGCCAGGGATACGTGTATTCGCCTGGETGCAGGARAATGCGCGATCAGCARAAANAGACGATGA
TGAAGGTACTCCGCCTGAATACCGTATCGCGAGCATGCTARACAGCTGTTCCGCGCAGATAA
GCAGCCTGATCAACACCATTTACAGCATCCGGAATAACTATCGAARAGAAAGCCGGGAGGCG
GAAAAGCACGCTTTATCTATGGGGCAAGCTGGCATTGTTAAGCTGGCATACGAACGAAAGCG
TGAAAATAACTGGCTCAGTGCTGGAAGCGGCTGAATTCATCGAGGCGCATGGAGGARAAAGTGC
CGCCCCTGATGCTGGAGCAAATCARAGCCGATCTGCGTGCTCCTARGACCAATACCGATGAT
GAGGAAAACCARAACAGCATCTGGCGCTCCATCACTTGAAGATCTGGATAAAATCGCGCGAGA
ACGGGCCGCCAGCCGCCGCGCTGATGCCGCATTGTGGATTGAGCATCGTAGAGAAGARATTG
CCGATATCGTCGATACAGGTGGTTATGGTGATGTCGATGCGGAAGGCATATCARACGARAGCA
TGGCTTGAACAGGATCTGGACGAAGACGAGGAGGAAGACGAAGAAGTTACCCGCAAACTGTA
CGGGGATGATGATTAA

SEQIDNO: 7

Gen pacA de P1 natural
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GTGACCTGGGACGATCACAAGAAGAATTTTGCTCGCCTGGCGCGAGATGGTGGTTACACCAT
CGCACAGTATGCCGCCGAGTTTAATCTTAACCCTAATACCGCACGTCGTTATCTCCGTGCCT
TCAAAGAAGACACCAGGACTACGGACAGCCGCAAGCCAAATAAGCCAGTCAGGARAGCCACTA
AMAAAGCATGATCATTGATCACTCTAATGATCAACATGCAGGTGATCACATTGCGGCTGAAAT
AGCGGARAARACAANGAGTTAATGCCGTTGTCAGTGCCGCAGTCGAGAATGCGAAGCGCCAAA
ATAAGCGCATARATGATCGTTCAGATGATCATGACGTGATCACCCGCGCCCACCGGACCTTA
CGTGATCGCCTGGAACGCGACACCCTGGATGATGATGGTGAACGCTTTGAATTCGAAGTTGG
CGATTACCTGATAGATAACGTTGAAGCGCGGAAGGCCGLGCGCGCTATGTTGCGTCGGTCEG
GGGCCGATGTTCTGGARACCACTCTTCTGGAARAGTCTCTTTCTCATCTCCTTATGCTGGAG
AACGCCAGGGATACGTGTATTCGCCTGGTGCAGGAAATGCGCGATCAGCAAAAAGACGATGA
TGAAGGTACTCCGCCTGAATACCGTATCGCGAGCATGCTARACAGCTGTTCCGCGCAGATAR
GCAGCCTGATCAACACCATTTACAGCATCCGGAATAACTATCGAARAGAARAGCCGGGAGGCG
GAAAAGCACGCTTTATCTATGGGGCAAGCTGGCATTGTTAAGCTGGCATACGAACGARAGCG
TGAARATAACTGGTCAGTGCTGGAAGCGGCTGAATTCATCGAGGCGCATGGAGGAARAAGTGC
CGCCCCTGATGCTGGAGCAAATCAAAGCCGATCTGCGTGCTCCTAAGACCAATACCGATGAT
GAGGAAAACCAAACAGCATCTGGCGCTCCATCACTTGAAGATCTGGATAAAATCGCGCGAGA
ACGGGCCGCCAGCCGCCGCGCTGATGCCGCATTGTGGATTGAGCATCGTAGAGAAGARATTG
CCGATATCGTCGATACAGGTGGTTATGGTCGATGTCCGATGCGGAAGGCATATCAAACGAAGCA
TGGCTTGAACAGGATCTGGACGAAGACGAGGAGGAAGACGAAGAAGTTACCCGCAAACTGTA
CGGGGATGATGATTAA

SEQID NO: 8

Gen terS, los caracteres en minuscula significan secuencias delecionadas

ATGAACGAARMAACAADAGAGATTCGCAGATGAATATATAATGAATGGATGTAATGGTAAAMA
AGCAGCAATTTCAGCAggttatagtaagaaaacagcagagtctttagcaagtegattgttaa
gaaatgttaatgtttcggaatatattaaagaacgattagaacagatacaagaagagegttta
atgagcattacagaagctttagegttatetgettetattgetagaggagaacctcaagagge
ttacagtaagaaatatgaccatttaaacgatgaagtggaaaaagaggttacttacacaatca
caccaacttttgaagagcgtcagagatctattgaccacatactaaaagttecatggtgegtat
atcgacaaaaaagaaattactcagaagaatattgagattaatat tAGATCTATTGACCACAT
ACTAAAAGTTCATGGTGCGTATATCGACAAANAAGARATTACTCAGAAGAATATTGAGATTA
ATATTGGTGAGTACGATGACGARAGTTAA

SEQID NO: 9

Secuencia que contiene el gen terS natural
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AATTGGCAGTAAAGTGGCAGTTTTTGATACCTAAAATGAGATATTATGATAGTGTAGGATAT
TGACTATCTTACTGCGTTTCCCTTATCGCAATTAGGAATARAGGATCTATGTGGETTGGCTG
ATTATAGCCAATCCTTTTTTAATTTTAAAAAGCGTATAGCGCGAGAGTTGGTGGTARATGAA
ATGAACGAAAAACARAAGAGATTCGCAGATGAATATATAATGAATGGATGTAATGGTAAARA
AGCAGCAATTTCAGCAGGTTATAGTAAGAARACAGCAGAGTCTTTAGCAAGTCGATTGTTAA
GAAATGTTAATGTTTCGGAATATATTAAAGAACGATTAGAACAGATACAAGAAGAGCGTTTA
ATGAGCATTACAGAAGCTTTAGCGTTATCTGCTTCTATTGCTAGAGGAGAACCTCAAGAGGC
TTACAGTAAGAAATATGACCATTTAAACGATGAAGTGGAARAAGAGGTTACTTACACAATCA
CACCAACTTTTGAAGAGCGTCAGAGATCTATTGACCACATACTAARAGTTCATGGTGCGTAT
ATCGACARAAAAGAAATTACTCAGAAGAATATTGAGATTARATATTGGTGAGTACGATGACGA
AAGTTARAATTAAACTTTAACAAACCATCTAATGTTTTCAACAG

SEQID NO: 10

Gen de la integrasa de SaPibov2

TCATAAATATTTAACTATTTCTTTCTGTGTACTAGGGTACAAATGACCGTATCGGTTATATA
CTTCATTACTATCAGCATGGCCTRAAACGCTGTGCTATTACCATGATACTTGCGCCATGATTG
ACTAGCATAGACGCATGGCTATGTCTTAACTCATGAATTACAATTCTAGGGAATGTCTGACC
GTCTGGTAGTTGTTCATCTAATACTTTTAATGCAGCGGTAAACCAACGATCTATAGTTGATT
CACTATAAGCTTTGAAGALTGTACCGAATAATACATAATCATCTTTATATACATTGTTTTCT

TTGTACCATTTTAAATATTCTTTGATATCATTCATCATGTGAACAGGTAAGTATATATCACG
TATTGCTGCTTTTGTTTTAGGGGCTGCTCACTTCACCGTGATAGTCTGTTTTGTTAATATGTA
TGAAATCATCATCATAGTTAATATCACGCCATGTGAGGGCTCTAATTTCGCCCTTACGTGCA
CCAGAGTAAAACAGTAGCTTAAAGAATAACTTTTGTTGTTGTGTAGCTARAGCCTCATAGAA
TTGATTGAATTGTTCTAATGTCCAATAGTTCAAACGCTTATTTGATTCTATTTCAAAGTTAC
CTACTAGAGAGGCTACATTTTGCTTTAGATCATGAAACTTCATAGCATGGTTAAGTAACGAT
ACTAAGAACACGTGCATTTTCTTTAGGTACTCTCCAGAGTGTCCCTCTTTTAACTTCGTATT
CTGAAACTTCATAATATCTTGTGTAGTCATATTAAACACGTCCATAGACTTAARATAGGGTA
GCAAATGGTTGTTTGTATGTGTCTTTAATGCTTTCACACTAGATGACTTACGACGTGCAGAA
TACCACTCTATATACTCATCTACGAGCTTATCARAGGGCAGTTTGTTTATCTGTCCTACACC
CTCTAACTCGTCCATAATTTCATTACATTTCTTCAATGCCTCTTTACGCTGTTTAAAGCCAC
TCTTTTTTATTTCTTTACGTTGATTAARATTTATCATAGTATTTTATACGAAAATAGTATGTA
CCACGTTTAGCGTCTTTATATATGTTGTGGGATAGGTTTAAGTTGTGTTCTATGGGAATCAC

SEQ ID NO: 11

Secuencia completa de pGWP10001
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CTCGGGCCGTCTCTTGGGCTTGATCGGCCTTCTTGCGCATCTCACGCGCTCCTGCGGCGGECT
TGTAGGGCAGGCTCATACCCCTGCCGAACCGCTTTTGTCAGCCGGTCGGCCACGGCTTCCGG
CGTCTCAACGCGCTTTGAGATTCCCAGCTTTTCGGCCAATCCCTGCGGTGCATAGGCGCETG
GCTCGACCGCTTGCGGGECTGATGGTGACGTGGCCCACTGGTGGCCGCTCCAGGGCCTCGTAG
AACGCCTGAATGCGCGTGTGACGTGCCTTGCTGCCCTCGATGCCCCGTTGCAGCCCTAGATC
GGCCACAGCGGCCGCAAACGTGGETCTGGTCGCGGGTCATCTGCGCTTTGTTGCCGATGAACT
CCTTGGCCGACAGCCTGCCGETCCTGCGTCAGCGGCACCACGAACGCGGTCATGTGCGGGCTG
GITTCGTCACGGETGGATGCTGGCCETCACGATGCGATCCGCCCCGTACTTGTCCGCCAGCCA
CTTGTGCGCCTTCTCGAAGAACGCCGCCTGCTGTTCTTGGCTGGCCGACTTCCACCATTCCG
GGCTGGCCGTCATGACGTACTCGACCGCCAACACAGCGTCCTTGCGCCGCTTCTCTGGCAGC
AACTCGCGCAGTCGGCCCATCGCTTCATCGGTGCTGCTGGCCGCCCAGTGCTCGTTCTCTGG
CGTCCTGCTGGCCTCAGCEGTTGGGCETCTCGCGCTCGCGGTAGGCGTGCTTGAGACTGGCCG
CCACGTTGCCCATTTTCGCCAGCTTCTTGCATCGCATGATCGCGTATGCCGCCATGLCCTGCC
CCTCCCTTTTGGTGTCCAACCGGCTCGACGGGGGCAGCGCAAGGLGGTGCCTCCGGLGEECT
ACTCARTGCTTGAGTATACTCACTAGACTTTGCTTCGCARAGTCGTGACCGCCTACGGCGGC
TGCGGCGCCCTACGGGCTTGCTCTCCGGGCTTCGCCCTGCGCGGTCGCTGCGCTCCCTTGCC
AGCCCGTGGATATGTGGACGATGGCCGCGAGCGGCCACCGGCTGGCTCGCTTCGCTCGGCCC
GTGGACAACCCTGCTGGACAAGCTGATGGACAGGCTGCGCCTGCCCACGAGCTTGACCACAG
GGATTGCCCACCGGCTACCACTATAGGGCGAATTGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATTTGG
GCCCGGCGCGCCEEATCCGCTAGCTCTAGACCTCTAGACCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGA
CTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGARAACGGATGAAGGCACGAACC
CAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTGCCCGTTCCEGEECT
TTTTGACATGTGACTTTCGTTACCCTCGCGTCAAAAAGAGTTTTTACGAAAGGAAGCATARG
TGACCTGGGACGATCACAAGAAGAATTTTGCTCGCCTGGCGCGAGATGGTGGTTACACCATC
GCACAGTATGCCGCCGAGTTTAATCTTAACCCTAATACCGCACGTCGTTATCTCCGTGCCTT
CAAAGAAGACACCAGGACTACGGACAGCCGCAAGCCAAATAAGCCAGTCAGGAAGCCACTAL
LARGCATGATCATTGATCACTCTAATGATCAACATGCAGGTGATCACATTGCGGCTGARAATA
GCGGAAAAACAANGAGTTAATGCCGTTGTCAGTGCCGCAGT CGAGAATGCGAAGCGCCAAAA
TRAAGCGCATAAATGATCGTTCAGATGATCATGACGTGATCACCCGCGCCCACCGGACCTTAC
GTGATCGCCTGGAACGCGACACCCTGGATGATGATGGTGAACGCTTTGAATTCGAAGTTGGC
GATTACCTGATAGATAACGTTGAAGCGCGGAAGGCCGCGCGCGCTATGTTGCGTCGGTCCGG
GGCCGATGTTCTGGAAACCACTCTTCTGGAAAAGTCTCTTTCTCATCTCCTTATGCTGGAGA
ACGCCAGGGATACGTGTATTCGCCTGGTGCAGGARAATCGCGCGATCAGCARAAAGACGATGAT
GAAGGTACTCCGCCTGAATACCGTATCGCGAGCATGCTARACAGCTGTTCCGCGCAGATAAG
CAGCCTGATCAACACCATTTACAGCATCCGGAATAACTATCGAAARGAARGCCGGGAGGCGG

65



ES 2 780 827 T3

AAMAGCACGCTTTATCTATGGGGCAAGCTGGCATTGTTAAGCTGGCATACGAACGARAGCGT
GAAAATAACTGGTCAGTGCTGGAAGCGGCTGAATTCATCGAGGCGCATGGAGGAAAAGTGCC
GCCCCTGATGCTGGAGCARATCARAGCCGATCTGCGTGCTCCTAAGACCAATACCGATGATG
AGGARAACCRARACAGCATCTGGCGCTCCATCACTTGAAGATCTGGATAARATCGCGCGAGAA
CGGGCCGECCAGCCGCCGCECTGATGCCGCATTGTGGATTGAGCATCGTAGAGAAGAAATTGC
CCGATATCCTCCATACAGGTGGTTATGCTCGATGTCCGATCGCGGAAGGCATATCAAACGAAGCAT
GGCTTGARCAGGATCTGGACGAAGACGAGGAGGARGACGARAGAAGTTACCCGCARACTGTAC
GGGGATGATGATTAATTAAARAAACCCGCCCCGGCGGGTTTTTTTATCTAGAGCTAGCGGAT
CCGGCGLGCCGGGECCCTTCTGGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGCACT
ATAGGGCGAATTGGCGGAAGGCCGETCAAGGCCGCATTTGGGCCCGGCGCGCCEGATCCGCTA
GCTCTAGACTGGCAGGTTTCTGAGCAGATCCGTCCAACCCGATCTGGAT CGGGTCAGARARAAT
TTGCTCTAATAAATTTICGTTTTCTAAGTGCARAGAATCACCATTTCGAGCTGGTGATTGAAG
GTTGATGCAAATTTGGAGAARAAATGCAACARACATTCAATGCGGATATGAATATATCAARC
CTTCATCRARATGTCGATCCTTCAACCACTCTGCCCGTTATTTGTGGTGTTGAAATTACGAC
CGACCGCGCTGGCCGTTACAACCTTAATGCTCTACACAGAGCGAGCGGACTCGGTGCCCATA
AAGCGCCAGCTCAATGGCTARGAACGCTGTCAGCTAAACAGCTCATCGAAGAGCTTGAAARA
GAAACTATGCAGAATTGCATAGTTTCGTTCACAAGCAATGGAAGCAGGATTTCTTTCACGAC
TCGTATAACCGGCAAAGGTCAGCAGTGGCTCGATGAAGCCGATTCGCTTCGATGCTGGTGTGCTGG
TACCTGTCGCGGCAACGCGCTAACAGACGTAGTAAGAACCACCAGCATTGTAATGCTGGCTA
AAGTCACTTTCCTGAGCTGTATAACGATGAGCGATTTTACTTTTTCTGGCTATGAATTGGCC
TGCTTTGTAACACACTCCGGETCTATCCCGTAGCGCCGGGCATATCCTGTCGCAATGTGCAAR
TCTCGCGGCAACAACCAGTGAATACTTCATTCACAAGCCTCACCGCCTGATCGCGGCAGARL
CTIGGTTATAGCCAATCAACCGTCGTTCGTGCATTCCGTGAAGCTGTAAACAAAGGAATTCTG
TCTGTAGAGATTGTTATCGGCGATCACCGTGAACGTCGCGCTAACCTGTACCGGTTTACACC
ATCCTTTTTGGCCTTCGCACAACAAGCCAAARATGCGCTGATAGARAGCAAATTAAAGATCT
CTTCAGCGGCAACCARAGGTTAAAGCTGTTCTCGCTAAGACATTGGCTTTATTTAATTTTTTA
TCCACACCCCCATGTCAARAATGATACCCCCTCCCCCTGTCAGGATGACGTGGCAATARARLGAL
TAAGAAGTCACAAGTTAAAAARAACAARLAGATCAGTTTCCGGCGGTGCCGGAACAACCAGCC
TCAAAAAATTGACTTCATGGATCGCTAAGGCAAARAGCAAAGGCTGACAATCTGCGGTTATCC
AMAAAACGCACTCAANAACATCACTTCAAGCAGAAAGTAGAGCCGGCTGCGCCGCAAATATGC
TTACCTGAAGAACAAGCGTTCGCCTGATATTGGCGGGATATCAAACTTCGATAACCTACCGC
ATTGCATGACGGTAAACGAAGCTCTTAATGCGGTTTTAGCCAAARATARAGATAACGAACAA
TGGGGTATACCGGCAGGATTCAGAGGGTAATGAATTGCTCTAATTATAACCATGCATACTTT
CAACACCTCTAGTTTGCCATGAGGCAAACTCATAGGTGTCCTGGTAAGAGGACACTGTTGCC
AAAACTGGACGCCCCATTATTGCAATTAATAAACAACTAACGGACAATTCTACCTAACAATA
AGTGGCTTAARANRACCCGCCCCGGCGGGETTTTTTTATCTAGAGCTAGCGGATCCGGCGCEL
CGGGCCCTTCTGGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGCCAGCCTTCGACC
ACATACCCACCGGCTCCAACTGCGCGGCCTGCGGCCTTGCCCCATCAATTTTTTTAATTTTC
TCTGGGGAAAAGCCTCCGGCCTGCGGCCTGCECGCTTCGCTTGCCEGTTGGACACCAAGTGG
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AAGGCEGETCAAGGCTCGCGCAGCGACCGCGCAGCGGCTTGGCCTTGACGCGCCTGGAACGA
CCCAAGCCTATGCGAGTGGGEGCAGT CGAAGGCGAAGCCCGCCCGCCTGCCCCCCGAGALCCT
GCAGGGGGGEEGGEEEGCECTGAGGTCTGCCTCATGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGEC
CTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGT
AGGTGGACCAGTTIGGTGATTTTGAACTTTTIGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGA
AGATGCGTGATCTICGATCCTTCAACTCAGCAARAGTTCCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCC
CGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGITACAACCAATTAACCAATTCTGATTAGARARA
CTCATCGAGCATCARATGARACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTT
GAAARAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGA
TCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTC
GTCAAAAATAAGCTTATCAAGTGAGAAATCACCATCGAGTGACCGACTCGAATCCGGTGAGAATG
GCARAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCA
AARTCACTCGCATCAACCAARCCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATAC
GCGATCGCTETTAAANGGACAATTACARACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACALCTG
CCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGARATGCTGTT
TTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATARAATGCTTGAT
GGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCAT
TGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGARACAACTCTGGCCGCATCGGGCTTCCCATACAAT
CCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATC
AGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCA
TAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTT
TTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCCCCCCCCCCCCT
GCAGGTCCCGAGCCTCACGGCGGCGAGTGCGGEGETTCCAAGGGGGCAGCGCCACCTTGGGC
AAGGCCGAAGGCCGCGCAGTCGATCAACAAGCCCCGGAGGGGCCACTTTTTGCCGGAGGGGG
AGCCGCGCCGAAGGCETGEEGEGAACCCCGCAGGGETGCCCTTCTTTGGGCACCAAAGAACTA
GATATAGGGCGAAATGCGRAARGACTTARARATCAACAACTTARAAALGGGGGGTACGCAACA
GCTCATTGCGGCACCCCCCGCAATAGCTCATTGCGTAGGTTAAAGARARTCTGTAATTGACT
GCCACTTTTACGCAACGCATAATTGTTGTCGCGCTGCCGARAAGTTGCAGCTGATTGCGCAT
GGTGCCGCARACCETGCGGCACCCCTACCGCATGGAGATAAGCATGGCCACGCAGTCCAGAGA
AATCGGCATTCAAGCCAAGCAACAAGCCCGCTCACTGGETGCAAACGCGAACGCAAAGCGCATG
AGGCGTGGGCCGEGCTTATTGCGAGGAAACCCACGGCGGCAATGCTGCTGCATCACCTCGTG
GCGCAGATGGGCCACCAGRAACGCCGTGGTGGTCAGCCAGAAGACACTTTCCAAGCTCATCGG
ACGTTCTTTGCGGACGGTCCAATACGCAGTCAAGGACTTGGETGGCCGAGCGCTGGATCTCCG
TCGTGAAGCTCAACGGCCCCGGCACCGTGTCGGCCTACGTGGTCAATGACCGCGTGGCGTGG
GGCCAGCCCCGCGACCAGTTGCGCCTGTCGGTGTTCAGTGCCGCCEGTGGTGGTTGATCACGA
CGACCAGGACGAATCGCTGTTGGGGCATGGECGACCTGCGCCGCATCCCGACCCTGTATCCGG
GCGAGCAGCAACTACCGACCGEGCCCCGGCGAGGAGCCGCCCAGCCAGCCCGGCATTCCGGGEC
ATGGAACCAGACCTGCCAGCCTTGACCGARACGGAGGAATGGGAACGGCGCGGGCAGCAGCG
CCTGCCGATGCCCGATGAGCCGTETTTTCTGGACGATGGCGAGCCETTGGAGCCGCCGALCAC
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GGGTCACGCTGCCGCGCCEGTAGCACTTGEGGTTGCGCAGCAACCCETAAGTGCGCTGTTCCA
GACTATCGGCTGTAGCCGCCTCGCCGCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGETCGECG
GTGCATGGAGCCGGGCCACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAACGGATTCA
CCGTTTTTATCAGGCTCTGGGAGGCAGAATAAATGATCATATCGTCAATTATTACCTCCACG
GGGAGAGCCTGAGCAAACTGGCCTCAGGCATTTGAGAAGCACACGGTCACACTGCTTCCGGET
AGTCAATAARCCGGTAAACCAGCAATAGACATAAGCGGCTATTTAACGACCCTGCCCTGAAL
CGACGACCGGGTCGAATTTGCTTTCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATACTTATTCA
GGCGTAGCACCAGGCGETTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTARAAANATTACGCCCCGCCCTG
CCACTCATCGCACTCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATCGTGCGCGGAACCCCTATTTGTT
TATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATARATGCTT
CAATAATATTGAARAAGGAAGAGTATGAAGTTTGGAAATATTTGTTTTTCGTATCAACCACC
AGGTGAAACTCATAAGCTAAGTAATGCGATCGCTTTGTTCGGCTTGGTATCGCCTCAGAAGAG
TAGGGTTTGATACATATTGGACCTTAGAACATCATTTTACAGAGTTTGGTCTTACGGGAAAT
TTATTTGTTGCTGCGGCTRACCTGTTAGGAAGRACTARALACATTARATGTTGGCACTATGGG
GGTTGTTATTCCGACAGCACACCCAGTTCGACAGTTAGAAGACGTTTTATTATTAGATCARRA
TGTCGAAAGGTCGTTTTAATTTTGGAACCGTTCGAGGGCTATACCATAAAGATTTTCGAGTA
TTTGGTGTTGATATGGAAGAGTCTCGAGCAATTACTCAAARATTTCTACCAGATGATAATGGA
AAGCTTACAGACAGGAACCATTAGCTCTGATAGTGATTACATTCAATTTCCTAAGGTTGATG
TATATCCCARAGTGTACTCAAARNATGTACCAACCTGTATGACTGCTGAGTCCGCAAGTACG
ACAGRATGGCTAGCAATACAAGGGCTACCAATGGTTCTTAGTTGGATTATTGGTACTAATGA
AALARANGCACAGATGGAACTCTATAATGAAATTGCGACAGAATATGGTCATGATATATCTA
AAATAGATCATTGTATGACTTATATTTGTTCTGTTGATGATGATGCACAAAAGGCGCAAGAT
GITTGTCGGGAGTTTCTGAAAAATTGGTATGACTCATATGTAAATGCGACCAATATCITTAA
TGATAGCAATCAAACTCGTGGTTATGATTATCATAAAGGTCAATGGCGTGATTTTGTTTTAC
AAGGACATACAAACACCAATCGACGTGTTGATTATAGCAATGGTATTAACCCTGTAGGCACT
CCTGAGCAGTGTATTGAAATCATTCAACGTGATATTGATGCAACGGGTATTACAARACATTAC
ATGCGGATTTGAAGCTAATGGAACTGAAGATGAAATAATTGCTTCCATGCGACGCTTTATGA
CACAAGTCGCTCCTTTCTTAAAAGAACCTAAATAAATTACTTATTTGATACTAGAGATAATA
AGGAACAAGTTATGAAATTTGGATTATTTITTCTAAACTTTCAGARAGATGGAATAACATCT
GANGAAACGTTGGATAATATGGTALAGACTCTCACGTTAATTGATTCAACTAAATATCATTT
TAATACTGCCTTTGTTAATGAACATCACTTTTCARAAABATGGTATTGTTGGAGCACCTATTA
CCGCAGCTGGTTTTTITATTAGGGTTAACAAATAAATTACATATTGGTTCATTAAATCAAGTA
ATTACCACCCATCACCCTGTACGTGTAGCAGAAGAAGCCAGTTTATTAGATCAAATGTCAGA
GGGACGCTTCATTCTTGGTTTTAGTGACTGCGAAAGTGATTTCGARATGGAATTTTTTAGAC
GTCATATCTCATCAAGGCAACAACAATTTGAAGCATGCTATGAAATAATTAATGACGCATTA
ACTACAGGTTATTGTCATCCCCAARACGACTTTTATGATTTTCCAAAGGTTTCAATTAATCC
ACACTGTTACAGTGAGAATGGACCTAAGCAATATGTATCCGCTACATCAAAAGAAGTCGTCA
TGTGGGCAGCGAAAAAGGCACTGCCTTTAACATTTAAGTGGGAGGATARTTTAGARACCARRA
GAACGCTATGCAATTCTATATAATAAAACAGCACAACAATATGGTATTGATATTTCGGATGT

68



10

15

ES 2 780 827 T3

TGATCATCAATTAACTGTAATTGCGAACTTARAATGCTGATAGAAGTACGGCTCAAGAAGAAG
TGAGAGAATACTTAAAAGACTATATCACTGAAACTTACCCTCARATGGACAGAGATGAARARN
ATTAACTGCATTATTGAAGAGAATGCAGTTGGGTCTCATGATGACTATTATGAATCGACARA
ATTAGCAGTGGAARAAANACAGGGTCTARAAATATTTTATTATCCTTTGAATCAATGTCCGATA
TTAAAGATGTAAAAGATATTATTGATATGTTGAACCAAAARATCGAAATGAATTTACCATAA
AGTAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAGACGGCATGA
TGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGT
GAAAACGGGGGCGAAGAAGCTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCAAAACTGGTGAAACTCA
CCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATARACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGG
TTTTCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGETCGETG
GTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTAACAAGGGT
GAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGGAATTCCGGATGAGCA
TTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATARAAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTAC
GGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTG
ACTGAARATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCA
GTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGATAACTCAARAARATAC
GCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGARAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCAACGT
CTCATTTTCGCCAAAAGTTGGCCCAGGGCTTCCCGGTATCAACAGGGACACCAGGATTTATT
TATTCTGCGAAGTGATCTTCCGTCACAGGTATTTATTCGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATAC
GCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTT
CGGGGARATGTGCGCGCCCGCGETTCCTGCTGGCGCTGGGCCTGTTTCTGGCGCTGGACTTCC
CGCTGTTCCGTCAGCAGCTTTTCGCCCACGGCCTTGATGATCGCGGCGGCCTTGGCCTGCAT
ATCCCGATTCAACGGCCCCAGGGCGTCCAGAACGGGCTTCAGGCGCTCCCGAAGGT

SEQID NO: 12

Secuencia del promotor Pcps de S. aureus
GTCTAGTTAATGETGTAACGTAACATTAGCTAGATTTTTTTATTCARAAAAATATTTACARAT
ATTAGGARATTTAAGTGTAAAAGAGTTGATAAATGATTATATTGGGACTATAATATAATTAA
GGTC

SEQID NO: 13

Locus de secuencia gendmica de RN10616 que muestra la delecion de terS de ¢80a y complementacion.

terS=texto en corchetes, Delecién=subrayado, Complemento=negrita

ATTAGACAACAAACAAGTCATTGAAAATTCCGACTTATTATTCAAARAGAAATTTGATAGCG
CAGATATACAAGCTAGGTTAAAAGTAGGCGATAAGGTAGAAGTTAARACAATCGGTTATAGA
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ATACACTTTTTAARATTTATATCCGGTCTTATACGAAGTAAAGAAGGTAGATAAACAATGATT
AAACAANTACTAAGACTATTATTCITACTAGCAATGTATGAGTTAGGTAAGTATGTAACTGA
GCAAGTATATATTATGATGACGGCTAATGATGATGTAGAGGTGCCGAGTGACTTCGCGAAGT
TGAGCGATCAGTCAGATTTGATGAGGGCGCGAGGTGACGGAGTAGATGATGTGGTTAGTCATA
GCAATTATATTACTAGTCATCTTATTGTTTGGTGTGATGTTGCAAGCTGAACAGTTARAAGG
CCGATGTCAAAGTTAAACAGCGCGAGATACGACATATTAAGAAGTACGATTCGAGACATTTTGAAG
ATTAAARAATATTTGTATGGAGGGTATTCATGACTAARAAGAANTATGGATTARAATTATCAA
CAGTTCGAAAGTTAGAAGATGAGTTGTGTGATTATCCTAATTATCATAAGCAACTCGAAGAT
TTAAGAAGTGAAATANTGACACCATGGATTCCAACAGATACAAATATAGGCGGGGAGTTTGET
ACCGTCTAATACATCGCGAAAACAGAAATGGCAGTAACTAATTATCTTTGTAGTATACGAAGAG
GTARAAATCCTTGAGCTTTAAGAGCCGCTATTCGAACGTATAATCAACACATCAACTAGGAAAGAA
CGCGAATTCATTCAAGAGTATTATTTTAATAARAAAGGAATTAGTGAAAGTTTGTGATGACAT
ACACATTTCTGATAGAACTGCTCATAGAATCAAAAGGAAAATCATATCTAGATTGGCGGAAG
AGTTAGGGGAAGAGTGAAATTGGCAGTAAAGTUGCAGTTTTTGATACCTAAAATGAGATATT
ATGATAGTETAGEATATTGACTATCTTACTGCETTTCCCTTATCECAATTAGGAATAAAGGA
TCTATGTGGGTTGGCTGATTATAGCCAATCCTTTTTTAATTTTAAAAAGCGTATAGCGCGAG
AGTTGGTGGTAAATGAA

[ [ATGAACGAAAAACAAAAGAGATTCGCAGATGAATATATAATGAATGGATGTAATGGTAAA
ABDAGCAGCAATTTCAGCAGGTTATAGTAAGAAAACAGCAGAGTCTTTAGCAAGTCGATTGETT
AAGAAATETTAATGTTTCGGAATATATTAAAGAACGATTAGAACAGATACAAGAAGAGCGTT
TAATGAGCATTACAGAAGCTTTAGCGTTATCTGCTTCTATTGCTAGAGGAGAACCTCAAGAG
GCTTACAGTAAGAAATATGACCATTTAAACGATGAAGTGGAAARAAGAGGTTACTTACACAAT
CACACCAACTTTTGAAGAGCGTCAGAGATCTATTGACCACATACTAAAAGTTCATGGTGCGT
ATATCGACAAAAAAGAAATTACTCAGAAGAATATTGAGATTAATATTGGTGAGTACGATGAC
GAAAGTTAA] ]
ATTAAACTTTAACAAACCATCTAATGTTTTCAACAGAAACATATTCGAAATACTAACCAATT
ACGATAACTTCACTGAAGTACATTACGGTCGGAGGTTCGAGTGGTAAGTCTCACGGCGTTATA
CAARAAAGTTGTACTTAAAGCATTGCAAGACTGGAAATATCCTAGGCGTATACTATGGCTTAG
AAANGTCCAATCAACARATTAAAGATAGTTTATTCGAAGATGTCAAAGATTGTTTGATAAACT
TCGGTATTTGGGACATGTGCCTTTGGAATAAGACTGATAACAAAGTTGAATTGCCAAACGGC
GCAGTTTTTTTGTTTAAAGGATTAGATAACCCAGAGAARATARAGTCGATARAAGGCATATC
AGACATAGTCATGGAAGAAGCGTCTGRAATTCACACTAAATGATTACACGCAATTAACGTTGC
GTTTGAGGGAGCGTARACACGTGAATAAGCAAATATTTTTGATGTTTAACCCAGTATCTAAL
CTGAATTGGGTTTATAAGTATTTCTTTGAACATGGTGAACCAATGGAAAATGTCATGATTAG
ACAATCTAGTTATCGAGATAATAAGTTTCTTGATGAAATGACACGACAAAACTTAGAGTTGT
TAGCAAATCGTAATCCAGCATATTACAAAATTTATGCGTTAGGTGAATTTTCTACACTAGAC
AAATTGGTTTTCCCTAAGTATGAAAAACGTTTAATAAATARAGATGAGTTAAGACATTITACC
TTCTTATTTTGGATTGGACTTTGGCTACGTTAATGATCCTAGTGCTTTTATACATTCTAAAR
TAGATGTAARGAARAAGAAGTTATACATCATTGAAGAGTATGTTAAACAAGGTATGCTGAAT
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GATGAAATAGCTAATGTCATAAAGCAACTTGGTTATGCTAAAGAAGAAATTACAGCAGATAG
TGCAGAACAAAAAAGTATAGCTGAATTAAGGAATCTAGGGCTTAARAAGGATTTTACCAACCA
AARAAGGGAAGGGCTCGGTTGTACAAGGGTTACAATTCTTAATGCAATTTGARATCATTGTT
GATGAACGTTGTTTCAAGACTATTGAAGAGTTTGACAACTACACATGGCARAAGGACARAGA
TACAGGTGAATATACCAATGAACCAGTAGATACATACAATCATTGTATCGATTCGTTGCGTT
ATTCAGTGGAACGATTC

SEQID NO: 14

Secuencia completa de pGW80A001

GGCGCCATGGTTAAGGGCCCTTTGCGGAAAGAGTTAGTAAGTTAACAGAAGACGAACCAAAR
CTAAATGGTTTAGCAGGAAACTTAGATAAARAANTGAATCCAGAATTATATTCAGAACAGGA
ACAGCAACAAGAACAACAAAAGAATCAARANCGAGCGATAGAGGTATGCACTTATAGAACATGC
ATTTATGCCGAGARAACTTATTGGTTGGAATGGGCTATGTGTTAGCTAACTTGTTAGCGAGT
TGCTTGGACTTCGAATTGGCATTAATCCCAAGAAAGTACCAACTCAACAACACATAAAGCCCT
GTAGGTTCCGACCAATAAGGAAATTGGAATAAAGCAATARAAGGAGTTGAAGAAATGAAATT
CAGAGAAGCCTTTGAGAATTTTATAACAAGTAAGTATGTACTTGGTGTTTTAGTAGTCTTAA
CTGTTTACCAGATAATACAAATGCTTAAATAARAAAAGACTTGATCTGATTAGACCAAATCT
TTTGATAGTGTTATATTAATAACAAAATAANMAGCGAGTCGCTCACGCCCTACCAAAGTTTGT
GAACGACATCATTCAAAGAAAAAAACACTGAGTTGTTTTTATAATCTTGTATATTTAGATAT
TAAACGATATTTAAATATACATCAAGATATATATTTGGGTCAGCGATTACTTAAACGAAATT
GAGATTAAGGAGTCGATTTTTTATGTATAAAAACAATCATGCARAATCATTCAAATCATTTGG
AAARATCACGATTTAGACAATTTTTCTAAAACCGGCTACTCTAATAGCCGGTTGGACGCACAT
ACTGTGTGCATATCTGATCCAAAATTAAGTTTTGATGCAATGACGATCGTTGGAAATCTCAA
CCGAGACAACGCTCAGGCCCTTTCTAAATTTATGAGTGTAGAGCCCCAAATAAGACTTTGGGE
ATATTCTTCAAACAAAGTTTAAAGCTAAAGCACTTCAAGAAAAAGTTTATATTGAATATGAC
AANGTGAAAGCAGATAGTTGGGATAGACGTAATATGCGTATTGAATTTAATCCAAACAAACT
TACACGAGATGAAATGATTTGGT TAAAACAAAATATAATAAGCTACATGGAAGATGACGGTT
TTACAAGATTAGATTTAGCCTTTGATTTTGAAGATGATTTGAGTGACTACTATGCAATGTCT
GATAAAGCAGTTAAGAAAACTATTTTTTATGGTCGTAATGGTAAGCCAGAAACAAAATATTT
TGGCGTGAGAGATAGTAATAGATTTATTAGAATTTATAATAARNAGCAAGARCGTAAAGATA
ATGCAGATGCTGAAGTTATGTCTGAACATTTATGGCGTGTAGAAATCGAACTTAAAAGAGAT
ATGGTGGATTACTGGAATGATTGCTTTAGTGATTTACATATCTTGCAACCAGATTGGAAAAC
TATCCAACGCACTGCGGATAGAGCAATAGTTTTTATGTTATTGAGTGATGAAGAAGAATGGG
GRAAAGCTTCACAGAAATTCTAGAACARAAATATARGAATTTGATARAAGAAATTTCGCCAGTC
GATTTALACGGACTTAATGAAATCGACTTTARAAGCGAACGAARAACAATTGCAARAACARAAT
CGATTTTTGGCAACATGAATTTAAATTTTGGAAATAGTGTACATATTAATATTACTGAACAA
AAATGATATATTTARAACTATTCTAATTTAGGAGGATTTTTTTATGAAGTGTCTATTTARARR
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TTTGGGGAATTTATATGAGGTGAAAGAATAATTTACCCCTATAAACTTTAGCCACCTCAAGT
AAAGAGGTAAAATTGTTTAGTTTATATAAAANATTTARAGGTTTGTTTTATAGCGTTTTATT
TTGGCTTTGTATTCTTTCATTTTTTAGTGTATTAAATGAAATGGTTTTAAATGTTTCTTTAC
CTGATATTGCAAATCATTTTAATACTACTCCTGGAATTACAAACTGGGTAAACACTGCATAT
ATGTTAACTTTTTCGATAGGAACAGCAGTATATGGAAAATTATCTGATTATATARATATARRA
AARATTGTTAATTATTGCTATTAGTTTGAGCTGTCTTGGTTCATTGATTGCTTTTATTGGGC
CCACCTAGGCAAATATGCTCTTACGTGCTATTATTTAAGTGACTATTTAAAAGGAGTTAATA
AATATGCGGCAAGGTATTCTTAAATARACTGTCAATTTGATAGCGGGAACAAATAATTAGAT
GTCCTTTTTTAGGAGGGCTTAGTTTTTTGTACCCAGTTTAAGAATACCTTTATCATGTGATT
CTAAAGTATCCAGAGAATATCTGTATGCTTTGTATACCTATGGTTATGCATARARATCCCAG
TCGATAARAGTATTTATCACTGGGATTTTTATGCCCTTTTGGGTTTTTGAATGCGAGCGAAAATC
ACATGAAAATTATTAATATTGGAGTTTTAGCTCATGTTGATGCAGGAAARACTACCTTAACA
GAAAGCTTATTATATAACAGTGGAGCCGATTACAGAATTAGCGAAGCGTGGACAAAGGTACAAC
GAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGT CAGAGAGGAATTACAATTCAGACAGGAATAACCT
CITTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACGCCAGGACATATGGATTTCTTA
GCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAATTCTACTGATTTCTGCARAACA
TGGCGTACAAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCACTTAGGAARATGGGGATTCCCACAA
TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATCCAATTCGATTTATCAACGGTTTATCAGCGATATT
AMNAGAGAAACTTTCTGCCGAAATTGTAATCAAACAGAAGGTAGAACTGTATCCTAATATGTG
TGCTGACGAACTTTACCGAATCTGAACAATGGGATACGGTAATAGAGGGAAACGATAACCTTT
TAGAGAAATATATGTCCGGTAAATCATTAGAAGCATTGGAACTCGAACAAGAGGAAAGCATA
AGATTTCAGAATTGTTCTCTGTTCCCTCTTTATCATGGAAGTGCAAAAAGTAATATAGGGAT
TCGATAACCTTATAGAAGTTATTACTAATAAATTTTATTCATCAACACATCGAGGTCCGTCTG
AACTTTGCGGAAATGTTTTCARAATTGAATATACAAAAARNAAGACAACGTCTTGCATATATA
CGCCTTTATAGTGGAGTACTACATTTACGAGATTCGGTTAGAGTATCAGAAAAAGAANANAT
AMNMAGTTACAGAAATGTATACTTCAATAAATGETGAATTATGTAAGATTGATAGAGCTTATT
CTGGAGAAATTGTTATTTTGCAAAATGAGTTTTTGAAGTTAAATAGTGTTCTTGGAGATACA
AMACTATTGCCACAGAGARAARAGATTGAAAATCCGCACCCTCTACTACAARACAACTETTGA
ACCGAGTAAACCTGAACAGAGAGAAATGTTGCTTGATGCCCTTTTGGAAATCTCAGATAGTG
ATCCGCTTCTACCATATTACGTGCATTCTACCGACACATCGAAATTATACTTTCTTTCTTAGGG
ADAGTACAARATGGAAGTGATTAGTGCACTGTTGCAAGAARAGTATCATGTGGAGATAGAACT
AAMAGAGCCTACAGTCATTTATATGGAGAGACCGTTARAAAAATGCAGAATATACCATTCACA
TCGAAGTGCCGCCAAATCCTTTCTGGGCTTCCATTGGTTTATCTGTATCGCCGCTTCCGTTG
GGAAGTGGAATGCAGTATGAGAGCTCGGTTTCTCTTGGATACTTAAATCAATCATTTCAAAR
TGCAGTTATGGAAGGGGTACGCTATGCTTGCGAACAAGGATTATATGGTTGGAATGTGACGG
ATTGTAAAATCTGTTTITAAGTACGGTTTATACTATAGCCCTGTTAGTACTCCAGCAGATTTT
CGGATGCTTACTCCTATTGTACTGGAGCAAGCCTTTAGAAAAGCTGGAACAGAATTGTTAGA
GCCATATCTTAGTTTTAAAGTTTATGCACCACAGGAATATCTTTCACGGGCATATAACGATG
CTCCCAAATATTGTGCAAATATCGTARATACTCAACTGAAAAATAATGAGGTCATTATTATT
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GGAGAAATTCCTGCTCGATGTATTCAAGATTATCGCAATGATTTAACTTTTTTTACAAATGG
GCTTAGTGTTTGTTTAGCAGAGCTAAAAGGATATCAGGTTACCACTGGCGAACCTGTTTGCC
AGACCCGETCGTCTARATAGTCGGATAGATAAAGTAAGATATATGTTCAATAAAATAACTTAG
TGCGTTTTATGTTGTTATATAAATATGGTTTCTTATTAAATAAGATCAAATATTCTTTAATA
TAGATTTGAATTAAAGTGGAAAGGAGGAGATTGTTATTATAAACTACAAGTGGATATTGTGT
CCTAGTTGCTGGAAATAAAACAAGACTACGAATACGAGTGCGATACTATACTTARARATTTCCC
TTTATACAGCCCCAAATGTAAGAACGAAACTTTAATTAATGTTCAAAAAANTGCGAATATAATAR
CAATCARAGAGCCAGACGCCAAGACGCAGAGCCGATAATTTGAGAAATGAAACTCTCATCTT
ATCGGCTCTTTTTGTTTATCTGAATTTTACTGACTAGCCTTCAATATTTCCGCGGCCAGCTT
ACTATGCCATTATTAAGCTTGTAATATCGGAGGGTTTATTAATTGGCAGTARAGTGGCAGTT
TTTGATACCTTAAATCGAGATATTATGATACGTCTAGGATATTCGACTATCCTACTGCGTTTCCC
TACCGCAAATTAGGAATAAAGGATCTATGTGGGTTGGCTGATTATAGCCAATCCTTTTTTAA
TTTTAAARAAGCGTATAGCGCGAGAGTTGGTGGTAAATGAAATCGAACCGAAAAACAALAAGAGAT
TCGCAGATGARATATATAATGARTGGATGTAATGGTAARANAGCAGCAATTACAGTAGGTTAT
AGTAAGAAARCAGCAGAGTCTTTAGCAAGTCGATTGTTAAGAAATGTTAATGTTTCGGAATA
TATTAARGAACGATTAGAACAGGTACAAGRAGAGCGTTTAATGAGTATTACAGAAGCTTTAG
CGTTATCTGCTTCTATTGCTAGAGGAGAACCTCAAGAGGCTTACAGTAAGAARTATGACCAT
TTAAACGATCAACTGCAARAAACAGGTTACTTACACAATCACACCAACTTTTCGAAGAGCGTCA
GAGATCTATTGACCACATACTAARAGTACATGGTGCGTATATCGATAARAAAAGAAATTACTC
AGAAGAATATTGAGATTAATATTGGTGAGTACGATGACGAAAGTTARAATTGAACTTTAACAA
ACCGTCTAATGTTTTCAATAGCCGCGGGGGCCCAACACACCAACTTTTGAAGAGCGTCAGAG
ATCTATTGACCACATACTAAAAGTACATGGTGCGTATATCGATAAAARAGARATTACTCAGA
AGAATATTGAGATTAATATTGGTGAGTACGATGACGAAAGTTAAATTAAACTTTAACAAACC
GICTAATGTTTTCAATAGCCGCGGGGGCCCAALGAGCGGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGA
CACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAAC
GCGCGAGACGAAAGGGCCTCGETGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATG
GTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATT
TTITCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAAT
AATATTGAAAAACGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTT
GCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGARACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGA
AGATCAGTTGGGETGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTG
AGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATETGGC
GCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCA
GAATGACTTGGTTGAGTACTCACCGGTCACAGRAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACA
ACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCG
CCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGRAGCCATACCARAACGACGAGCGTGACACCACCGA
TCCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
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TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTC
GGCCCTTCCGGCTGGCTGETTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGETGAGCGTGGGETCTCGLG
GTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACG
GGGAGTCAGGCAACTATCCGATCAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGAT
TAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAARACTTC
ATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCT
TAACGTGAGTTTTCGTITCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAARAGATCAAAGGATCTTCTTG
AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAARCAARAAARCCACCGCTACCAGCGG
TGGTTTTTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA
GCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCRAGAACTC
TCGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGCCTGCTGCCAGTGGCG
ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACCTGA
GATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGARGGGAGAANAGGCGGACAGG
TATCCGGETAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARALCGC
CTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGAT
GCTCGTCAGGGGGEGCEGAGCCTATGGARARACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTG
GCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATCTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTCGATTCTCTGGATAA
CCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGGCGGGTCTAGTTAATGTGTAACGTAACATTAGCTAG
ATTTTTTTATTCAAAAAAATATTTACAAATATTAGGARATTTARAGTGTAAAAGAGTTGATAA
ATGATTATATTGGGACTATAATATAATTAAGGTCGATTGAATTCGTTAACTAATTAATCACC
AARAAGGAATAGAGTATGAAGTTTGGAAATATTTGTTTTTCGTATCAACCACCAGGTGAAAC
TCATAAGCAAGTAATGGATCGCTTTGTTCGGCTTGGTATCGCCTCAGAAGAGGTAGGETTTG
ATACATATTGGACCTTAGAACATCATTTTACAGAGTTTGGTICTTACGGGAAATTTATTTGTT
GCTGCGGCTAACCTGTTAGGAAGAACTAAAACATTAAATGTTGGCACTATGGGGGTTGTTAT
TCCGACAGCACACCCAGTTCGACAGTTAGRAGACGTTTTATTATTAGATCAAATGTCGAARG
GICGTTTTAATTTTGGAACCGTTCGAGGGCTATACCATAAAGATTTTCGAGTATTTGGTGTT
GATATGGAAGAGTCTCGAGCAATTACTCAAAATTTCTACCAGATGATAATGGAAAGCTTACA
GACAGGAACCATTAGCTCTGATAGTGATTACATTCAATTTCCTAAGGTTGATGTATATCCCA
AAGTGTACTCAAAAADTCTACCAACCTGTATCGACTGCTGAGT CCGCAAGCTACGACAGCAATGCG
CTAGCAATACAAGGGCTACCAATGGTTCTTAGTTGGATTATTGGTACTAATGARARAANANGC
ACAGATGGAACTCTATAATGAAATTGCGACAGAATATGGTCATGATATATCTAAAATAGATC
ATTGTATGACTTATATTTGTTCTGTTGATCGATCGATGCACAAAAGGCCGCAAGATGTTTETCGG
GAGTTTCTGAAAAATTGGTATGACTCATATGTAAATGCGACCAATATCTTTAATGATAGCAR
TCAAACTCGTGGTTATGATTATCATAAAGGTCAATGGCGTGATTTTGTTTTACAAGGACATA
CARACACCAATCGACGTGTTGATTATAGCAATGGTATTAACCCCGTAGGCACTCCTGAGCAG
TGTATTGAAATCATTCAACGTGATATTGATGCAACGGGTATTACAAACATTACATGCGGATT
TGAAGCTAATGGAACTGAAGATGAAATAATTGCTTCCATGCGACGCTTTATGACACAAGTCG
CTCCTTTCTTAAAAGAACCTAAATAAATTACTTATTTGATACTAGAGATAATAAGGAACAAG
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TTATGAAATTTGGATTATTTTTTCTAAACTTTCAGAAAGATGGAATAACATCTGAAGAAACG
TTGGATAATATGGTAAAGACTGTCACGTTAATTGATTCAACTAAATATCATTTTAATACTGC
CTTTGTTAATGAACATCACTTTTCAAAAAATGGTATTGTTGGAGCACCTATTACCGCAGCTG
GTTTTTTATTAGGGTTAACAAATAAATTACATATTGGTTCATTAAATCAAGTAATTACCACC
CATCACCCTGTACGTGTAGCAGAAGAAGCCAGTTTATTAGATCAAATGTCAGAGGGACGCTT
CATTCTTGGTTTTAGTGACTGCGAAAGTGATTTCGARAATGGAATTTTTTAGACGTCATATCT
CATCAAGGCAACAACAATTTGAAGCATGCTATGAAATAATTAATGACGCATTAACTACAGGT
TATTGCCATCCCCAAALACGACTTTTATGATTTTCCAAAGGTTTCAATTAATCCACACTGTTA
CAGTGAGAATGGACCTAAGCAATATGTATCCGCTACATCAARAGAAGTCGTCATGTGGGCAG
CCGAAAAAGGCACTGCCTTTAACGTTTAAGTGGCGAGCGATAATTTAGAAACCAAAGAACGCTAT
GCAATTCTATATAATAAAACAGCACARCAATATGGTATTGATATTTCGGATGTTGATCATCA
ATTAACTGTAATTGCGAACTTAAATGCTGATAGAAGTACGGCTCAAGAAGAAGTGAGAGAAT
ACTTAAAAGACTATATCACTGAAACTTACCCTCAAATGCGACAGAGATGAAARAATTAACTGC
ATTATTGAAGAGAATGCAGTTGGGTCTCATGATGACTATTATGAATCGACAAAATTAGCAGT
GGAARAARACAGGGTCTAAAAATATTTTATTATCCTTTGAATCAATGTCCGATATTAAAGATG
TAARAGATATTATTGATATGTTGRACCAAARARATCGARAAATGAATTTACCATAATAARATTARA
AGGCAATTTCTATATTAGATTGCCTTTTTGGCGCGCCTATTCTAATGCATAATAAATACTGA
TAACATCTTATATTTTGTATTATATTTTGTATTATCGTTGACATGTATAATTTTGATATCAA
ARACTGATTTTCCCTCTATTATTTTCGAGATTTATTTTCTTAATTCTCTTTAACAAACTAGA
AATATTGTATATACAAAAAATTATAAATAATAGATGAATAGTTTAATTATAGGTGTTCATCA
ATCGAAAAAGCAACGTATCTTATTTARAGTGCGTTGCTTTTTTCTCATTTATAAGGTTAAAT
AATTCTCATATATCAAGCARAGTGACA

SEQ ID NO: 15 (secuencia de ADN de locus del gen mecA (de Staphylococcus aureus subsp. aureus SA40, genoma
completo GenBank: CP003604.1))
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TATACTACAAATGTAGTCTTATATAAGGAGGATATTGATGAAARAGATAARAATTGTTCCAC
TTATTTTAATAGTTGTAGTTGTCGGGTTTGGTATATATTTTTATGCTTCAAAAGATARAGARA
ATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCARACAAGTTTATAAAGATAGCAG
TTATATTTCTAAAAGCGATAATGCGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAATATATA
ATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAARAGTATCTAARRAT
AAAAPACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGT
TCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGCAAGTTAGATTGGCGATCATAGCGTCATTA
TTCCAGGAATGCAGARARAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTARAAATCAGAACGTGGTAAA
ATTTTAGACCGAAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGT
TCCAAAGAATGTATCTAARAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAG
ACTATATCARAACARCAAATGGATCAAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAA
ACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAARANALTTTCATCTTACAACTAA
TGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAANAGCGACTTCACATCTATTAGGTTATGTTG
GTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAGTT
ATTGGTAAAAAGGGACTCGARALAACTTTACGATAAARAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCG
TGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAL
AAGATGGCARAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAAC
ATGAAARATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACT
TGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATA
ATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCA
GGTTCAACTCAAAAANTATTAACAGCAATGATTGGGT TAAATAACAAAACATTAGACGATARA
ARCAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACG
TTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGAT
AACATTTTCTTIGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAARAGGCATGAA
AAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAA
ACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTG
ATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGC
ACCTCACTTATTAARAAGACACGAAANAACAAAGTTTGGAAGAALAALTATTATTTCCAAAGAAR
ATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAARACACATAAAGAAGATATT
TATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGG
AGAAACTGGCAGACARATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAATCCAAACATGATGA
TGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGCAATGGCTAGCTACAATGCCAARAATCTCA
GGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAARANATACGATATAGATGAATARCA
ARACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTT

SEQ ID NO: 16 (secuencia de transcrito de mecA)
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UAGUCUUAUAUAAGGAGGAUAUUGAUGAAAAAGAUAAAAAUTUGUUCCACUUAUUUUAAUAGU
UGUAGUUGUCGGGUUUGGUATAUATUUUUUAUGCUUCAAAAGAUAAAGAANTUAAUAAUACUA
UUGAUGCAAUUGAAGAUAAAAAUTUUUCAAACAAGUUUAUAAAGAUTAGCAGUUATAUUUCUARAA
AGCGAUAAUGGUGAAGUAGAAAUGACUGAACGUCCGAUAAAAAUAUAUAAUAGUUUAGGCGU
UAAAGAUARUAAACAUUCAGGAUCGUAAAAUAARAAARAAGUAUCUAARRAAUAARAAACGAGUAG
AUGCUCAAUAUAAAAUUAARACAAACUACGGUAACAUUGAUCGCAACGUUCAATUUUAATUUUU
GUUARAAGAAGAUGGUAUGUGGAAGUUAGAUUGGGAUCAUAGCGUCAUUAUUCCAGGAAUGCA
GAAAGACCAAAGCAUACAUAUUGAAAAUUUAAAAUCAGAACGUGGUAAAAUUUUAGACCGAL
ACAAUGUGGCAAUUGGCCAAUACAGGAACAGCAUAUGAGAUAGGCAUCGUUCCAAAGAATUGUA
UCURAAAARAGAUUAUAAAGCAAUCGCUARAAGAACUAAGUAUUUCUGAAGACUAUAUCAAACA
ACAAAUGGAUCAARAAUUGGGUACAAGAUGAUACCUUCGUUCCACUUAAAACCGUUAAANRANRA
UGGAUGAAUAUUUAAGUGAUUUCGCAAAAANATUUUCAUCUUACAACUAAUGAAACAGARAAGU
CGUAACUAUCCUCUAGAAAAMAGCGACUUCACAUCUAUUAGGUUAUGUUGGUCCCAUUAACUC
UGAAGAAUUAAAACAARAAGAAUAUAAAGGCUAUAAAGAUGAUGCAGUUATUUGGUAAARAGG
GACUCGAAAAACUUUACGAUAAAANGCUCCAACAUGAAGAUGGCUAUCGUGUCACAATUCGUU
GACGAUAAUAGCAAUACAAUCGCACAUACAUUAAUAGAGARAAAAGAAAARNGAUGGCARAGA
UAUUCAACUAACUAUUGAUGCUAAAGUUCAAAAGAGUAUUUAUAACAACAUGAAAAAUGAUU
AUGGCUCAGGUACUGCUAUCCACCCUCAAACAGGUGAAUUAUUAGCACUUGUAAGCACACCU
UCAUTAUGACGUCUAUCCAUUUAUGUAUGGCAUGAGUAACGAAGAATAUAATUAAATUARCCGA
AGAUAAANADMGAACCUCUGCUCAACAAGUUCCAGAUUACAACUUCACCAGGUUCAACUCARA
AAAUAUUAACAGCAAUGAUUGGGUUAAAUAACAAANCAUUAGACGAUAARACAAGUUAUARA
AUCGAUGGUAAAGGUUGGCAAAAAGAUAAAUTCUUGGGGUGGUUACAACGUUACAAGATUAUGA
AGUGGUAAAUGGUAAUAUCGACUUAAAACAAGCAAUAGAAUCAUCAGAUAACATUUUUCUUUG
CUAGAGUAGCACUCGAAUUAGGCAGUAAGAAAUUUGAAAAAGGCAUGARARAACUAGGUGUU
GGUGAAGAUAUACCAAGUGAUUAUCCAUUUUAUAAUGCUCAAATUUUCAAACARARRARAUUUAGA
UAAUGAAAUAUUAUUAGCUGAUUCAGGUUACGGACAAGGUGAAAUACUGAUUAACCCAGUAC
AGAUCCUUUCAAUCUAUAGCGCAUUAGAAAAUAAUGGCAAUAUUAACGCACCUCACUUAUUA
AMAGACACGAAANACAANGUUUGGAAGAAAMAUAUUAUUUCCAAAGAAANTAUCAAUCUAUU
AACUGAUGGUAUGCAACAAGUCGUAAAUARAACACAUAAAGAAGAUAUUUAUAGAUCUUAUG
CAAACUUAAUUGGCAAAUCCGGUACUGCAGAACUCAAAAUGAAACAAGGAGAAACUGGCAGA
CARAUUGGGUGGUUUAUAUCAUAUGAUAAAGAUAAUCCAAACAUGAUGAUGGCUAUTAAUGU
UAAAGAUGUACAAGAUAAAGGAAUGGCUAGCUACAAUGCCAAARUCUCAGGUARAGUGUAUG
AUGAGCUAUAUGAGAACGGUAAUAAAAAAUACGAUAUAGAUGAAUAACARARNCAGUGAAGCA
AUCCGUAACGAUGGUUGCUUCACUGUUUU

SEQ ID NO: 17 (secuencia de ADN de locus del gen luxAB (de los genes de Vibrio fischeri luxA y luxB para las
subunidades alfa y beta de luciferasa, GenBank: X06758.1))

77



ES 2 780 827 T3

GGCTTAAATAAACAGAATCACCAAAAAGCAATAGAGTATGAAGTTTGGAAATATTTGTTTTT
CGTATCAACCACCAGGTGAAACTCATAAGCTAAGTARATGGATCGCTTTGTTCGGCTTGGTAT
CGCCTCAGAAGAGTAGGGTTTGATACATATTGGACCTTAGAACATCATTTTACAGAGTTTGG
TCTTACGGGAAATTTATTTGCTTGCTGCGGCTAACCTGTTAGGAAGAACTAAAACATTAAATG
TTGGCACTATGGGGGTTGTTATTCCGACAGCACACCCAGTTCGACAGTTAGAAGACGTTTTA
TTATTAGATCAAATGTCGAAAGGTCGTTTTAATTTTGGAACCGTTCGAGGGCTATACCATAA
AGATTTTCGAGTATTTGGTGTTGATATGCGAAGAGTCTCCGAGCAATTACTCAAARATTTCTACC
AGATGATAATGGAAAGCTTACAGACAGGAACCATTAGCTCTGATAGTGATTACATTCAATTT
CCTAAGGTTGATGTATATCCCAAAGTGTACTCAARNAAATGTACCAACCTGTATGACTGCTGA
GTCCGCAAGTACGACAGAATGGCTAGCAATACAAGGGCTACCAATGGTTCTTAGTTGGATTA
TTGGTACTAATGAAAAAANAGCACAGATGGAACTCTATAATGAAATTGCGACAGAATATGGT
CATGATATATCTAAAATAGATCATTGTATGACTTATATTTGTTCTGTTGATGATGATGCACA
AAAGGCGCAAGATGTTTGTCGGGAGTTTCTGAAAAATTGGTATGACTCATATGTAAATGCGA
CCAATATCTTTAATGATAGCAATCAAACTCGTGGTTATGATTATCATARAGGTCAATGGCGET
GATTTTGTTTTACAAGGACATACAAACACCAATCGACGTGTTGATTATAGCAATGGTATTAA
CCCTGTAGGCACTCCTGAGCAGTGTATTGAAATCATTCAACGTGATATTGATGCRAACGGGTA
TTACARAACATTACATGCGGATTTGAAGCTAATGGAACTGAAGATGARATAATTGCTTCCATG
CGACGCTTTATGACACAAGTCGCTCCTTTCTTAAAAGAACCTAAATAAATTACTTATTTGAT
ACTAGAGATAATAAGGAACAAGTTATGAAATTTGGATTATTTTTTCTAAACTTTCAGAAAGA
TGGAATAACATCTGANGAAACGTTGGATAATATGGTAAAGACTGTCACGTTAATTGATTCAA
CTAAATATCATTTTAATACTGCCTTTGTTAATGAACATCACTTTTCARRARATGGTATTGTT
GGAGCACCTATTACCGCAGCTGGTTTTTTATTAGGGTTAACAAATAAATTACATATTGGTTC
ATTAAATCAAGTAATTACCACCCATCACCCTGTACGTGTAGCAGAAGAAGCCAGTTTATTAG
ATCAAATGTCAGAGGGACGCTTCATTCTTGGTTTTAGTGACTGCGAAAGTGATTTCGAAATG
GAATTTTTTAGACGTCATATCTCATCAAGGCAACAACAATTTGAAGCATGCTATGAAATAAT
TAATGACGCATTAACTACAGGTTATTGTCATCCCCAAAACGACTTTTATGATTTTCCARAAGG
TTTCAATTAATCCACACTGTTACAGTGAGAATGGACCTAAGCAATATGTATCCGCTACATCA
AARGAAGTCGTCATGTGGGCAGCGAAAAAGGCACTGCCTTTAACATTTAAGTGGGAGGATAA
TTTAGAAACCAAAGAACGCTATGCAATTCTATATAATAANACAGCACAACRATATGGTATTG
ATATTTCGGATGTTGATCATCAATTAACTGTAATTGCGAACTTAAATGCTGATAGAAGTACG
GCTCAAGAAGAAGTGAGAGAATACTTAAAAGACTATATCACTGAAACTTACCCTCAAATGGA
CAGAGATGAAAAAATTAACTGCATTATTGAAGAGAATGCAGTTGGGTCTCATGATGACTATT
ATGAATCGACAAAATTAGCAGTGGAAAAANCAGGGTCTAAAAATATTTTATTATCCTTTGAA
TCAATGTCCGATATTAARAGATGTAAAAGATATTATTGATATGTTGAACCAAANAAATCGAAAT
GAATTTACCATAATAARATTAAAGGCAATTTCTATATTAGATTGCCTTTTTAAATTTC

SEQ ID NO: 18 (secuencia de transcrito de /luxAB)
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ARUCACCAAAAAGGAAUAGAGUAUGAAGUUUGGAAATUAUUUGUUUUUCGUAUCAACCACCAG
GUGAAACUCAUAAGCUAAGUAAUGGAUCGCUUUGUUCGGCUUGGUAUCGCCUCAGAAGAGUA
GGGUUUGAUACAUAUUGGACCUUAGAACAUCAUUUUTACAGAGUUUGGUCUUACGGGAAATUU
AUUUGUUGCUGCGGCUAACCUGUUAGGAAGAACUAAAACAUUARAUGUUGGCACUAUGGGGG
UUGUUAUUCCGACAGCACACCCAGUUCGACAGUUAGAAGACGUUUUAUUAUUAGAUCAAAUG
UCGAAAGGUCGUUUUAAUUUUGGAACCGUUCGAGGGCUAUACCAUAAAGATUUUUCGAGUAUU
UGGUGUUGAUAUGGAAGAGUCUCGAGCAAUUACUCAAAAUUUCUACCAGAUGAUAATUGGARAA
GCUUACAGACAGGAACCAUUAGCUCUGAUAGUGAUUACAUUCAAUUUCCUAAGGUUGAUGUA
UAUCCCAAAGUGUACUCAAAAAAUGUACCAACCUGUAUGACUGCUGAGUCCGCAAGUACGAC
AGAAUGGCUAGCAAUACAAGGGCUACCAAUGGUUCUUAGUUGGAUUAUUGGUACUAAUGARAA
AMAANGCACAGAUGGAACUCUAUARUGARNTUGCGACAGAAUAUGGUCAUGAUAUAUCUARRL
AUAGAUCAUUGUAUGACUUAUAUUUGUUCUGUUGAUGAUGAUGCACAAAAGGCGCAAGATUGU
UUGUCGGGAGUUUCUGAAARARAUUGGUAUGACUCAUAUGUAARAUGCGACCAAUAUCUUUAAUG
AUAGCALAUCAAACUCGUGGUUAUGAUUAUCAUARAGGUCAAUGGCGUGAUUUUGUUUUACAA
GGACAUACAAACACCAAUCGACGUGUUGAUUAUAGCAAUGGUAUUAACCCUGUAGGCACUCC
UGAGCAGUGUAUUGAAAUCAUUCAACGUGAUAUUGAUGCAACGGGUAUUACAAACAUUACAU
GCGGAUUUGAAGCUAAUGGAACUGAAGAUGAAAUAAUUGCUUCCAUGCGACGCUUUAUGACA
CAAGUCGCUCCUUUCUUARAAAGAACCUAAAUAAAUUACUUAUUUGAUACUAGAGAUAAUAAG
GAACAAGUUAUGAAAUUUGGAUUAUUUUUUCUARACUUUCAGARAAGAUGGAAUAACAUCUGA
AGAAACGUUGGAUAAUAUGGUARAAGACUGUCACGUUAAUUGAUUCAACUAAAUAUCAUUUUA
AUACUGCCUUUGUUAAUGAACAUCACUUUUCAAAAAATGGUAUUGUUGGAGCACCUAUUACC
GCAGCUGGUUUUUUAUUAGGGUUAACAAAUAAAUUACAUAUUGGUUCAUUAAAUCAAGUAATU
UACCACCCAUCACCCUGUACGUGUAGCAGAAGAAGCCAGUUUAUUAGAUCAAAUGUCAGAGG
GACGCUUCAUUCUUGGUUUUAGUGACUGCGAAAGUGAUUUCGAAAUGGAAUUUUUUAGACGU
CAUAUCUCAUCAAGGCAACAACAAUUUGAAGCAUGCUAUGAAATUAAUUAAUGACGCAUUAAC
UACAGGUUAUUGUCAUCCCCAAAACGACUUUUAUGAUUUUCCAAAGGUUUCAAUUAAUCCAC
ACUGUUACAGUGAGAAUGGACCUAAGCAAUAUGUAUCCGCUACAUCAAALGAAGUCGUCAUG
UGGGCAGCGRAAAAAGGCACUGCCUUUAACAUUUAAGUGGGAGGAUAAUUUAGARAACCAAAGA
ACGCUAUGCAAUUCUAUAUAAUAAAACAGCACAACAAUAUGGUAUUGAUAUUUCGGAUGUUG
AUCAUCAAUUAACUGUAAUUGCGAACUUARAUGCUGAUAGAAGUACGGCUCAAGAAGAAGUG
AGAGAAUACUUAAAAGACUAUAUCACUGAAACUUACCCUCAAAUGGACAGAGAUGAAAAAAT
UAACUGCAUUAUUGAAGAGAAUGCAGUUGGGUCUCAUGAUGACUAUUAUGAAUCGACAARAT
UAGCAGUGGAAAAAACAGGGUCUAAAAATAUUUUAUUAUCCUUUGAAUCAAUGUCCGAUAUU

AMRAGAUGUAAAAGAUAUUAUUGAUAUGUUGAACCAAAAAAUCGAARUGAAUUUACCAUAATURA
AARAUUAAAGGCAAUUUCUAUAUUAGAUUGCCUUUU

SEQ ID NO: 19 (secuencia de transcrito de /luxAB reprimida en cis)
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AAAGGCAUGAAAANACUUGGUAUCUUCACCAACACCUAGCUUUUUGAAGGAAUUGAGUAUGA
AGUUUGGAAAUAUUGGUUGUUCGUAUCAACCACCAGGUGAAACUCAUAAGCUARAAGGCAUGA
AARRACUAGGUGAUCUUCACCAACACCUAGUUUUUUCAAGGAAUTUGAGUAUGAAGUUUGGAA
AUAUUUGUUUUUCGUAUCAACCACCAGGUGARAACUCAUAAGCUAAGUAAUGGAUCGCUUUGU
UCGGCUUGGUAUCGCCUCAGAAGAGUAGGGUUUGAUACAUAUUGGACCUUAGAACAUCAUUU
UACAGAGUUUGGUCUUACGGGAAAUUUAUUUGUUGCUGCGGCUAACCUGUUAGGAAGAACTUA
AAACAUUAAAUGUUGGCACUAUGGGGGUUGUUAUUCCGACAGCACACCCAGUUCGACAGUUA
GAAGACGUUUUAUUAUUAGAUCARAUGUCGARAGGUCGUUUUAAUUUUGGAACCGUUCGAGG
GCUAUACCAUAAAGAUUUUCGAGUAUUUGGUGUUGAUAUGGAAGAGUCUCGAGCAAUUACUC
AAAAUUUCUACCAGAUGAUAAUGGARAAGCUUACAGACAGGAACCAUUAGCUCUGAUAGUGAU
UACAUUCAAUUUCCUAAGGUUGAUGUAUAUCCCAAAGUGUACUCAAAANAUGUACCAACCUG
UAUGACUGCUGAGUCCGCAAGUACGACAGAAUGGCUAGCAAUACAAGGGCUACCAAUGGUUC
UUAGUUGGAUUAUUGGUACUAAUGAAAAANARAGCACAGAUGGAACUCUAUAAUGAAATUGCG
ACAGAAUAUGGUCAUGAUAUAUCUAAAAUAGAUCAUUGUAUCACUUAUAUUUGUUCUGUUGA
UGAUGAUGCACAAAAGGCGCAAGAUGUUUGUCGGGAGUUUCUGAAAAATUGGUAUGACUCAU
AUGUAAAUGCGACCAAUAUCUUUAAUGAUAGCAAUCAAACUCGUGGUUAUGAUUAUCAUAARA
GGUCAAUGGCGUGAUUUUGUUUUACAAGGACAUACARACACCAAUCGACGUGUUGAUUAUAG
CAAUGGUAUUAACCCUGUAGGCACUCCUGAGCAGUGUATUGAAATUCAUUCAACGUGATATUG
AUGCAACGGGUAUUACAAACAUUACAUGCGGAUUUGAAGCUAAUGGAACUGAAGAUGAAATA
AUUGCUUCCAUGCGACGCUUUAUGACACAAGUCGCUCCUUUCUUAAAAGAACCUAAATAAAT
UACUUAUUUGAUACUAGAGAUAAUAAGGAACAAGUUAUGAAAUTUUGGAUUAUUUUUUCUAAA
CUUUCAGAAAGAUGGAAUAACAUCUGAAGAAACGUUGGAUAAUAUGGUAAAGACUGUCACGU
UAAUUGAUUCAACUAARAUAUCAUUUUAAUACUGCCUUUGUUAAUGAACAUCACUUUUCAAAR
ANUGGUAUUGUUGGAGCACCUAUUACCGCAGCUGGUUUUUUAUUAGGGUUAACAAATAAATT
ACAUAUUGGUUCAUUAAAUCAAGUAAUUACCACCCAUCACCCUGUACGUGUAGCAGAAGAAG
CCAGUUUAUUAGAUCAAAUGUCAGAGGGACGCUUCAUUCUUGGUUUUAGUGACUGCGARAAGU
GAUUUCGAARUGGARAUUUUUUAGACGUCAUAUCUCAUCAAGGCAACAACAAUUUGAAGCAUG
CUAUGAAAUAAUUAAUGACGCAUUAACUACAGGUUAUUGUCAUCCCCAAANACGACUUUUAUG
AUUUUCCAAAGGUUUCAAUUAAUCCACACUGUUACAGUGAGAAUGGACCUAAGCAAUAUGUA
UCCGCUACAUCAARAGAAGUCGUCAUGUGGGCAGCGAAAARGGCACUGCCUUUAACATUUAR
GUGGGAGGAUAAUUUAGAAACCAAAGAACGCUAUGCAAUUCUAUAUAAUAAAACAGCACALC
ARUTAUGGUAUUGAUAUUUCGGAUGUUGAUCAUCAAUUAACUGUAAUUGCGAACUUAAATGCU
GAUAGAAGUACGGCUCAAGAAGAAGUGAGAGAAUACUUAAAAGACUAUAUCACUGAAACUUA
CCCUCAAAUGGACAGAGAUGAAANAAUUAACUGCAUUAUUGAAGAGAAUGCAGUUGGGEUCUC
AUGAUGACUAUUAUGAAUCGACAAARAUUAGCAGUGGARAAAAACAGGGUCUAAAAAUAUUUUA
UUAUCCUUUGRAUCARUGUCCGAUAUUAAAGAUGUARAAGAUAUUAUUGAUAUGUUGAACCA
AAAAAUCGAAAUGAAUUUACCAUAAUAAAAUUAAAGGCAAUUUCUAUAUTAGATUGCCUUUU

80



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<110>

<120>

ES 2 780 827 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

GENEWEAVE BIOSCIENCES, INC.

PARTICULAS DE TRANSDUCCION NO REPLICATIVAS Y SISTEMAS INDICADORES BASADOS EN

PARTICULAS DE TRANSDUCCION

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

28421-25938/PCT

PCT/US2014/026536
13/03/2014

61/939.126
12/02/2014

61/897.040
29/10/2013

61/779.177
13/03/2013

22

Patentln versién 3.5

1

177

ADN

Fago P1 de Enterobacteria

1

ccactaaaaa gcatgatcat tgatcactct aatgatcaac atgcaggtga tcacattgeg

gctgaaatag cggaaaaaca aagagttaat gccgttgtca gtgccgcagt cgagaatgceg

aagcgccaaa ataagegeat aaatgategt tecagatgate atgacgtgat caccege

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

177

ADN

Secuencia artificial

Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

2

ccactaaaaa geatgataat agaccactot aacgaccaac atgcagggga geacattgeg

gctgaaatag cggaaaagca gagggtgaat gccgttgtca gtgccgcagt cgagaatgcg

aagcgeocaaa ataagcegcecat aaacgaccegt tcagacgace atgacgttat taccege

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

1727

ADN

Secuencia artificial

Descripcion de secuencia artificial: polinucledtido sintético

3

81

60

120

177

60

120

177



cactataggg
ccgetagete
agaaaaattt
gtgattgaag
aatatatcaa
gttgaaatta
ggactcggtyg
atcgaagagc
agcaggattt
ttgecttgatg
ccaccagcat
ttacttttte
ccgggcatat
acaagcctca
cattccogtga
gtgaacgtcg
ccaaaaatgce
ctgttctege
atacccccte
aaacaaaaag
ggatcgctaa
aacatgagtt
agcgttegee
taaacgaagc
cggcaggatt
ctagtttgece
ggacgcccca
gcttaaaaaa
ggcccttetg
<210> 4
<211> 131
<212> ADN
<213>

<220>

cgaattggcg
tagactggca
gctctaataa
gttgatgcaa
accttcatca
cgaccgaccg
cccataaage
ttgaaaaaga
ctttcacgac
ctggtgtgcet
tgtaatgetg
tggctatgaa
cctgteogeaa
ccgectgate
agctgtaaac
cgctaacctg
gctgatagaa
taagacattg
ccectgtecag
atcagtttcc
ggcaaaagca
caagcagaaa
tgatattgge
tcttaatgeg
cagagggtaa
atgaggcaaa
ttattgcaat
acccogececy

ggcctcatgg

Secuencia artificial

ES 2 780 827 T3

gaaggccgtc
ggtttcetgag
atttegtttt
atttggagaa
aaatgtcgat
cgetggeegt
gccagctcaa
aactatgcag
tcgtataacc
ggtacctgtc
gctaaagtca
ttggeetget
tgtgcaaatc
gcggcagaaa
aaaggaattc
taccggttta
agcaaattaa
gctttattta
gatgacgtgg
ggcggtgccg
aaggctgaca
gtagaggegg
gggatatcaa
gttttagcca
tgaattgctc
ctcataggtg
taataaacaa
gegggttttt

gcctteceget

aaggccgcat
cagategtee
ctaagtgcaa
aaaatgcaac
ccttcaacca
tacaacctta
tggctaagaa
aattgcatag
ggcaaaggtc
gcggcaacge
ctttectgag
ttgtaacaca
tcgeggeoaac
ctggttatag
tgtetgtaga
caccatcctt
agatctcectte
attttttatc
caataaagaa
gaacaaccag
atctgeggtt
ctgcgeggaa
acttcgataa
aaaataaaga
taattataac
tcctggtaag
ctaacggaca
ttatctagag

cactgccege

82

ttgggcccgyg

aaccecgatet
agaatcacca
aaacattcaa
ctctgececgt
atgectctaca
cgctgtcage
tttegttcac
agcagtgget
gctaacagac
ctgtataacg
cteeggtceta
aaccagtgaa
ccaatcaacc
gattgttatce
tttggecttce
agecggcaace
cacacccceca
taagaagtca
cctcaaaaaa
atccaaaaaa
atatgcttac
cctaccgeat
taacgaacaa
catgecatact
aggacactgt
attctaccta
ctageggatce

ttteccag

cgcgeccggat
ggategggtce
tttcgagetg
tgeggatatg
tatttgtggt
cagagcgagce
taaacagctc
aagcaatgga
gatgaagcga
gtagtaagaa
atgagcgatt
tcecegtageg
tacttcattc
gtcgttegtyg
ggcgatcace
gcacaacaag
aaggttaaag
tgtcaaaatg
caagttaaaa
ttgacttcat
cgcactcaaa
ctgaagaaca
tgcatgacgg
tggggtatac
ttcaacacct
tgccaaaact

acaataagtg

cggcgegccy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1727
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Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

cgtcaggtgg cacttttegg gaaatghbgeg cggaacccet atttgtttat tttoctaaata

cattcaaata tgtatccgect catgagacaa taaccctgat aaatgcttca ataatattga

aaaggaagag t

<210> 5

<211> 4681
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(301).

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 5

Secuencia artificial

base_modificada
. (301)
a, ¢, t, g, desconocida u otra

base_modificada
(4056) . . (4056)
a, ¢, t, g, desconocida u otra

tttgeggaaa gagttagtaa gttaacagaa

aacttagata
caaaagaatc
aacttattgg
aattgggatt
nccaataagg
cctttgagaa
accagataat
atagtgttat
acgacatcat
taaacgatat
ttgagattaa
ttggaaaatc

gcacatactg

aaaaaatgaa
aaaaacgaga
ttggaatggyg
aatcccaaga
aaattggaat
ttttataaca
acaaatgcett
attaataaca
tcaaagaaaa
ttaaatatac
ggagtcgatt
acgatttaga

tgtgcatatc

tccagaatta
tagaggtatg
ctatgtgtta
aagtaccggce
aaagcaataa
agtaagtatg
aaataaaaaa
aaataaaaag
aaacactgag
atcaagatat
ttttatgtat
caatttttcet

tgatccaaaa

gacgagccaa
tattcagaac
cacttataga
gctaacttgt
tcaacaaccc
aaggagttga
tacttggtgt
agacttgatce
gagtcgecteca
ttgtttttat
atatttgggt
aaaaacaatc
aaaaccggcet

ttaagttttg

83

Descripcion de secuencia artificial: polinucledtido sintético

acctaaatgg
aggaacagca
acatgcattt
tagcgagttg
ataaagccet
agaaatgaaa
tttagtagtc
tgattagace
cgccctacea
aatcttgtat
gagcgattac
atgcaaatca
actctaatag

atgcaatgac

tttagcagga
acaagagcaa
atgccgagaa
gttggacttg
gtaggttcceg
ttcagagaag
ttaactgttt
aaateottttg
aagtttgtga
atttagatat
ttaaacgaaa
ttcaaatcat
cceggttggac

gatecgttgga

60

120

131

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



aatctcaacc
agactttggg
attgaatatg
aatccaaaca
atggaagatg
gactactatg
aagccagaaa
aaaaagcaag
gtagaaateg
catatecttge
atgttattga
aagaatttga
aaagcgaacg
tggaaatagt
ttaggaggat
agaataattt
tatataaaaa
tttttagtgt
ttaatactac
taggaacagce
ttggtattag
atatgctett
aaggtattct
ttaggagggc
tatccagaga
aaaagtattt
atgaaaatta
gaaagcttat
acgaggacgg
acctctttte

ttottageag

gagacaacgc
atattcttca
acaaagtgaa
aacttacacg
acggttttac
caatgtctga
caaaatattt
aacgtaaaga
aacttaaaag
aaccagattg
gtgatgaaga
taaaagaaat
aaaaacaatt
gtacatatta
ttttttatga
acccctataa
atttaaaggt
attaaatgaa
tcctggaatt
agtatatgga
tttgagetgt
acgtgctatt
taaataaact
ttagtttttt
atatctgtat
atcactggga
ttaatattgg
tatataacag
ataatacgct
agtgggaaaa

aagtatatcg

ES 2 780 827 T3

tcaggecectt
aacaaagttt
agcagatagt
agatgaaatg
aagattagat
taaagcagtt
tggcgtgaga
taatgcagat
agatatggtg
gaaaactatc
agaatgggga
ttcgccagte
gcaaaaacaa
atattactga
agtgtetatt
actttagcca
ttgttttata
atggttttaa
acaaactggg
aaattatctg
cttggtteat
atttaagtga
gtcaatttga
gtacccagtt
gctttgtata
tttttatgce
agttttagct
tggagcgatt
tttagaacgt
tacgaaggtg

ttcattatca

tctaaattta
aaagctaaag
tgggatagac
atttggttaa
ttageetttg
aagaaaacta
gatagtaata
gctgaagtta
gattactgga
caacgcactg
aagcttcaca
gatttaacgg
atcgattttt
acaaaaatga
taaaaatttyg
cctcaagtaa
gcgttttatt
atgtttettt
taaacactgc
attatataaa
tgattgettt
ctatttaaaa
tagcgggaac
taagaatacc
cctatggtta
cttttgggtt
catgttgatg
acagaattag
cagagaggaa
aacatcatag

gttttagatg

84

tgagtgtaga
cacttcaaga
gtaatatgcg
aacaaaatat
attttgaaga
ttttttatgg
gatttattag
tgtctgaaca
atgattgett
cggatagage
gaaattctag
acttaatgaa
ggcaacatga
tatatttaaa
gggaatttat
agaggtaaaa
ttggetttgt
acctgatatt
atatatgtta
tataaaaaaa
tattgggecce
ggagttaata
aaataattag
tttatcatgt
tgcataaaaa
tttgaatgga
caggaaaaac
gaagcgtgga
ttacaattca
acacgccagg

gggcaattet

gccccaaata
aaaagtttat
tattgaattt
aataagctac
tgatttgagt
tegtaatggt
aatttataat
tttatggegt
tagtgattta
aatagttttt
aacaaaatat
atcgacttta
atttaaattt
ctattctaat
atgaggtgaa
ttgtttagtt
attctttcat
gcaaatcatt
actttttcga
ttgttaatta
acctaggcaa
aatatgegge
atgtcectttt
gattctaaag
tcccagtgat
ggaaaatcac
taccttaaca
caaaggtaca
gacaggaata
acatatggat

actgatttct

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



gcaaaagatg
attcccacaa
tatcaggata
tatcctaata
ggaaacgata
gaacaagagg
gcaaaaagta
tcaacacatc
aaaagacaac
gttagagtat
gaattatgta
ttgaagttaa
aatccgcacc
ttgcttgatg
tctacgacac
gcactgttgc
atggagagac
ttctgggcett
gagagctcgg
gtacgectatg
tttaagtacg
cctattgtac
agttttaaag
tattgtgcaa
attcctgete
agtgtttgtt
accegtegte
tgegttttat
tatagatttyg
gtgtcctatt
tttcecttta

tataataaca

gcgtacaagce
tcttttttat
ttaaagagaa
tgtgtgtgac
accttttaga
aaagcataag
atatagggat
gaggtcecgte
gtcttgecata
cagaaaaaga
agattgatag
atagtgttet
ctctactaca
cocottttgga
atgaaattat
aagaaaagta
cgttaaaaaa
ccattggttt
tttctcttgg
gttgcgaaca
gtttatacta
tggagcaagc
tttatgcacc
atatcgtaaa
gatgtattca
tagcagagct
taaatagtcg
gttgttatat
aattaaagtyg
tgtggaaata
tacagccocca

atcaaagagc

ES 2 780 827 T3

acaaactcgt
caataagatt
actttetgee
gaactttacc
gaaatatatg
atttcagaat
tgataacctt
tgaactttgc
tatacgccectt
@aaaaataaaa
agcttattct
tggagataca
aacaactgtt
aatctcagat
actttettte
tcatgtggag
tgcagaatat
atctgtatca
atacttaaat
aggattatat
tagcecetgtt
ctttagaaaa
acaggaatat
tactcaactg
agattatcge
aaaaggatat
gatagataaa
aaatatggtt
gaaaggagga
aaacaagact
aatgtaagaa

cagacgccaa

atattatttc
gaccaaaatg
gaaattgtaa
gaatctgaac
tccggtaaat
tgttectctgt
atagaagtta
ggaaatgttt
tatagtggag
gttacagaaa
ggagaaattg
aaactattge
gaaccgagta
agtgatccge
ttagggaaag
atagaactaa
accattcaca
ccgcttocgt
caatcatttc
ggttggaatg
agtactccag
gctggaacag
ctttencggg
aaaaataatg
aatgatttaa
caggttacca
gtaagatata
tettattaaa
gattgttatt
acgaatacga
cgaaacttta

gacgcagage

85

atgcacttag
gaattgattt
tcaaacagaa
aatgggatac
cattagaagc
tcecctettta
ttactaataa
tcaaaattga
tactacattt
tgtatacttc
ttattttgca
cacagagaaa
aacctgaaca
ttctacgata
tacaaatgga
aagagcctac
tcgaagtgce
tgggaagtgg
aaaatgcagt
tgacggattg
cagattttcg
aattgttaga
catataacga
aggtcattat
ctttttttac
ctggcgaacec
tgttcaataa
taagatgaaa
ataaactaca
gtggatacta
attaatgttce

cgataatttg

gaaaatgggy
atcaacggtt
ggtagaactg
ggtaatagag
attggaactc
tecatggaagt
attttattea
atatacaaaa
acgagattcg
aataaatggt
aaatgagttt
aaagattgaa
gagagaaatg
ttacgtggat
agtgattagt
agtcatttat
gccaaatccet
aatgcagtat
tatggaaggg
taaaatctgt
gatgcttact
gccatatctt
tgctcccaaa
tattggagaa
aaatgggett
tgtttgccag
aataacttag
tattetttaa
agtggatatt
tacttaaaaa
aaaaaatgaa

agaaatgaaa

2760

2820

2880

2940

3000

3060

31z0

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

42860

4320

4380

4440

4500

4560

4620
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ctctcatctt atcggetcett tttgtttate tgaattttac tgactagect tcaatattte

o]

<210> 6

<211> 1194
<212> ADN
<213>

<400> 6
gtgacctggg

atcegcacagt
goecttcaaag
ccactaaaaa
gctgaaatag
aagcgccaaa
caceggacct
gaattcgaag
atgttgcgtc
catctcctta
gatcagcaaa
aacagctgtt
tatcgaaaag
gttaagctgg
ttcatcgagyg
ctgegtgete
tcacttgaag
gcattgtgga
ggtgatgtcg
gacgaggagg
<210> 7
<211> 1194
<212> ADN
<213>

<400> 7

acgatcacaa
atgecgeega
aagacaccag
gcatgatcat
cggaaaaaca
ataagcgcat
tacgtgateg
ttggcgatta
ggtcegggge
tgetggagaa
aagacgatga
ccgegecagat
aaagccggga
catacgaacg
cgcatggagg
ctaagaccaa
atctggataa
ttgagcatcyg
atgcggaagg

aagacgaaga

Fago P1 de Enterobacteria

gaagaatttt
gtttaatett
gactacggac
tgatcactct
aagagttaat
aaatgatcgt
cectggaacge
cctgatagat
cgatgttctg
cgccagggatk
tgaaggtact
aagcagcctg
ggcggaaaag
aaagcgtgaa
aaaagtgceg
tacegatgat
aatcgeogega
tagagaagaa
catatcaaac

agttacccge

Fago P1 de Enterobacteria

gtgacctggg acgatcacaa gaagaatttt

atcgcacagt atgccgccecga gtttaatctt

gctecgectgg
aaccctaata
agcecgcaage
aatgatcaac
gcegttgteca
tcagatgatce
gacaccectgg
aacgttgaag
gaaaccactc
acgtgtatte
ccgectgaat
atcaacacca
cacgctttat
aataactggt
cccctgatge
gaggaaaacc
gaacgggccyg
attgccgata
gaagcatggce

aaactgtacg

getegectgg

aaccctaata

86

cgcgagatgg
cegeacgteyg
caaataageac
atgcaggtga
gtgccgecagt
atgacgtgat
atgatgatgg
cgeggaagge
ttctggaaaa
gcctggtgea
accgtatege
tttacagcat
ctatggggca
cagtgctgga
tggagcaaat
aaacagcate
ccageegecy
tcgtcegatac

ttgaacagga

gggatgatga

cgcgagatgy

ccgecacgtceg

tggttacacc
ttatctecgt
agtcaggaag
tcacattgceg
cgagaatgcg
caceccgegec
tgaacgcettt
cdgagegeget
gtctctttet
ggaaatgcgc
gagcatgcta
ccggaataac
agctggcatt
agcggctgaa
caaagccgat
tggegeteaca
cgetgatgec
aggtggttat
tctggacgaa

ttaa

tggttacacc

ttatctcegt

4680

4681

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

1020
1080
1140

1194

60

120



10

15

gccttcaaag
ccactaaaaa
gctgaaatag
aagcgccaaa
caccggacct
gaattcgaag
atgttgegte
catctcctta
gatcagcaaa
aacagctgtt
tatcgaaaag
gttaagctgg
ttcatcgagg
ctgcgtgctc
tcacttgaag
gcattgtgga
ggtgatgtceg
gacgaggagg
<210> 8
<211> 525
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 8
atgaacgaaa

aaagcagcaa
ttaagaaatg
cgtttaatga
caagaggctt
tacacaatca
catggtgegt
tctattgacce
aagaatattg

<210> 9

aagacaccag
gcatgatcat
cggaaaaaca
ataagcgcat
tacgtgateg
ttggcgatta
ggtccgggge
tgctggagaa
aagacgatga
ccgcgcagat
aaagccggga
catacgaacg
cgcatggagyg
ctaagaccaa
atctggataa
ttgagcateg
atgcggaagg

aagacgaaga

Secuencia artificial

aacaaaagaqg
tttcagcagg
ttaatgtttc
gcattacaga
acagtaagaa
caccaacttt
atatcgacaa
acatactaaa

agattaatat

ES 2 780 827 T3

gactacggac
tgatcactct
aagagttaat
aaatgatcgt
cctggaacge
cctgatagat
cgatgttetg
cgccagggat
tgaaggtact
aagcagcctg
ggcggaaaag
aaagcgtgaa
aaaagtgccg
taccgatgat
aategegega
tagagaagaa
catatcaaac

agttaccecge

atteogeagat
ttatagtaag
ggaatatatt
agctttagcg
atatgaccat
tgaagagegt
aaaagaaatt
agttcatggt

tggtgagtac

agccgcaage
aatgatcaac
gcegttgtca
tcagatgatce
gacacecctgg
aacgttgaag
gaaaccactc
acgtgtattc
ccgectgaat
atcaacacca
cacgctttat
aataactggt
cccetgatge
gaggaaaacc
gaacgggcceg
attgccegata
gaagcatggc

aaactgtacg

gaatatataa
aaaacagcag
aaagaacgat
ttatctgett
ttaaacgatg
cagagatcta
actcagaaga
gcgtatateg

gatgacgaaa
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caaataagcc
atgcaggtga
gtgccgeagt
atgacgtgat
atgatgatgg
cgcggaaggc
ttctggaaaa
gcetggtgea
accgtatege
tttacagcat
ctatggggeca
cagtgctgga
tggagcaaat
aaacagcatc
ccageccegeeg
tecgtegatac

ttgaacagga

gggatgatga

Descripcion de secuencia artificial: polinucledtido sintético

tgaatggatg
agtctttage
tagaacagat
ctattgctag
aagtggaaaa
ttgaccacat
atattgagat
acaaaaaaga

gttaa

agtcaggaag
tcacattgeg
cgagaatgcg
cacccgcgec
tgaacgcttt
cgcgcgcgct
gtctetttet
ggaaatgcgc
gagcatgcta
ccggaataac
agctggcatt
agcggetgaa
caaagccegat
tggcgectcca
cgctgatgece
aggtggttat
tctggacgaa

ttaa

taatggtaaa
aagtcgattg
acaagaagag
aggagaacct
agaggttact
actaaaagtt
taatattaga

aattactcag

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1194

€0

120

180

240

300

360

420

480

525



10

15

<211>
<212>
<213>

663
ADN

<400> 9
aattggcagt

attgactatc
gcetgattata
aatgaaatga
ggtaaaaaag
cgattgttaa
gaagagcgtt
gaacctcaag
gttacttaca
aaagttcatg
attggtgagt
cag

<210> 10
<211> 1116
<212> ADN
<213>

<400> 10
tcataaatat

tacttcatta
attgactage
ctgacegtcet
agttgattca
attgttttect
gtatatatca
tttgttaata
ttcgeectta
agctaaagcc
tgattectatt

catagcatgg

aaagtggcag
ttactgegtt
gccaatcectt
acgaaaaaca
cagcaattte
gaaatgttaa
taatgagcat
aggcttacag
caatcacacc
gtgcgtatat

acgatgacga

Staphylococcus aureus

ttaactattt
ctatcageat
atagacgcat
ggtagttgtt
ctataagett
ttgtaccatt
cgtattgctg
tgtatgaaat
cgtgcaccag
tcatagaatt
tcaaagttac

ttaagtaacg

ES 2 780 827 T3

Fago 80alfa de Staphylococcus

tttttgatac
tcecettateg
ttttaatttt
aaagagatte
agcaggttat
tgtttecggaa
tacagaagct
taagaaatat
aacttttgaa
cgacaaaaaa

aagttaaatt

ctttetgtgt
ggcctaaacyg
ggctatgtet
catctaatac
tgaagaatgt
ttaaatattc
cttttgtttt
catcatcata
agtaaaacag
gattgaattg
ctactagaga

atactaagaa

ctaaaatgag
caattaggaa
aaaaagcagta
gcagatgaat
agtaagaaaa
tatattaaag
ttagcgttat
gaccatttaa
gagcegtcaga
gaaattactc

aaactttaac

actagggtac
ctgtgetatt
taactcatga
ttttaatgea
accgaataat
tttgatatca
aggggctgtc
gttaatatca
tagcttaaag
ttctaatgte
ggctacattt

cacgtgcatt
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atattatgat
taaaggatct
tagegegaga
atataatgaa
cagcagagte
aacgattaga
ctgettcetat
acgatgaagt
gatctattga
agaagaatat

aaaccatcta

aaatgaccgt
accatgatac
attacaattc
gcggtaaacc
acataatcat
ttecatcatgt
acttcaccgt
cgecatgtga
aataactttt
caatagttca
tgctttagat

ttctttaggt

agtgtaggat
atgtgggttg
gttggtggta
tggatgtaat
tttagecaagt
acagatacaa
tgctagagga
ggaaaaagag
ccacatacta
tgagattaat

atgttttcaa

atcggttata
ttgegecatg
tagggaatgt
aacgatctat
ctttatatac
gaacaggtaa
gatagtctgt
gggctctaat
gttgttgtgt
aacgcttatt
catgaaactt

actctccaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

15

gtgtcecctcet
cacgtccata
cacactagat
aaagggcagt
cttcaatgece

tttatcatag

gtgggatagg

<210> 11
<211> 10844
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(8807)

<400> 11
ctegggocgt

cctgtaggge
ccggegtetce
cgcgtggete
cctogtagaa
gccctagatce
tgeccgatgaa
tcatgtgegg
acttgtccge
ccgacttcca
tgcgeecgett
ccgeccagty
ggtaggcgty
tgatcgegta
cagcgcaagg

cttogeaaag

tttaactteg
gacttaaaat
gacttacgac
ttgtttatct
tetttacget
tattttatac

tttaagttgt

Secuencia artificial

base_modificada
.. (8807)
a, ¢, t, g, desconocida u otra

ctettggget
aggctcatac
aacgcgcttt
gaccgecttge
cgectgaatg
ggccacagcg
cteecttggee
gctggttteg
cagccacttg
ccattccggg
ctctggcagc
ctegttetet
cttgagactg
tgcegecatg
cggtgcctcc

tegtgacege

ES 2 780 827 T3

tattctgaaa
agggtagcaa
gtgcagaata
gtcctacace
gtttaaagee
gaaaatagta

gttetatggy

tgateggect
ccctgecgaa
gagattccca
gggctgatgg
cgegtgtgac
gccgcaaacg
gacagecctge
tcacggtgga
tgcgecttet
ctggcecgtca
aactecgegea
ggcgtectge
gccegecacgt
cctgeececte

ggcgggccac

ctacggegge

cttcataata
atggttgttt
ccactctata
ctctaactceg
actetttttt
tgtaccacgt

aatcac

tettgegeat
ccgettttgt
gcttttegge
tgacgtggce
gtgccttget
tggtctggte
cgtecctgegt
tgctggecgt
cgaagaacgc
tgacgtactc
gtcggcccat
tggegtcage
tgcccatttt
cottttggtyg
tcaatgcttg

tgoggegece

89

tcttgtgtag
gtatgtgtct
tactcatcta
tccataattt
atttctttac

ttagcgtcett

Descripcion de secuencia artificial: polinucledtido sintético

ctcacgeget
cagccggtceyg
caatcecctge
cactggtggce
gocctegatyg
gcgggtcatce
cagcggcace
cacgatgcga
cgcectgetgt
gaccgccaac
cgcttcatecg
gttgggegtce
cgecagette
tccaaccgge
agtatactca

tacgggettyg

tcatattaaa
ttaatgecttt
cgagcttate
cattacattt
gttgattaaa

tatatatgtt

cetgoggegg
gccacggcett
ggtgcatagg
cgctccaggyg
cccegttgea
tgcegetttgt
acgaacgcgg
tcegeccegt
tecttggectgg
acagcgtcct
gtgectgctgg
tegegetege
ttgcatcgea
tcgacggggg
ctagactttg

cteteaggge

780

840

900

960

1020

1080

1116

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



ttegeectge
gagcggccac
tggacaggct
agggcgaatt
gctetagace
gccgggtgac
tcggttegta
tcgttaccecct
cacaagaaga
gccgagttta
accaggacta
atcattgatc
aaacaaagag
cgcataaatg
gatcgectygyg
gattacctga
ggggccgatg
gagaacgcca
gatgatgaag
cagataagca
cgggaggcgyg
gaacgaaagc
ggaggaaaag
accaataccg
gataaaatcg
catcgtagag
gaaggcatat
gaagaagtta
ggttttttta
tteegetcac

gcatttggge

gcggtegetg
cggctggetce
gcgectgece
ggcggaaggc
tctagaccecag
gcacaccgtg
agctgtaatg
cgcgtcaaaa
attttgctcg
atcttaaccce
cggacagccg
actctaatga
ttaatgececgt
atcgttcaga
aacgcgacac
tagataacgt
ttctggaaac
gggatacgtg
gtactccgee
gcctgatcaa
aaaagcacgce
gtgaaaataa
jofe falalefalatalaid
atgatgagga
cgcgagaacy
aagaaattgce
caaacgaagc
cccgcaaact
tctagagcta
tgcecogettt

ccggogegec

ES 2 780 827 T3

cgcteccettg
gcttegeteg
acgagcttga
cgtcaaggcc
ccaggacaga
gaaacggatg
caagtagcgt
agagttttta
cctggegega
taatacecgea
caagccaaat
tcaacatgca
tgtcagtgcece
tgatcatgac
cctggatgat
tgaagcgcgg
cactcttectg
tattegectg
tgaataccgt
caccatttac
tttatctatg
ctggtcagtg
gatgctggag
aaaccaaaca
ggccgccage
cgatatcgtce
atggcttgaa
gtacggggat
gceggateegg
ccagcactat

ggatccgeta

ccagececgtg
gceegtggac
ccacagggat
gcatttggge
aatgcoctecga
aaggcacgaa
gcecegttceeg
cgaaaggaag
gatggtggtt
cgtegttate
aagccagtca
ggtgatcaca
gcagtcgaga
gtgatcacce
gatggtgaac
aaggcegege
gaaaagtctc
gtgcaggaaa
atcgegagea
agcatccgga
gggcaagetyg
ctggaagcgg
caaatcaaag
gcatctggcg
cgeegegetg
gatacaggtg
caggatctgg
gatgattaat
cgocgeaggge
agggcgaatt

gctctagact
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gatatgtgga
aaccctgcetg
tgceccaccgg
ccggegogeo
cttegetget
cccagtggac
ggccttttga
cataagtgac
acaccatcge
tcegtgectt
ggaagccact
ttgecggetga
atgcgaageg
gecgeccacey
gctttgaatt
gcgctatgtt
tttectcatct
tgcgegatca
tgctaaacag
ataactatcg
gcattgttaa
ctgaattcat
ccgatctgeg
ctccatcact
atgecegcatt
gttatggtga
acgaagacga
taaaaaaacc
ccttetggge
ggcggaaggce

ggcaggttte

cgatggeccge
gacaagctga
ctaccactat
ggatccgcta
geccaaggtt
ataagcctgt
catgtgactt
ctgggacgat
acagtatgcc
caaagaagac
aaaaagcatg
aatagcggaa
ccaaaataag
gaccttacgt
cgaagttgge
gegteggtcece
cettatgetg
gcaaaaagac
ctgttcegeg
aaaagaaagc
getggeoatac
cgaggcgcat
tgctectaag
tgaagatctg
gtggattgag
tgtcgatgeg
ggaggaagac
cgccceggceg
ctcatgggee
cgtcaaggec

tgagcagate

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



gtccaacceg
gcaaagaatc
caacaaacat
accactctge
cttaatgete
agaacgctgt
atagtttcgt
ggtcagcagt
acgcgctaac
tgagctgtat
cacactcocegg
caacaaccag
atagccaatc
tagagattgt
cctttttgge
cttecagegge
tatccacacc
agaataagaa
ccagcctcaa
ggttatccaa
ggaaatatgce
ataacctacc
aagataacga
taaccatgca
taagaggaca
gacaattcta
agagctageg
ccgcttteca
ttgcccecate
cttecgettge
ageggettgg

ggcgaageec

atctggateg
accatttcga
tcaatgcgga
ccogttatttg
tacacagage
cagctaaaca
tcacaagcaa
ggctgatgaa
agacgtagta
aacgatgagc
tctatececegt
tgaatactte
aaccgtegtt
tatcggegat
cttogecacaa
aaccaaggtt
cccatgtcaa
gtcacaagtt
aaaattgact
aaaacgcact
ttacctgaag
gcattgcatg
acaatggggt
tactttcaac
ctgttgccaa
cctaacaata
gatceggege
gccagccttce
aattttttta
cggttggaca
ccttgacgeg

gcecegoctge

ES 2 780 827 T3

ggtcagaaaa
gctggtgatt
tatgaatata
tggtgttgaa
gageggacte
gctcatcgaa
tggaagcagg
gcgattgett
agaaccacca
gattttactt
agcgcoggge
attcacaage
cgtgeattec
caccgtgaac
caagccaaaa
aaagctgtte
aatgataccc
aaaaaaacaa
tcatggatcg
caaaaacatg
aacaagcgtt
acggtaaacg
ataccggcag
acctctagtt
aactggacge
agtggcttaa
gcoegggeeoct
gaccacatac
attttctcetg
ccaagtggaa
cctggaacga

ccecccgagac

atttgctcta
gaaggttgat
tcaaaccttc
attacgaceg
ggtgcccata
gagcttgaaa
atttctttca
gatgotggtg
gcattgtaat
tttctggcta
atatcctgte
c¢tecaccgect
gtgaagctgt
gtcgegetaa
atgcgeotgat
tcgctaagac
cctcececctg
aaagatcagt
ctaaggcaaa
agttcaagea
cgcectgatat
aagctcttaa
gattcagagg
tgccatgagg
cccattattg
aaaaacccgce
tetgggecte
ccaccggctce
gggaaaagec

ggcgggtcaa

cccaagecta

ctgcaggggg

91

ataaatttceg
gcaaatttgg
atcaaaatgt
accgegetgg
aagcgeocage
aagaaactat
cgactcgtat
tgctggtace
gctggctaaa
tgaattggcc
gcaatgtgca
gatcegoggea
aaacaaagga
cctgtaccgg
agaaagcaaa
attggcttta
tcaggatgac
ttccggeggt
agcaaaggct
gaaagtagag
tggegggata
tgcggtttta
gtaatgaatt
caaactcata
caattaataa
ccecggegggt
atgggeette
caactgcgcg
tceggectge
ggctcgegea
tgcgagtggg

gggggggcgce

ttttetaagt
agaaaaaatg
cgatccttca
cegttacaac
tcaatggeta
gcagaattgc
aaccggcaaa
tgtegeggea
gtcactttce
tgctttgtaa
aatctecgegg
gaaactggtt
attetgtetg
tttacaccat
ttaaagatct
tttaattttt
gtggcaataa
gccggaacaa
gacaatctge
geggetgege
tcaaacttcy
gccaaaaata
gctctaatta
ggtgtcetgg
acaactaacg
ttttttatct
cgetcactge
gcctgecggece
ggecctgegeg
gcgaccgege
ggcagtcgaa

tgaggtetge

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



ctecgtgaaga
aagtgaggga
acttttgectt
actcagcaaa
ctgccagtgt
aaactgcaat
taatgaagga
tgegattceg
gttatcaagt
atgcatttct
cgcatcaacc
gctgttaaaa
cgcatcaaca
cceggggate
ggtcggaaga
attggcaacg
caatcgatag
taaatcagca
atggctcata
tgatatattt
cocccececeee
gcgccacctt
tttttgeegg
ttgggcacca
aaaaaggggg
taaagaaaat
gaaaagttgce
ataagcatgg
tgggtgcaaa
acggcggcaa

gtcageccaga

aggtgttget
gccacggttg
tgccacggaa
agttcgattt
tacaaccaat
ttattcatat
gaaaactcac
actcgtcecaa
gagaaatcac
ttcecagactt
aaaccgttat
ggacaattac
atattttecac
gcagtggtga
ggcataaatt
ctacctttge
attgtcgeac
tccatgttgg
acaccccettg
ttatcttgtg
ctgcaggtec
gggcaaggcce

agggggagcce

aagaactaga
gtacgcaaca
ctgtaattga
agctgattge
ccacgcagtc
cggaacgecaa
tgctgetgea

agacactttce

ES 2 780 827 T3

gactcatace
atgagagctt
cggtctgcgt
attcaacaaa
taaccaatte
caggattatc
cgaggcagtt
catcaataca
catgagtgac
gttcaacagg
tcattcgtga
aaacaggaat
ctgaatcaqgg
gtaaccatgc
cegtecageca
catgtttcag
ctgattgccce
aatttaatcg
tattactgtt
caatgtaaca
cgagcctcac
gaaggccgeg
gcgecgaagg
tatagggcga
gctcattgcg
ctgccacttt
gcatggtgece
cagagaaatc
agcgcatgag
tcacctegtg

caagctcatce

aggcctgaat
tgttgtaggt
tgtcgggaag
gecocgecgtee
tgattagaaa
aataccatat
ccataggatg
acctattaat
gactgaatcc
ccagccatta
ttgcgcctga
cgaatgcaac
atattecttet
atcatcagga
gtttagtetg
aaacaactct
gacattatcg
cggcctcgag
tatgtaagca
tcagagattt
ggeggegagt
cagtcgatca
cgtgggggaa
aatgcgaaag
gcaccccecg
tacgcaacgce
gcaacegtge
ggcattcaag
gcgtgggeeg
gcgcagatgg

ggacgttett
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cgccccatea
ggaccagttg
atgcgtgate
cgtcaagtca
aactcatecga
ttttgaaaaa
gcaagatcct
ttocectegt
ggtgagaatg
cgctegteat
gcgagacgaa
cggegeagga
aatacectgga
gtacggataa
accatctcat
ggcgcatcgg
cgagcccatt
caagacgttt
gacagtttta
tgagacacaa
gegggggtte
acaagcccceg
cccegecaggg
acttaaaaat
caatagctca
ataattgttg
ggcacccocta
ccaagaacaa
ggcttattge

gccaccagaa

tgcggacggt

tccagecaga
gtgattttga
tgatccttca
gcgtaatgcet
gcatcaaatg
gccgtttctg
ggtatcggte
caaaaataag
gcaaaagcett
caaaatcact
atacgcgatc
acactgccag
atgetgtttt
aatgcttgat
ctgtaacatc
gctteoeocata
tatacccata
cccgttgaat
ttgttcatga
cgtggettte
caagggggca
gaggggccac
gtgceccttcet
caacaactta
ttgcgtaggt
tcgegetgece
cegecatggag
gcceggteac
gaggaaaccc
cgcegtggtg

ccaatacgca

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600



gtcaaggact
gtgtcggect
ctgtecggtgt
gggcatggeg
ggceceggeg
gccttgaccg
gagoecgtgtt
cgeceggtage
tagccgecte
ccgggcecace
atcaggctct
gectgagoaa
aataaacecgg
acgaccgggt
ggcgtageac
tgccactcat
tgtttatttt
atgcttcaat
caaccaccag
ctcagaagag
cttacgggaa
gttggcacta
ttattattag
cataaagatt
ttctaccaga
attcaatttc
atgactgetg
cttagttgga
gcgacagaat
gttgatgatg
gactcatatg

tatcataaag

tggtggccga
acgtggtcaa
tcagtgeege
acctgegeceg
aggagccgcec
aaacggagga
ttetggacga
acttgggttg
gccgcecctat
tcgacctgaa
gggaggcaga
actggoctea
taaaccagca
cgaatttgct
caggcgttta
cgecactagte
tctaaataca
aatattgaaa
gtgaaactca
tagggtttga
atttatttgt
tgggggttgt
atcaaatgtce
ttecgagtatt
tgataatgga
ctaaggttga
agteccgcaag
ttattggtac
atggtcatga
atgcacaaaa
taaatgcgac

gtcaatggeg
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gcgcetggatce
tgaccgegty
cgtggtggtt
catcecegace
cagccagecc
atgggaacgg
tggagageceg
cgcagcaacc
accttgtctg
tggaagccegyg
ataaatgatc
ggcatttgag
atagacataa
ttcgaatttc
agggcaccaa
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
taagctaagt
tacatattgg
tgctgeggcet
tattccgaca
gaaaggtcgt
tggtgttgat
aagcttacag
tgtatatcece
tacgacagaa
taatgaaaaa
tatatctaaa
ggcgcaagat
caatatcttt

tgattttgtt

teccgtegtga
gcgtggggec
gatcacgacg
ctgtatecgg
ggcattccgg
cgcgggcage
ttggageoge
cgtaagtgeg
ccteccecgeg
cggcacctcg
atatcgtcaa
aagcacacgg
gcggctattt
tgccattcat
taactgeoctt
tttecggggaa
tatccgctcea
atgaagtttg
aatggatcge
accttagaac
aacctgttag
gcacacccag
tttaattttg
atggaagagt
acaggaacca
aaagtgtact
tggctagecaa
aaagcacaga
atagatcatt
gtttgtcggg
aatgatagca

ttacaaggac
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agctcaacgg
agccccgega
accaggacga
gegageagea
gcatggaacc
agcgectgcee
cgacacgggt
ctgttccaga
ttgcgtcgeg
ctaacggatt
ttattacctc
tcacactget
aacgaccctg
ccgcttatta
aaaaaaatta
atgtgegegg
tgagacaata
gaaatatttg
tttgttogge
atcattttac
gaagaactaa
ttcgacagtt
gaaccgtteg
ctcgagcaat
ttagctctga
caaaaaatgt
tacaagggcect
tggaactecta
gtatgactta
agtttctgaa
atcaaactcg

atacaaacac

cceccggeace
ccagttgege
atcgetgttg
actaccgace
agacctgcca
gatgeccecgat
cacgetgeoyg
ctatecggetg
gtgcatggag
caccgttttt
cacggggaga
tecggtagte
ccctgaaceg
tacttattca
cgeecegaoa
aacccctatt
accctgataa
tttttegtat
ttggtatege
agagtttggt
aacattaaat
agaagacgtt
agggctatac
tactcaaaat
tagtgattac
accaacctgt
accaatggtt
taatgaaatt
tatttgttet
aaattggtat
tggttatgat

caatcgacgt

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7320

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8480

8520



gttgattata
caacgtgata
actgaagatg
aaagaaccta
ttggattatt
atatggtaaa
ttaatgaaca
ttttattagg
atcaccctgt
tcattcttgg
tctcatcaag
caggttattg
actgttacag
tgtgggcage
aagaacgcta
atgttgatca
aagaagtgag
atgaaaaaat
aatcgacaaa
caatgtccga
tgaatttace
atcacagacg
ataatatttg
atcaaaactg
cecctttaggg
tagaaactgc
ctcatggaaa
cattgccata
cggataaaac
aacggtctgy

atgccattgg

gcaatggtat
ttgatgcaac
aaataattgc
aataaattac
ttttctaaac
gactgtcacg
tcacttttea
gttaacaaat
acgtgtagca
ttttagtgac
gcaacaacaa
tcatccccaa
tgagaatgga
gaaaaaggca
tgcaattcta
tcaattaact
agaatactta
taactgceatt
attagcagtg
tattaaagat
ataaagtagt
gcatgatgaa
cccatggtga
gtgaaactca
aaataggcca
cggaaatcgt
acggtgtaac
cggaattceg
ttgtgettat
ttataggtac

gatatatcaa
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taaccctgta
gggtattaca
tteccatgega
ttatttgata
tttcagaaag
ttaattgatt
aaaaatggta
aaattacata
gaagaagcca
tgecgaaagtg
tttgaagcat
aacgactttt
cctaagcaat
ctgecectttaa
tataataaaa
gtaattgcga
aaagactata
attgaagaga
gaaaaaacag
gtaaaagata
actgttgtaa
cctgaatege
aaacgggggc
cccagggatt
ggttttcacce
cgtggtatte
aagggtgaac
gatgagcatt
ttttetttac
attgagcaac

cggtggtata

ggcactectyg
aacattacat
cgetttatga
ctagagataa
atggaataac
caactaaata
ttgttggage
ttggttcatt
gtttattaga
atttecgaaat
gctatgaaat
atgattttecce
atgtatcege
catttaagtg
cagcacaaca
acttaaatge
tcactgaaac
atgcagttgg
ggtctaaaaa
ttattgatat
tteattaage
cagcggcatc
gaagaagttg
ggctgagacg
gtaacacgcce
actccagagc
actatcccecat
catcaggcgg
ggtctttaaa
tgactgaaat

toccagtgatt
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agcagtgtat
gcggatttga
cacaagtcge
taaggaacaa
atctgangaa
tcattttaat
acctattacc
aaatcaagta
tcaaatgtca
ggaatttttt
aattaatgac
aaaggtttca
tacatcaaaa
ggaggataat
atatggtatt
tgatagaagt
ttaccctcaa
gtctecatgat
tattttatta
gttgaaccaa
attectgeoecga
agcaccttgt
tccatattgg
aaaaacatat
acatcttgecg
gatgaaaacg
atcaccagcect
gcaagaatgt
aaggccgtaa
gectcaaaat

tttttcteca

tgaaatcatt
agctaatgga
tcetttetta
gttatgaaat
acgttggata
actgcctttyg
gcagctggtt
attaccacce
gagggacgct
agacgtcata
gcattaacta
attaatccac
gaagtcgtceca
ttagaaacca
gatatttecgg
acggctcaag
atggacagag
gactattatg
tcctttgaat
aaaatcgaaa
catggaagce
cgeccttgegt
ccacgtttaa
tctcaataaa
aatatatgtg
tttecagtttg
caccgtettt
gaataaaggc
tatccagectg
gttetttacy

ttttagette

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380
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15

cttagectect
atggtgaaagqg
ccagggcette
cgtcacaggt
atgtcatgat
cccgegttee
cagctttteg
cggccccagyg
<210> 12
<211> 128
<212> ADN
<213>

<400> 12

gaaaatctcg
ttggaacctce
ccggtatcaa
atttattecga
aataatggtt
tgctggeget
cccacggect

gcgtccagaa

Staphylococcus aureus
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ataactcaaa
ttacgtgeeg
cagggacacc
agacgaaagyg
tcttagacgt
gggectgttt
tgatgatcge

cgggcttcag

gtctagttaa tgtgtaacgt aacattagct

atattaggaa atttaagtgt aaaagagttg

ttaaggtc
<210> 13
<211> 2769
<212> ADN
<213>

<400> 13
attagacaac

cgcagatata
tagaatacac
atgattaaac
gtaactgage
ttegegaagt
tggttagtca
gaacagttaa
ttgagacatt
atggattaaa
atcataagca
caaatatagg
attatctttg

taatcaacac

aaacaagtca
caagctaggt
tttttaaatt
aaatactaagqg
aagtatatat
tgagcgatca
tagcaattat
aaggcgatgt
ttgaagatta
attatcaaca
actcgaagat
cggggagttt

tagtatacga

atcaagtagg

Fago 80alfa de Staphylococcus

ttgaaaattc
taaaagtagg
tatatcecggt
actattatte
tatgatgacg
gtcagatttg
attactagtc
gaaagttaaa
aaaatatttg
gttcgaaagt
ttaagaagtyg
gtacecgtcta
agaggtaaaa

aaagaacgcg

aaatacgcce
atcaacgtct
aggatttatt
gcctcegtgat
caggtggcac
ctggegotgg
ggcggecttyg

gcgetecocega

agattttttt

ataaatgatt

cgacttatta
cgataaggta
cttatacgaa
ttactagcaa
gctaatgatg
atgagggcgg
atcttattgt
gagegggaga
tatggagggt
tagaagatga
aaataatgac
atacatcgaa
tcettgagtt

aattcattca
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ggtagtgatc
cattttcgee
tattctgega
acgcctattt
ttttcgggga
acttecccget
gcctgecatat

aggt

attcaaaaaa

atattgggac

ttcaaaaaga
gaagttaaaa
gtaaagaagg
tgtatgagtt
atgtagaggt
aggtgacgga
ttggtgtgat
tagagatatt
attcatgact
gttgtgtgat
accatggatt
aacagaaatqg
taagagcget

agagtattat

ttatttcatt
aaaagttgge
agtgatctte
ttataggtta
aatgtgecgeg
gttcegtcag

cccgattcaa

atatttacaa

tataatataa

aatttgatag
caatecggtta
tagataaaca
aggtaagtat
gecgagtgac
gtagatgatg
gttgcaaget
aagaagtaga
aaaaagaaat
tatcctaatt
ccaacagata
gcagtaacta
attgaacgta

tttaataaaa

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10844

60

120

128

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



aggaattagt
aaaggaaaat
gtggcagttt
ctgegtttee
aatcettttt
aaaaacaaaa
caatttcagc
atgttaatgt
tgagcattac
cttacagtaa
tcacaccaac
cgtatatega
atgacgaaag
gaaatactaa
aagtctcacyg
aggcgtatac
gtcaaagatt
aacaaagttg
aaaataaagt
ctaaatgatt
atatttttga
catggtgaac
cttgatgaaa
aaaatttatg
aaacgtttaa
ggctacgtta
ttatacatca
ataaagcaac
atagctgaat
tecggttgtac

ttcaagacta

gaaagtttgt
catatctaga
ttgataccta
cttatcgcaa
taattttaaa
gagattecgca
aggttatagt
ttcggaatat
agaagcttta
gaaatatgac
ttttgaagag
caaaaaagaa
ttaaattaaa
ccaattacga
gcegttataca
tatggettag
gtttgataaa
aattgccaaa
cgataaaagg
acacgcaatt
tgtttaacecc
caatggaaaa
tgacacgaca
cgttaggtga
taaataaaga
atgatcctag
ttgaagagta
ttggttatgc
taaggaatct
aagggttaca

ttgaagagtt
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gatgacatac
ttggcggaag
aaatgagata
ttaggaataa
aagcgtatag
gatgaatata
aagaaaacag
attaaagaac
gcgttatctg
catttaaacg
cgtcagagat
attactcaga
ctttaacaaa
taacttcact
aaaagttgta
aaaagtccaa
ctteggtatt
cggegeagtt
catatcagac
aacgttgcgt
agtatctaaa
tgtcatgatt
aaacttagag
attttctaca
tgagttaaga
tgcttttata
tgttaaacaa
taaagaagaa
agggcttaaa
attettaatg

tgacaactac

acatttectga
agttagggga
ttatgatagt
aggatctatg
cgecgagagtt
taatgaatgg
cagagtcttt
gattagaaca
cttectattge
atgaagtgga
ctattgacca
agaatattga
ccatctaatg
gaagtacatt
cttaaagecat
tcaacaatta
tgggacatgt
tttttgttta
atagtcatgg
ttgagggagc
ctgaattggg
agacaatcta
ttgttagcaa
ctagacaaat
catttacctt
cattctaaaa
ggtatgctga
attacagcag
aggattttac
caatttgaaa

acatggcaaa
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tagaactgct
agagtgaaat
gtaggatatt
tgggttgget
ggtggtaaat
atgtaatggt
agcaagtcga
gatacaagaa
tagaggagaa
aaaagaggtt
catactaaaa
gattaatatt
ttttecaacag
acggtggagy
tgeaagactg
aagatagttt
gcctttggaa
aaggattaga
aagaagcgtc
gtaaacacgt
tttataagta
gttatcgaga
atcgtaatcc
tggttttecec
cttattttgg
tagatgtaaa
atgatgaaat
atagtgcaga
caaccaaaaa
tcattgttga

aggacaaaga

catagaatca
tggcagtaaa
gactatctta
gattatagec
gaaatgaacg
aaaaaagcag
ttgttaagaa
gagcgtttaa
cctcaagagg
acttacacaa
gttcatggtg
ggtgagtacg
aaacatattc
ttegagtgagt
gaaatatcet
attcgaagat
taagactgat
taacccagaqg
tgaattcaca
gaataagcaa
tttetttgaa
taataagttt
agcatattac
taagtatgaa
attggacttt
gaaaaagaag
agctaatgtc
acaaaaaagt
agggaaggge
tgaacgttgt

tacaggtgaa

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
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tataccaatg aaccagtaga tacatacaat cattgtatcg attegttgeg ttattcagtg

gaacgattc
<210> 14
<211> 10319
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 14
ggcgecatgg

aactaaatgg
aggaacagca
acatgcattt
tagegagttg
ataaagccct
agaaatgaaa
tttagtagtc
tgattagace
cgcectaceca
aatcttgtat
gagcgattac
atgcaaatca
actctaatag
atgcaatgac
tgagtgtaga
cacttcaaga
gtaatatgcg
aacaaaatat
attttgaaga
ttttttatgg
gatttattag
tgtctgaaca

atgattgett

Secuencia artificial

ttaagggccc
tttagcagga
acaagaacaa
atgocgagaa
gttggacttyg
gtaggttccg
ttcagagaag
ttaactgttt
aaatcttttg
aagtttgtga
atttagatat
ttaaacgaaa
ttcaaatcat
ccggttggac
gatcgttgga
gccccaaata
aaaagtttat
tattgaattt
aataagctac
tgatttgagt
tcgtaatggt
aatttataat
tttatggegt

tagtgattta

tttgcggaaa
aacttagata
caaaagaatce
aacttattgg
aattgggatt
accaataagg
cctttgagaa
accagataat
atagtgttat
acgacatcat
taaacgatat
ttgagattaa
ttggaaaatc
gcacatactg
aatctcaacc
agactttggyg
attgaatatg
aatccaaaca
atggaagatg
gactactatg
aagccagaaa
aaaaagcaag
gtagaaatcg

catatecttge

gagttagtaa
aaaaaatgaa
aaaaacgaga
ttggaatggg
aatcccaaga
aaattggaat
ttttataaca
acaaatgcett
attaataaca
tcaaagaaaa
ttaaatatac
ggagtcgatt
acgatttaga
tgtgecatate
gagacaacgc
atattcttca
acaaagtgaa
aacttacacg
acggttttac
caatgtcotga
caaaatattt
aacgtaaaga
aacttaaaag

aaccagattg
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Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

gttaacagaa
tccagaatta
tagaggtatg
ctatgtgtta
aagtaccaac
aaagcaataa
agtaagtatg
aaataaaaaa
aaataaaaag
aaacactgag
atcaagatat
ttttatgtat
caatttttcet
tgatccaaaa
tcaggececcett
aacaaagttt
agcagatagt
agatgaaatg
aagattagat
taaagcagtt
tggegtgaga
taatgcagat
agatatggtg

gaaaactate

gacgaaccaa
tattcagaac
cacttataga
getaacttgt
tcaacaacac
aaggagttga
tacttggtgt
agacttgatc
gagtcgctca
ttgtttttat
atatttgggt
aaaaacaatc
aaaaccggct
ttaagttttg
tctaaattta
aaagctaaag
tgggatagac
atttggttaa
ttagecctttg
aagaaaacta
gatagtaata
gctgaagtta
gattactgga

caacgcactg

2760

2763

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



cggatagagce
gaaattctag
acttaatgaa
ggcaacatga
tatatttaaa
gggaatttat
agaggtaaaa
ttggetttgt
acctgatatt
atatatgtta
tataaaaaaa
tattgggecc
ggagttaata
aaataattag
tttatcatgt
tgcataaaaa
tttgaatgga
caggaaaaac
gaagcgtgga
ttacaatteca
acacgccagyg
gggcaattct
atgcacttag
gaattgattt
tcaaacagaa
aatgggatac
cattagaagc
tecctettta
ttactaataa
tcaaaattga
tactacattt

tgtatacttc

aatagttttt
aacaaaatat
atcgacttta
atttaaattt
ctattctaat
atgaggtgaa
ttgtttagtt
attctttcat
gcaaatcatt
actttttcga
ttgttaatta
acctaggcaa
aatatgegge
atgteoetttt
gattctaaag
tceccagtgat
ggaaaatcac
taccttaaca
caaaggtaca
gacaggaata
acatatggat
actgatttct
gaaaatgggyg
atcaacggtt
ggtagaactg
ggtaatagag
attggaactc
tcatggaagt
attttattca
atatacaaaa
acgagatteg

aataaatggt
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atgttattga
aagaatttga
aaagcgaacg
tggaaatagt
ttaggaggat
agaataattt
tatataaaaa
tttttagtgt
ttaatactac
taggaacagc
ttggtattag
atatgctctt
aaggtattct
ttaggaggygc
tatccagaga
aaaagtattt
atgaaaatta
gaaagcttat
acgaggacgg
acctctttte
ttcttageag
gcaaaagatg
attcccacaa
tatcaggata
tatcctaata
ggaaacgata
gaacaagagg
gcaaaaagta
tcaacacatce
aaaagacaac
gttagagtat

gaattatgta

gtgatgaaga
taaaagaaat
aaaaacaatt
gtacatatta
ttttttatga
acccctataa
atttaaaggt
attaaatgaa
tectggaatt
agtatatgga
tttgagctgt
acgtgctatt
taaataaact
ttagtttttt
atatctgtat
atcactggga
ttaatattgg
tatataacag
ataatacgct
agtgggaaaa
aagtatatcg
gcgtacaagc
tettttttat
ttaaagagaa
tgtgtgtgac
accttttaga
aaagcataag
atatagggat
gaggtcegte
gtcttgcata
cagaaaaaga

agattgatag
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agaatgggga
ttcgecagte
gcaaaaacaa
atattactga
agtgtctatt
actttagcca
ttgttttata
atggttttaa
acaaactggy
aaattatctg
cttggttecat
atttaagtga
gtcaatttga
gtacccagtt
gctttgtata
tttttatgee
agttttagct
tggagcgatt
tttagaacgt
tacgaaggtg
ttcattatca
acaaactcgt
caataagatt
actttetgee
gaactttacc
gaaatatatg
atttcagaat
tgataacctt
tgaactttge
tatacgcctt
aaaaataaaa

agcttattct

aagcttcaca
gatttaacgg
atcgattttt
acaaaaatga
taaaaatttg
cctcaagtaa
gegttttatt
atgtttcttt
taaacactge
attatataaa
tgattgecttt
ctatttaaaa
tagcgggaac
taagaatacc
cctatggtta
cttttgggtt
catgttgatg
acagaattag
cagagaggaa
aacatcatag
gttttagatg
atattattte
gaccaaaatg
gaaattgtaa
gaatctgaac
teccggtaaat
tgttetetgt
atagaagtta
ggaaatgttt
tatagtggag
gttacagaaa

ggagaaattg

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



ttattttgca
cacagagaaa
aacctgaaca
ttctacgata
tacaaatgga
aagagcctac
tcgaagtgcec
tgggaagtgyg
aaaatgcagt
tgacggattg
cagattttcg
aattgttaga
catataacga
aggtcattat
ctttttttac
ctggcgaacc
tgttcaataa
taagatgaaa
ataaactaca
gtggatacta
attaatgttce
cgataatttg
tgactagect
ggagggttta
atagtgtagg
ctatgtgggt
gagttggtgy
aatggatgta
tctttagcaa
gaacaggtac

attgectagag

aaatgagttt
aaagattgaa
gagagaaatg
ttacgtggat
agtgattagt
agtcatttat
gccaaatcct
aatgcagtat
tatggaaggg
taaaatctgt
gatgcttact
gccatatctt
tgcteocecaaa
tattggagaa
aaatgggctt
tgtttgeccag
aataacttag
tattetttaa
agtggatatt
tacttaaaaa
aaaaaatgaa
agaaatgaaa
tcaatatttc
ttaattggca
atattgacta
tggctgatta
taaatgaaat
atggtaaaaa
gtcgattgtt
aagaagagcg

gagaacctca
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ttgaagttaa
aatccgcacc
ttgcttgatg
tctacgacac
gcactgttge
atggagagac
ttctgggett
gagagetegg
gtacgctatg
tttaagtacg
cctattgtac
agttttaaag
tattgtgcaa
attcetgete
agtgtttgtt
acccgtegte
tgcgttttat
tatagatttg
gtgtcctagt
tttceecttta
tataataaca
ctctecatctt
cgcggecage
gtaaagtggc
tegtactgeg
tagccaatcc
gaacgaaaaa
agcagcaatt
aagaaatgtt
tttaatgagt

agaggcttac

atagtgttet
ctctactaca
ccettttgga
atgaaattat
aagaaaagta
cgttaaaaaa
ccattggttt
tttotottgg
gttgecgaaca
gtttatacta
tggagcaagc
tttatgcacc
atatcgtaaa
gatgtatteca
tagcagagct
taaatagtcg
gttgttatat
aattaaagtyg
tgtggaaata
tacagcccceca
atcaaagagc
atcggectctt
ttactatgec
agtttttgat
tttecectace
ttttttaatt
caaaagagat
acagtaggtt
aatgtttcgg
attacagaag

agtaagaaat
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tggagataca
aacaactgtt
aatctcagat
actttcttte
tcatgtggag
tgcagaatat
atctgtatcg
atacttaaat
aggattatat
tagccctgtt
ctttagaaaa
acaggaatat
tactcaactg
agattatcge
aaaaggatat
gatagataaa
aaatatggtt
gaaaggagga
azacaagact
aatgtaagaa
cagacgccaa
tttgtttatc
attattaagc
accttaaatg
gcaaattagg
ttaaaaagcg
tcgeagatga
atagtaagaa
aatatattaa
ctttagcgtt

atgaccattt

aaactattge
gaaccgagta
agtgatccge
ttagggaaag
atagaactaa
accattcaca
ccgcttecgt
caatcattte
ggttggaatg
agtactccag
gctggaacag
ctttcacggg
aaaaataatg
aatgatttaa
caggttacca
gtaagatata
tcttattaaa
gattgttatt
acgaatacga
cgaaacttta
gacgcagagco
tgaattttac
ttgtaatatc
agatattatg
aataaaggat
tatagcgcga
atatataatyg
aacagcagag
agaacgatta
atctgettcet

aaacgatgaa

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



gtggaaaaag
gaccacatac
attgagatta
taatgtttte
attgaccaca
aatattgaga
gtctaatgtt
gacaccoged
acagacaagc
cgaaacgcgc
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttatteccectt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgccgeat
atcttacgga
acactgegge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagec
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgogeogtaat

cggatcaaga

aggttactta
taaaagtaca
atattggtga
aatagcegeg
tactaaaagt
ttaatattgg
ttcaatagcc
aacacccoget
tgtgacecgte
gagacgaaag
ttettagacg
tttetaaata
ataatattga
ttttgeggea
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctcececgtate
acagatcget
ctcatatata
gatccttttt
gtcagacccece
ctgectgettg

gctaccaact
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cacaatcaca
tggtgcgtat
gtacgatgac
ggggcccaac
acatggtgeg
tgagtacgat
gcgggggece
gacgcgeococt
tcecgggaget
ggcctcgtga
tcaggtggea
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgeette
cagttgggtg
agttttegee
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgece
gacaccacga
cttactctag
ccacttctge
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa

cttttteega

ccaacttttg
atcgataaaa
gaaagttaaa
acaccaactt
tatatcgata
gacgaaagtt
aacgagcggc
gacgggettg
gcatgtgtca
tacgcctatt
cttttegggg
tgtateceget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggy
ccgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtge
teggaggace
ttgatcgttg
tgcectgtage
cttcceggea
gctcggcect
ctegeggtat
acacgacggyg
cctecactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct

aggtaactgg
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aagagcgtca
aagaaattac
ttgaacttta
ttgaagagcg
aaaaagaaat
aaattaaact
cgcatagtta
tcetgetcoeoeg
gaggttttca
tttataggtt
aaatgtgeoge
catgagacaa
tcaacattte
tcacccagaa
ttacatcgaa
tttteccaatg
cgccgggcaa
ctcaccggtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tccggectgge
cattgcagca
gagtcaggeca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accageggtg

cttcagcaga

gagatctatt
tcagaagaat
acaaaccgtc
tcagagatct
tactcagaay
ttaacaaacc
agccagcccce
gcatccgett
ccgtcatcac
aatgtcatga
ggaaccecta
taaccotgat
cgtgtegece
acgctggtga
ctggatcteca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgcgeca
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatyg
taactgteag
tttaaaagga
gagttttegt
ccttttttte
gtttttttge

gcgcagatac

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140



caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggy
tacctacage
tatccggtaa
gcctggtatc
tgatgctegt
ttectggect
gtggataacc
cattagctag
aagagttgat
actaattaat
aaccaccagg
cagaagaggt
ttacgggaaa
ttggcactat
tattattaga
ataaagattt
tctaccagat
ttcaatttee
tgactgctga
ttagttggat
cgacagaata
ttgatgatga
actcatatgt
atcataaagg
ttgattatag
aacgtgatat
ctgaagatga

aagaacctaa

tottctagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttegtgecaca
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc
caggggggcy
tttgetggec
gtattacecge
atttttttat
aaatgattat
caccaaaaag
tgaaactecat
agggtttgat
tttatttgtt
gggggttgtt
tcaaatgtcg
tcgagtattt
gataatggaa
taaggttgat
gtcecgeaagt
tattggtact
tggtcatgat
tgcacaaaag
aaatgcgacc
tcaatggegt
caatggtatt
tgatgcaacg
aataattgct

ataaattact
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tagccgtagt
ctaatcectgt
tcaagacgat
cagcccagcet
agaaagcgec
cggaacagga
tgtegggttt
gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
tcaaaaaaat
attgggacta
gaatagagta
aagcaagtaa
acatattgga
gctgeggeta
attccgacag
aaaggtcgtt
ggtgttgata
agcttacaga
gtatatccca
acgacagaat
aatgaaaaaa
atatctaaaa
gcgcaagatg
aatatcttta
gattttgttt
aacccegtag
ggtattacaa
tccatgcgac

tatttgatac

taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
acgctteeceqg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgcca
atgttettte
gctggegggt
atttacaaat
taatataatt
tgaagtttgg
tggatcgett
ccttagaaca
acctgttagg
cacacccagt
ttaattttgg
tggaagagtc
caggaaccat
aagtgtacte
ggctagcaat
aagcacagat
tagatcattg
tttgtcggga
atgatagcaa
tacaaggaca
gcactcctga
acattacatg
gctttatgac

tagagataat
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cttcaagaac
tgctgeccagt
taaggcgcag
gacctacace
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgageg
gcaacgogge
ctgegttate
ctagttaatg
attaggaaat
aaggtcgatt
aaatatttgt
tgttcggett
tcattttaca
aagaactaaa
tcgacagtta
aaccgttcga
tcgagcaatt
tagctctgat
aaaaaatgta
acaagggcta
ggaactctat
tatgacttat
gtttctgaaa
tcaaactcgt
tacaaacacc
gcagtgtatt
cggatttgaa
acaagtcgct

aaggaacaag

tetgtageac
ggcgataagt
cggtcggget
gaacctgaga
ggcggacagg

agggggaaac

tcgatttttg
ctttttacgg
cectgattet
tgtaacgtaa
ttaagtgtaa
gaattcgtta
ttttegtate
ggtatcgccect
gagtttggte
acattaaatg
gaagacgttt
gggctatacc
actcaaaatt
agtgattaca
ccaacctgta
ccaatggttc
aatgaaattg
atttgttectg
aattggtatg
ggttatgatt
aatcgacgtyg
gaaatcattc
gctaatggaa
cctttcttaa

ttatgaaatt

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000
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tggattattt
tatggtaaag
taatgaacat
tttattaggy
tcaccectgta
cattettggt
ctcatcaagg
aggttattge
ctgttacagt
gtgggcageg
agaacgctat
tgttgatcat
agaagtgaga
tgaaaaaatt
atcgacaaaa
aatgtccgat
gaatttacca
attctaatge
gttgacatgt
ttttettaat
gatgaatagt
gcgttgettt
<210> 15
<211> 2088
<212> ADN
<213>

<400> 15
tatactacaa

acttatttta
agaaattaat
tagcagttat
aatatataat

atctaaaaat

tttctaaact
actgtcacgt
cacttttcaa
ttaacaaata
cgtgtageag
tttagtgact
caacaacaat
catccccaaa
gagaatggac
aaaaaggcac
gcaattctat
caattaactg
gaatacttaa
aactgcatta
ttagcagtgg
attaaagatg
taataaaatt
ataataaata
ataattttga
tctetttaac
ttaattatag

tttectcattt

Staphylococcus aureus

atgtagtett
atagttgtag
aatactattg
atttctaaaa
agtttaggcg

aaaaaacgag
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ttcagaaaga
taattgattc
aaaatggtat
aattacatat
aagaagccag
gcgaaagtga
ttgaagcatg
acgactttta
ctaagcaata
tgecetttaac
ataataaaac
taattgcgaa
aagactatat
ttgaagagaa
aaaaaacagyg
taaaagatat
aaaggcaatt
ctgataacat
tatcaaaaac
aaactagaaa
gtgttcatca

ataaggttaa

atataaggag
ttgtegggtt
atgcaattga
gcgataatgg
ttaaagatat

tagatgctca

tggaataaca
aactaaatat
tgttggagea
tggttcatta
tttattagat
tttegaaatg
ctatgaaata
tgattttceca
tgtatccget
gtttaagtgg
agcacaacaa
cttaaatgcet
cactgaaact
tgcagttggg
gtctaaaaat
tattgatatg
tctatattag
cttatatttt
tgattttcee
tattgtatat
atcgaaaaag

ataatteteca

gatattgatg
tggtatatat
agataaaaat
tgaagtagaa
aaacattcag

atataaaatt
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tctgaagaaa
cattttaata
cctattaceg
aatcaagtaa
caaatgtcag
gaatttttta
attaatgacg
aaggtttcaa
acatcaaaag
gaggataatt
tatggtattg
gatagaagta
taccctcaaa
tctcatgatg
attttattat
ttgaaccaaa
attgcctttt
gtattatatt
tctattattt
acaaaaaatt
caacgtatct

tatatcaagec

aaaaagataa
ttttatgett
ttcaaacaag
atgactgaac
gatcgtaaaa

aaaacaaact

cgttggataa
ctgecctttgt
cagctggttt
ttaccaccca
agggacgett
gacgtcatat
cattaactac
ttaatccaca
aagtcgtcat
tagaaaccaa
atatttcgga
cggctcaaga
tggacagaga
actattatga
cctttgaatc
aaatcgaaat
tggcgcgect
ttgtattatc
tcgagattta
ataaataata
tatttaaagt

aaagtgaca

aaattgttece
caaaagataa
tttataaaga
gtccgataaa
taaaaaaagt

acggtaacat

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10319

60

120

180

240

300

360



tgatecgeaac
tcatagcgtc
atcagaacgt
atatgagata
agaactaagt
tgatacctte
aaaaaaattt
gacttcacat
atataaaggc
taaaaagctc
aatcgcacat
tgatgctaaa
tgctatccac
ctatccattt
agaacctctg
aacagcaatg
tggtaaaggt
ggtaaatggt
tagagtagca
tggtgaagat
agataatgaa
agtacagatc
cttattaaaa
caatctatta
tagatcttat
agaaactggc
gatggctatt
ctecaggtaaa
ataacaaaac
<210> 16
<211> 2075
<212> ARN
<213>

<400> 16

gttcaattta
attattccag
ggtaaaattt
ggcatcegtte
atttctgaag
gttccactta
catcttacaa
ctattaggtt
tataaagatg
caacatgaag
acattaatag
gttcaaaaga
cctcaaacag
atgtatggca
ctcaacaagt
attgggttaa
tggcaaaaag
aatatcgact
ctcgaattag
ataccaagtg
atattattag
ctttcaatct
gacacgaaaa
actgatggta
gcaaacttaa
agacaaattg
aatgttaaag
gtgtatgatg

agtgaagcaa

Staphylococcus aureus
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attttgttaa
gaatgcagaa
tagaccgaaa
caaagaatgt
actatatcaa
aaaccgttaa
ctaatgaaac
atgttggtec
atgcagttat
atggectatceg
agaaaaagaa
gtatttataa
gtgaattatt
tgagtaacga
tccagattac
ataacaaaac
ataaatcttg
taaaacaagc
gcagtaagaa
attatccatt
ctgattcagg
atagcgcecatt
acaaagtttg
tgcaacaagt
ttggecaaatce
ggtggtttat
atgtacaaga
agctatatga

tcegtaacga

agaagatggt
agaccaaagc
caatgtggaa
atctaaaaaa
acaacaaatg
aaaaatggat
agaaagtcgt
cattaactet
tggtaaaaag
tgtcacaate
aaaagatgge
caacatgaaa
agcacttgta
agaatataat
aacttcacca
attagacgat
gggtggttac
aatagaatca
atttgaaaaa
ttataatget
ttacggacaa
agaaaataat
gaagaaaaat
cgtaaataaa
cggtactgea
atcatatgat
taaaggaatg
gaacggtaat

tggttgette
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atgtggaagt
atacatattg
ttggccaata
gattataaag
gatcaaaatt
gaatatttaa
aactatcctc
gaagaattaa
ggactcgaaa
gttgacgata
aaagatattc
aatgattatg
agcacacctt
aaattaaccg
ggttcaactc
aaaacaagtt
aacgttacaa
tcagataaca
ggcatgaaaa
caaatttcaa
ggtgaaatac
ggcaatatta
attatttcca
acacataaag
gaactcaaaa
aaagataatc
gctagectaca
aaaaaatacg

actgtttt

tagattggga
aaaatttaaa
caggaacage
caatcgctaa
gggtacaaga
gtgatttecge
tagaaaaagc
aacaaaaaga
aactttacga
atagcaatac
aactaactat
gctcaggtac
catatgacgt
aagataaaaa
aaaaaatatt
ataaaatega
gatatgaagt
ttttetttge
aactaggtgt
acaaaaattt
tgattaaccce
acgcacctca
aagaaaatat
aagatattta
tgaaacaagg
caaacatgat
atgccaaaat

atatagatga

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2088



uagucuuaua

guuguaguug

acuauugaug

ucuaaaagcg

uuaggcguua

aaacgaguag

caauuuaauu

auuccaggaa

aaaauuuuag

aucguuccaa

ucugaagacu

ccacuuaaaa

cuuacaacua

uuagguuaug

aaagaugaug

caugaagaug

uuaauagaga

caaaagagua

caaacaggug

uauggcauga

aacaaguucce

ggguuaaaua

caaaaagaua

aucgacuuaa

gaauuaggca

ccaagugauu

uuauuagceug

ucaaucuaua

acgaaaaaca

gaugguaugc

aacuuaauug

uaaggaggau

ucggguuugg

caauugaaga

auaaugguga

dagauauaaa

augcucaaua

uuguuaaaga

ugcagaaaga

accgaaacaa

agaauguauc

duaucaaaca

ccguuaaaaa

augaaacaga

uuggucccau

caguuauugg

gcocuaucgugu

daadagaaaaa

uuuauaacaa

aauuauuagc

guaacgaaga

agauuacaac

acaadaacauu

aaucuugggyg

aacaagcaau

guaagaaauu

auccauuuua

auucagguua

gcgcauuaga

aaguuuggaa

aacaagucgu

gcaaauccgyg
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auugaugaaa

uauauauuuu

uaaaaauuuc

aguagaaaug

cauucaggau

uaaaauuaaa

agaugguaug

ccaaagcaua

uguggaauug

uaaaaaagau

acaaauggau

aauggaugaa

aagucguaac

uaacucugaa

uaaaaaggga

cacaaucguu

agauggcaaa

caugaaaaau

acuuguaagc

auauaauaaa

uucaccaggu

agacgauaaa

ugguuacaac

agaaucauca

ugaaaaaggc

uaaugcucaa

cggacaaggu

aaauaauggc

gaaaaauauu

aaauaaaaca

uacugcagaa

daagaudaaaa

uaugcuucaa

aaacaaguuu

acugaacguc

cguaaaauaa

acaaacuacg

uggaaguuag

cauauugaaa

goccaauacaqg

uauaaagcaa

caaaauuggyqg

uauuuaagug

uauccucuag

gaauuvaaaac

cucgaaaaac

gacgauaaua

gauauucaac

gauuauggcu

acaccuucau

uuaaccgaag

ucaacucaaa

daCadaguuaua

guuacaagau

gauaacauuu

augaaaaaac

auuucaaaca

gaaauacuga

dauauuaacyg

auuuccaaag

cauaaagaag

cucaaaauga

104

uuguuccacu

aagauaaaga

auvaaagauag

cgauaaaaau

adaaaguauc

guaacauuga

auugggauca

daluuuaaaauc

gaacagcaua

ucgcuaaaga

uacaagauga

auuucgcaaa

aaaaagcgac

aaaaagaaua

uuuacgauaa

gcaauacaau

uaacuauuga

cagguacugce

augacgucua

auaaaaaaga

aaauauuaac

aaaucgaugg

augaaguggu

ucuuugcuag

uagguguugg

adaauuuaga

uuaacccagu

caccucacuu

adaauaucaa

auauuuauag

aacaaggaga

uauuuuaaua

dauuaauaau

caguuauauu

auauaauagu

uaaaaauaaa

ucgeaacguu

uagcgucauu

agaacguggu

ugagauaggc

acuaaguauu

uaccuucguu

aaaauuucau

uucacaucua

uaaaggcuau

daaagcuccaa

cgcacauaca

ugcuaaaguu

uauccacccu

uccauuuaug

accucugcuc

agcaaugauu

uaaagguugg

aaaugguaau

aguagcacuc

ugaagauaua

uaaugaaaua

acagauccuu

auuaaaagac

ucuauuaacu

aucuuaugca

aacuggcaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



10

15
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caaauugggu gguuuauauc auaugauaaa

guuaaagaug uacaagauaa aggaauggeu

uaugaugagc uauvaugagaa cgguaauaaa

gaagcaaucc guaacgaugg uugcuucacu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

17

2166

ADN

Vibrio fischeri

base_modificada
(1194) .. (1194)

<223>

<400> 17
ggcttaaata

ttegtatcaa
gtatcgecte
gtttggtett
attaaatgtt
agacgtttta
gctataccat
tcaaaatttc
tgattacatt
aacctgtatg
aatggttett
tgaaattgeg
ttgttectgtt
ttggtatgac
ttatgattat
tcgacgtgtt
aatcattcaa
taatggaact
tttettaaaa
atgaaatttg

ttggataata

aacagaatca
ccaccaggtg
agaagagtag
acgggaaatt
ggcactatgg
ttattagatc
aaagattttce
taccagatga
caatttccta
actgectgagt
agttggatta
acagaatatg
gatgatgatg
tcatatgtaa
cataaaggtce
gattatagca
cgtgatattg
gaagatgaaa
gaacctaaat
gattattttt

tggtaaagac

a, ¢, t, g, desconocida u otra

ccaaaaagga
aaactcataa
ggtttgatac
tatttgttge
gggttgttat
aaatgtcgaa
gagtatttgg
taatggaaag
aggttgatgt
ccgcaagtac
ttggtactaa
gtcatgatat
cacaaaaggc
atgcgaccaa
aatggecgtga
atggtattaa
atgcaacggg
taattgette
aaattactta
tctaaacttt

tgtcacgtta

gauaauccaa acaugaugau ggcuauuaau

agcuacaaug ccaaaaucuc agguaaaguy

aaauacgaua uadgaugaaua acaaaacagu

guuuu

atagagtatg
gctaagtaat
atattggacce
tgcggetaac
tccgacageca
aggtcgtttt
tgttgatatg
cttacagaca
atatcccaaa
gacagaatgg
tgaaaaaaaa
atctaaaata
gcaagatgtt
tatctttaat
ttttgtttta
ccctgtagge
tattacaaac
catgegacge
tttgatacta
cagaaagatg

attgattcaa

105

aagtttggaa
ggatcgettt
ttagaacatc
ctgttaggaa
cacccagtte
aattttggaa
gaagagtctc
ggaaccatta
gtgtactcaa
ctagcaatac
gcacagatgg
gatcattgta
tgtcgggagt
gatagcaatc
caaggacata
actcctgagce
attacatgeg
tttatgacac
gagataataa
gaataacatc

ctaaatatca

atatttgttt
gtteggettg
attttacaga
gaactaaaac
gacagttaga
ccgttegagg
gagcaattac
gctctgatag
aaaatgtacc
aagggctace
aactctataa
tgacttatat
ttctgaaaaa
aaactcgtgg
caaacaccaa
agtgtattga
gatttgaagc
aagtegetee
ggaacaagtt
tgangaaacg

ttttaatact

1320

1980

2040

2075

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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gcetttgtta
gctggttttt
accacccatc
ggacgcttca
cgtcatatct
ttaactacag
aatccacact
gtcgtecatgt
gaaaccaaag
atttcggatg
gctcaagaag
gacagagatg
tattatgaat
tttgaatcaa
atcgaaatga

aatttc

<210> 18

<211> 2143
<212> ARN
<213>

<400> 18
aaucaccaaa

aggugaaacu
aguaggguuu
aaauuuauuu
uauggggguu
agaucaaaug
uuuucgagua
gaugauaaug
uccuaagguu
ugaguccgca
gauuauuggu

auauggucau

atgaacatca
tattagggtt
accctgtacg
ttcocttggttt
catcaaggca
gttattgteca
gttacagtga
gggcagcgaa
aacgctatge
ttgatcatca
aagtgagaga
aaaaaattaa
cgacaaaatt
tgtccgatat

atttaccata

Vibrio fischeri

aaggaauaga

cauvuaagcuaa

gauacauauu

guugcugcegg

guuauuccga

ucgaaagguc

uuugguguug

gaaagcuuac

gauguauauc

aguacgacag

acuaaugaaa

gauauaucua
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cttttcaaaa
aacaaataaa
tgtagcagaa
tagtgactgc
acaacaattt
tccccaaaac
gaatggacct
aaaggcactg
aattctatat
attaactgta
atacttaaaa
ctgecattatt
agcagtggaa
taaagatgta

ataaaattaa

guaugaaguu
guaauggauc
ggacguuaga
cuaaccuguu
cageacacce
guuuuaauuu
auauggaaga
agacaggaac
ccaaagugua
aauggcuagc
aaaaagcaca

aaauagauca

aatggtattg
ttacatattg
gaagccagtt
gaaagtgatt
gaagcatgct
gacttttatg
aagcaatatg
cctttaacat
aataaaacag
attgcgaact
gactatatca
gaagagaatg
aaaacagggt
aaagatatta

aggcaatttc

uggaaauauu
gouuuguucy
acaucauuuu
aggaagaacu
aguucgacag
uggaaccguu
gucucgagca
cauuagoucu
cucaaaaaau
aauvacaaggg
gauggaacuc

uuguaugacu
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ttggagcace
gttcattaaa
tattagatca
tcgaaatgga
atgaaataat
attttccaaa
tatccgetac
ttaagtggga
cacaacaata
taaatgctga
ctgaaactta
cagttgggte
ctaaaaatat
ttgatatgtt

tatattagat

uguuuuucgu
gouugguauc
acagaguuug
aaaacauuaa
uuagaagacyg
cgagggcuau
auuacucaaa
gauagugauu
guaccaaccu
cuaccaaugg
uauaaugaaa

uauauuuguu

tattacecgceca
tcaagtaatt
aatgtcagag
attttttaga
taatgacgca
ggtttcaatt
atcaaaagaa
ggataattta
tggtattgat
tagaagtacg
ccctecaaatg
tcatgatgac
tttattatcoc
gaaccaaaaa

tgccttttta

aucaaccacce
gecucagaag
gucuuacggy
auguuggcac
uuuuauuauu
accauaaaga
auuucuacca
acauucaauu
guaugacugc
uucuuaguug
uugcgacaga

cuguugauga
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ugaugcacaa
uguaaaugcg
aggucaaugg
uagcaauggu
uvauugaugea
ugaaauaauu
uadauaaauu
uuuuuucuaa
aagacuguca
caucacuuuu
ggguuaacaa
guacguguag
gguuuuagug
aggcaacaac
ugucauccaoc
agugagaaug
gcgaaaaagg
uaugcaauuc
caucaauuaa
agagaauacu
auuaacugca
aaauuagcag
gauauuaaag
ccauaauaaa
<210> 19
<211> 2294
<212> ARN
<213>

<220>
<223>

<400> 19

aaggcgcaag

accaauaucu

cgugauuuug

aunuaacccug

acggguauua

gcuuccaugc

acuuauuuga

acuuucagaa

cdguuaauuga

caaaaaaugg

auaaauuaca

cagaagaagc

acugcgaaaqg

aauvaugaagc

aaaacgacuu

gaccuaagca

cacugccuuu

uauauaauaa

cuguaauugce

uaaaagacua

uuauugaaga

uggaaaaaac

auguaaaaga

auuaaaggca

Secuencia artificial
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auguuugucy

uuaaugauag

uuuuacaagg

uaggcacucc

caaacauunac

gacgcuuuau

uacuagagau

agauggaaua

uucaacuaaa

uauuguugga

uauugguuca

caguuuauua

ugauuucgaa

augcuaugaa

uuaugauuuu

auauguaucc

aacauuuaag

aacagcacaa

gaacuuaaau

uaucacugaa

gaaugcaguu

agggucuaaa

uauuauugau

auuucuauau

ggaguuucug

Caaucaaacu

acauacaaac

ugagcagugu

augceggauuu

gacacaaguc

aauaaggaac

acaucugaag

uaucauuuua

gcaccuauua

uuaaaucaag

gaucaaaugu

auggaauuuu

auaauuaaug

ceaaagguuu

gcuacaucaa

ugggaggaua

caauauggua

gcugauagaa

acuuacccuc

gggucucaug

dauauuuuau

auguugaacc

uagauugccu

aaaaauuggu

cgugguuaug

accaaucgac

duugaaauca

gaagcuaaug

gcuccuuucu

aaguuaugaa

aaacguugga

auacugccuu

ccgcageougg

uaauuaccac

cagagggacg

uuagacguca

acgcauuaac

caauuaaucc

aagaagucgu

auuuagaaac

uugauauuuc

guacggcuca

aaauggacag

augacuauua

uauccuuuga

ddaaaaucga

uuu

Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

augacucaua

auuaucauaa

guguugauua

uucaacguga

gaacugaaga

Uaaaagaacc

auuuggauua

uaauauggua

uguuaaugaa

uuuuuuauua

ccaucacccu

cuucauucuu

uaucucauca

uacagguuau

acacuguuadc

caugugggca

caaagaacgc

ggauguugau

agaagaagug

agaugaaaaa

ugaaucgaca

aucaaugucc

aaugaauuua

aaaggcauga aaaaacuugg Uaucuucacc aacaccuagc uuuuugaagg aauugaguau

gaaguuugga aauvauugguu guucguauca accaccaggu gaaacucaua agcuaaaggc
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augaaaaaac

uuggaaauau

cgcuuuguuc

aacaucauuu

uaggaagaac

caguucgaca

uuggaaccgu

agucucgagc

ccauuagcuc

acucaaaaaa

caauacaagg

agauggaacu

auuguaugac

gggaguuucu

gcCcaaucaaac

gacauacaaa

cugagcagug

caugcggauu

ugacacaagu

uaauaaggaa

aacaucugaa

auaucauuuu

agcaccuauu

auuaaaucaa

agaucaaaug

aauggaauuu

aauaauuaau

uccaaagguu

cgcuacauca

gugggaggau

acaauvauggu

uaggugaucu

uuguuuuucg

ggcuugguau

uacagaguuu

uaaaacauua

guuagaagac

ucgagggcua

dauuacucaa

ugauagugau

uguaccaacc

gcuaccaaug

cuauaaugaa

uuauauuugu

gaaaaauugg

ucgugguuau

caccaaucga

uauugaaauc

ugaagcuaau

cgcuccuuuc

caaguuauga

gaaacguugg

daauacugccu

accgcagcug

guaauuacca

ucagagggac

uuuagacguc

gacgcauuaa

ucaauuaauc

aaagaagucg

dauuuagaaa

auugauauuu
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ucaccaacac

uaucaaccac

cgccucagaa

ggucuuacgyg

aauguuggcoa

guuuuauuau

uaccauaaag

aauuucuacc

uacauucaau

uguaugacug

guucuuaguu

auugcgacag

ucuguugaug

uaugacucau

gauuaucaua

cguguugauu

auucaacgug

ggaacugaag

uuaaaagaac

aauuuggauu

auaauvauggu

uuguuaauga

guuuuuuauu

cccaucaccc

gcuucauucu

auaucucauc

cuacagguua

cacacuguua

ucauguggge

ccaaagaacg

cggauguuga

cuaguuuuuu

caggugaaac

gaguaggguu

gaaauuuauu

cuaugggggu

uagaucaaau

auuuucgagu

agaugauaau

uuccuaaggu

cugaguccge

ggauuauugg

aauaugguca

augaugcaca

auguaaaugc

aaggucaaug

auvagcaaugg

auauugaugc

augaaauaau

cudaauaaau

auuuuyucua

aaagacugucd

acaucacuuu

aggguuaaca

uguacgugua

ugguuuuagu

aaggcaacaa

uugucaucce

cagugagaau

agcgaaaaag

cuaugcaauu

ucaucaauua
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caaggaauug

ucauaagcua

ugauacauau

uguugcugeg

uguuanuccyg

gucgaaaggu

auuugguguu

ggaaagcuua

ugauguauau

aaguacgaca

uacuaaugaa

ugaunauaucu

aaaggcgcaa

gaccaauauc

gcgugauuuu

uauuaacccu

aacggguauu

ugcuuccaug

uacuuauuug

adcuuucaga

acguuaauug

ucaaaaaaug

daduaaauuac

gcagaagaag

gacugcgaaa

caauuugaag

cdaaacgacu

ggaccuaagc

gcacugccuu

cuaunuauaaua

acuguaauug

aguaugaagu

aguaauggau

uggaccuuag

gcuaaccugu

acagcacaccac

cguuuuaauu

gauauggaag

cagacaggaa

cecaaagugu

gaauggcuag

aaaaaagcac

aaaauagauc

gauguuuguc

uuuaaugaua

guuuuacaag

guaggcacuc

acaaacauua

cgacgcuuua

auacuagaga

aagauggaau

auucaacuaa

guauuguugyg

auauugguuc

ccaguuuauu

gugauuucga

caugcuauga

uuuaugauuu

aauauguauc

uaacauuuaa

daacagcaca

cgaacuuaaa
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aagaagaagu

gagaugaaaa

augaaucgac

daucaauguc

daaugaauuu

ugcugauaga aguacggcuc
aacuuacccu caaauggaca
ugggucucau gaugacuauu
aaauauuuua uuauccuuug
uauguugaac caaaaaaucg
uuagauugcc uuuu

<210> 20

<211> 12

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(2)

<223> a,c, u, g, desconocida u otra
<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(9)

<223> a,c, u, g, desconocida u otra
<220>

<221> base_modificada

<222> (12)..(12)

<223> a,c,u, g, desconocida u otra
<220>

<223>

realizacién preferentes

<400> 20

nnwawgnnnu un

<210> 21

<211> 13

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)

<223> a,c,u, g, desconocida u otra
<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(7)

<223> a,c, u, g, desconocida u otra
<220>

<221> base_modificada

<222> (12)..(13)

<223> a,c, u, g, desconocida u otra

gagagaauac

aauuaacugc

aaaauuagcea

cgauauuaaa

accauaauaa
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uuaaaagacu

auuauugaag

guggaaaaaa

gauguaaaag

aauuaaaggc

Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

Descripcion de secuencia artificial: oligonucledtido sintético

auaucacuga

agaaugcagu

cagggucuaa

auauuauuga

aauuucuaua

2040

2100

2160

2220

2280

2294

Véase la memoria descriptiva presentada para la descripcion detallada de sustituciones y modos de
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<220>
<223> Véase la memoria descriptiva presentada para la descripcion detallada de sustituciones y modos de
realizacién preferentes

<400> 21

nagnnnncwu wnn 13
<210> 22

<211> 13

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleoétido sintético

<400> 22

cagauaacau uuu 13
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de acido nucleico
indicadora en una particula de transduccién no replicativa, comprendiendo dicho sistema de empaquetamiento de
célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende

-un genoma de bacteriéfago lisogenizado que comprende un primer gen de bacteri6fago que comprende una
delecion de una primera secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de dicho primer gen de bacteriéfago
que evita el empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteridfago en dicha particula de transduccion
no replicativa; y

- un plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un
segundo gen de bacteriéfago que comprende una segunda secuencia del sitio de iniciacidn de empaquetamiento
que facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico
indicadora en dicha particula de transduccion no replicativa,

en el que dicho segundo gen de bacteriéfago codifica una proteina, en el que dicha réplica de dicho plasmido que
comprende una molécula de acido nucleico indicadora forma un replicon para empaquetarse en dicha particula de
transduccién no replicativa,

en el que la primera y segunda secuencia del sitio de iniciacién de empaquetamiento es una secuencia del sitio pac.

2.Un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de &acido nucleico
indicadora en una particula de transduccién no replicativa, comprendiendo dicho sistema de empaquetamiento de
célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende:

- un genoma de bacteriofago lisogenizado que carece de un primer gen de bacteriéfago que comprende una primera
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento, en el que la delecion de dicho primer gen de bacteriéfago
evita el empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteriéfago en dicha particula de transduccion no
replicativa; y

- un plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un
segundo gen de bacteriéfago, en el que dicho segundo gen de bacteritéfago codifica una segunda secuencia del sitio
de iniciacion de empaquetamiento y facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plasmido que comprende
dicha molécula de acido nucleico indicadora en dicha particula de transduccién no replicativa, en el que dicho
segundo gen de bacteriéfago puede expresar una proteina que se codifica por dicho gen, en el que dicha réplica de
dicho plasmido que comprende una molécula de &cido nucleico indicadora forma un replicon susceptible de
empagquetarse en dicha particula de transduccién no replicativa,

en el que la primera y segunda secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento es una secuencia del sitio pac.

3. Un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de acido nucleico
indicadora en una particula de transduccion no replicativa, comprendiendo dicho sistema de empaquetamiento de
célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende:

-un genoma de bacteriofago lisogenizado que comprende una primera secuencia del sitio de iniciacion de
empaquetamiento de bacteriéfago dentro de un primer gen de bacteriéfago, en el que dicha primera secuencia del
sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago comprende una mutacién sinénima que evita la escision de
la secuencia de iniciacion de empaquetamiento, pero no altera la expresion del primer producto génico de
bacteriéfago que engloba la primera secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento y evita el
empaquetamiento de una molécula de acido nucleico de bacteriéfago en dicha particula de transducciéon no
replicativa; y

- un plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y que
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago, en el que dicha
segunda secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago carece de dicha mutacion y facilita el
empaquetamiento de una réplica de dicho plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora en
dicha particula de transduccion no replicativa, en el que dicha réplica de dicho plasmido que comprende dicha
molécula de acido nucleico indicadora forma un replicon para empaquetarse en dicha particula de transduccién no
replicativa,

en el que la primera y segunda secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento es una secuencia del sitio pac.

4. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
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plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor.

5. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico indicadora comprende un origen de replicacion.

6. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
plasmido que comprende dicho replicbn comprende un concatamero susceptible de empaquetarse en dicha particula
de transduccion no replicativa.

7. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en el que dicho
segundo gen de bacteriéfago comprende la secuencia de SEQ ID NO:9.

8. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicacién 1, en el que dicho primer gen de
bacteriéfago comprende la secuencia de SEQ ID NO:8.

9. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que dicho
primer y dicho segundo genes de bacteriéfagos comprenden cada uno un gen de la terminasa pequefia (terS) que
comprende dicha secuencia del sitio de iniciacion de empaqguetamiento, opcionalmente en el que dicho gen terS es
un gen terS del bacteriéfago @11 o @ 80a de S. aureus.

10. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicacion 3, en el que dicha primera y dicha
segunda secuencias del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteri6fago comprenden cada una una
secuencia del sitio de iniciacion de empaquetamiento de un gen de la terminasa pequefia, o en el que dicha primera
y dicha segunda secuencias del sitio de iniciacion de empaquetamiento de bacteriéfago comprenden cada una
secuencia del sitio pac de un gen de la terminasa pequefia (terS) de un bacteriéfago ¢11 o 80a de S. aureus.

11. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
replicon se deriva de un origen de replicacion del plasmido pT181 de S. aureus.

12. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
replicon comprende la secuencia de SEQ ID NO:5.

13. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho segundo gen de
bacteriéfago se enlaza funcionalmente a un promotor, opcionalmente en el que dicho promotor es un promotor
inducible o un promotor constitutivo.

14. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
bacteriéfago comprende un bacteriéfago @80a o un bacteriéfago ¢11 de S. aureus.

15. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha
célula bacteriana comprende:

una célula de E. coli;
una célula gramnegativa; o
una célula grampositiva.

16. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha
célula bacteriana comprende una célula de S. aureus.

17. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
gen indicador codifica un marcador detectable y/o seleccionable,

u opcionalmente en el que dicho gen indicador se selecciona del grupo que consiste en: genes que codifican
enzimas que median en reacciones de luminiscencia, tales como IuxA, luxB, |luxAB, luc, ruc, nluc, genes que
codifican enzimas que median en reacciones colorimétricas, tales como lacZ, HRP, genes que codifican proteinas
fluorescentes, tales como GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en infrarrojo
cercano, moléculas de acido nucleico que codifican péptidos de afinidad, tales como marca His, 3X-FLAG, y genes
que codifican marcadores seleccionables, tales como ampC, tet(M), CAT, erm.

18. Un procedimiento para empaquetar una molécula de acido nucleico indicadora en una particula de transduccién
no replicativa, que comprende:

- proporcionar condiciones a dicho sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las
reivindicaciones precedentes que inducen una fase litica de dicho bacteri6fago para producir particulas de
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transduccién no replicativas empaquetadas con dicho plasmido que comprende dicha molécula de acido nucleico
indicadora; y

- aislar dicha particula de transduccion no replicativa que comprende una réplica de dicho plasmido de molécula de
acido nucleico indicadora.

19. Una composicién que comprende una particula de transduccion no replicativa que comprende una réplica de un
plasmido que comprende una molécula de acido nucleico indicadora producida a partir del procedimiento de la
reivindicacion 18.
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