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DESCRIPCIÓN 
 
Método para evaluar un inmunorrepertorio 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención se refiere a un método para identificar y caracterizar el inmunoperfil de un paciente y predecir la 
probabilidad de qué enfermedad podría tener el paciente. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Desde hace muchos años, los científicos saben que determinadas enfermedades están asociadas a genes o a 
mutaciones genéticas particulares. Sin embargo, la causalidad genética, representa solo una parte de las 
enfermedades diagnosticadas en los seres humanos. Muchas enfermedades parecen estar relacionadas de alguna 
manera con la respuesta del sistema inmunitario a los agentes infecciosos y ambientales, pero todavía se está 15 
determinando de qué modo el sistema inmunitario desempeña un papel en enfermedades tales como cáncer, 
enfermedad de Alzheimer, costocondritis, fibromialgia, lupus y otras enfermedades. 
 
El genoma humano comprende, por genoma haploide, un número total de 567-588 genes de IG (inmunoglobulina) y 
de RT (receptores de linfocitos T) (339-354 de IG y 228-234 de RT), localizados en los 7 locus principales. Estos 20 
comprenden genes 405-418 V, 32-D; 105-109 J y 25-29 C. El número de genes funcionales de IG y RT es de 321-353 
por genoma haploide. Estos comprenden genes 187-216 V, 28-D; 86-88 J y 20-21 C (http://imgt.cines.fr). A través del 
reordenamiento de estos genes, se ha calculado que se pueden generar aproximadamente 2,5 x 107 anticuerpos 
posibles o receptores de linfocitos T. 
 25 
Hasta ahora, algunas enfermedades se habían asociado con la reacción del cuerpo contra un antígeno común (Prinz, 
J. et al., Eur. J. Immunol. (1999) 29(10): 3360-3368, "Selection of Conserved TCR VDJ Rearrangements in Chronic 
Psoriatic Plaques Indicates a Common Antigen in Psoriasis Vulgaris) and/or to specific VDJ rearrangements (Tamaru, 
J. et al., Blood (1994) 84(3): 708-715, "Hodgkin’s Disease with a B-cell Phenotype Often Shows a VDJ Rearrangement 
and Somatic Mutations in the VH Genes). Lo que se necesita es un método mejorado para evaluar los cambios en las 30 
células de respuesta inmunitaria y asociar esos cambios con enfermedades específicas. 
 
En el documento WO2012/097374 se desvela un método para identificar en una persona un estado inmunitario normal 
frente a uno anómalo en función de los datos de secuenciación de la CDR3, en donde la diversidad de clonotipos se 
analiza calculando un índice de diversidad (reivindicación 4, [0007], [0015]). 35 
 
Compendio de la invención 
 
La invención se define por el alcance de las reivindicaciones. Se desvela un método para evaluar los cambios en las 
poblaciones de células de respuesta inmunitaria y asociar esos cambios con una enfermedad específica. En un 40 
aspecto de la invención, el método comprende las siguientes etapas (a) aislar una subpoblación de leucocitos (glóbulos 
blancos) de al menos un sujeto humano o un animal, (b) aislar ARN de la subpoblación de células, (c) amplificar el 
ARN utilizando RT-PCR en una primera reacción de amplificación para producir amplicones utilizando cebadores 
anidados, comprendiendo al menos una parte de los cebadores anidados, nucleótidos adicionales para incorporar en 
un amplicón resultante, un sitio de unión para un cebador comunitario, (d) separar los amplicones de la primera 45 
reacción de amplificación de uno o más de los cebadores no utilizados de la primera reacción de amplificación, (e) 
amplificar, mediante la adición de cebadores comunitarios en una segunda reacción de amplificación, teniendo los 
amplicones de la primera reacción de amplificación, al menos un sitio de unión para un cebador comunitario, y (f) 
secuenciar los amplicones de la segunda reacción de amplificación para identificar reordenaciones de anticuerpos y/o 
receptores en la subpoblación de células. En una realización, la subpoblación puede comprender una muestra 50 
poblacional de sangre completa u otra muestra poblacional mixta. 
 
En una realización, la etapa de aislar una subpoblación de leucocitos puede realizarse mediante citometría de flujo 
para separar los linfocitos B vírgenes, linfocitos B maduros, linfocitos B de memoria, linfocitos T vírgenes, linfocitos T 
maduros y linfocitos T de memoria. En diversas realizaciones del método, las recombinaciones en la subpoblación de 55 
células son reordenaciones de cadena pesada de inmunoglobulina (IgH, immunoglobulin heavy chain) de linfocitos B, 
cadenas ligeras kappa y/o lambda (IgK, IgL), receptores Alfa, Beta, Gamma y Delta de linfocitos T. Opcionalmente, 
para evaluar la eficacia de vacuna en la producción de una respuesta inmunitaria, el método puede comprender una 
etapa adicional que comprende (g) comparar las reordenaciones identificadas de una población de personas a las que 
se les ha administrado una vacuna, con las reordenaciones identificadas de una población de personas a la que no se 60 
les ha administrado la vacuna. 
 
Opcionalmente, para determinar si existe una correlación entre una reordenación o un conjunto de reordenaciones 
específicas y la enfermedad, el método también puede comprender la etapa adicional de (g) comparar las 
reordenaciones identificadas de una población de personas normales con las reordenaciones identificadas de una 65 
población de personas a las que se les ha diagnosticado una enfermedad. 
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En diversos aspectos, el método puede producir una amplificación semicuantitativa de polinucleótidos que 
comprenden las regiones determinantes de complementariedad 3 (CDR3, siglas del inglés complementarity 
determining region 3), que son el resultado de reordenaciones genéticas dentro de los linfocitos T o B y responsables 
de la afinidad y especificidad de los anticuerpos y/o receptores de linfocitos T por antígenos específicos. La 5 
amplificación semicuantitativa proporciona un método para detectar no solo la presencia de secuencias específicas 
de CDR3, sino también determinar la abundancia relativa de células que han producido los acontecimientos de 
recombinación necesarios para producir esas secuencias de CDR3. 
 
Además se desvela un método para analizar información de secuencia semicuantitativa para proporcionar uno o más 10 
informes sobre el estado inmunitario de un ser humano o un animal. El método para producir un informe sobre el 
estado inmunitario comprende las siguientes etapas (a) identificar una o más secuencias de CDR3 distintas que se 
comparten entre un inmunoperfil de un sujeto y un inmunoperfil acumulativo de una biblioteca de enfermedades 
almacenada en una base de datos, sumando un número total de secuencias detectadas de un sujeto que corresponden 
a las secuencias de CDR3 distintas compartidas, y calculando el porcentaje del número total de secuencias detectadas 15 
en el inmunoperfil del sujeto que son representativas de las CDR3 distintas compartidas entre el inmunoperfil del sujeto 
y la biblioteca de enfermedades para crear uno o más índices compartidos originales; (b) seleccionar aleatoriamente 
secuencias de una biblioteca pública almacenada en una base de datos para formar una sub-biblioteca, 
comprendiendo la sub-biblioteca un número de secuencias que es aproximadamente igual al número de secuencias 
de CDR3 distintas en la biblioteca de enfermedades, identificando una o más secuencias de CDR3 distintas que se 20 
comparten entre el inmunoperfil del sujeto y la sub-biblioteca, sumando un número total de secuencias detectadas 
correspondientes a las secuencias de CDR3 compartidas, y calculando un porcentaje del número total de secuencias 
detectadas en el inmunoperfil del sujeto que se comparte entre el inmunoperfil del sujeto y la sub-biblioteca para crear 
un índice de compartición de muestras; (c) repetir la etapa (b) al menos 1 000 veces o más; y (d) estimar el valor de P 
como la fracción de veces que los índices de compartición de muestras son mayores que o iguales al índice de 25 
compartición original entre un inmunoperfil de un paciente y una biblioteca de enfermedades. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 
La divulgación puede entenderse mejor con referencia a los siguientes dibujos. Los elementos de los dibujos no están 30 
necesariamente a escala entre sí, en lugar de ello, se hace hincapié en ilustrar claramente los principios de la 
invención. Asimismo, los mismos números de referencia indican partes correspondientes a lo largo de las diversas 
vistas. 
 

Las Figuras 1a y 1b son fotografías de un gel que ilustran la presencia de productos de amplificación obtenidos 35 
por el método desvelado en el presente documento utilizando los cebadores desvelados en el presente documento. 
Las Figuras 2a y 2b son dibujos que representan la diferencia observada en la diversidad entre un inmunoperfil en 
una persona con una enfermedad y una persona que generalmente está sana, cada círculo negro representa una 
secuencia de CDR3 distinta y el tamaño del círculo representa el número de veces que se encuentra la secuencia 
de CDR3 distinta en el inmunoperfil. 40 
La Figura 3 es un diagrama que ilustra el método para generar una biblioteca pública. 
La Figura 4 es un diagrama que ilustra el método para generar una biblioteca de enfermedades. 
La Figura 5 ilustra los resultados obtenidos al comparar un inmunoperfil de un paciente con una biblioteca de 
enfermedades, calculando un porcentaje para cada CDR3 distinta en el inmunoperfil del paciente que se comparte 
entre los dos, y añadir esos porcentajes para producir una suma o un índice de compartición. 45 
La Figura 6 ilustra los resultados obtenidos al comparar un inmunoperfil de un paciente con un subconjunto de una 
biblioteca pública, calculando un porcentaje para cada CDR3 distinta que se comparte entre los dos, y añadir esos 
porcentajes en el inmunoperfil del paciente para producir una suma, o un índice de compartición. 
La figura 7 es un gráfico que ilustra el método de la invención, donde el área bajo la curva representa los índices 
compartidos totales obtenidos para los subconjuntos de una biblioteca pública (sub-bibliotecas), se estima un valor 50 
de P y los índices compartidos de las comparaciones de un inmunoperfil de una persona y de una o más bibliotecas 
de enfermedades, se representan con líneas verticales (DL1, DL2, etc.). 

 
Descripción detallada 
 55 
Los inventores han desarrollado métodos para evaluar reordenaciones de anticuerpos y receptores de linfocitos T a 
partir de una gran cantidad de células, siendo los métodos útiles para comparar reordenaciones identificadas en 
poblaciones de personas para determinar si existe una correlación entre una reordenación específica o un conjunto 
de reordenaciones específico y una enfermedad, o determinados síntomas de una enfermedad. El método también es 
útil para establecer un historial de la respuesta inmunitaria de una o más personas en respuesta a agentes infecciosos 60 
y/o ambientales, así como para evaluar la eficacia de vacunas. 
 
En el presente documento de desvela un método para evaluar cambios en las poblaciones de células de respuesta 
inmunitaria y asociar esos cambios a una enfermedad específica. En un aspecto de la invención, el método comprende 
las siguientes etapas (a) aislar una subpoblación de leucocitos (glóbulos blancos) de al menos un sujeto humano o un 65 
animal, (b) aislar ARN de la subpoblación de células, (c) amplificar el ARN utilizando RT-PCR en una primera reacción 
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de amplificación para producir amplicones utilizando cebadores anidados, comprendiendo al menos una parte de los 
cebadores anidados, nucleótidos adicionales para incorporar en un amplicón resultante, un sitio de unión para un 
cebador comunitario, (d) separar los amplicones de la primera reacción de amplificación de uno o más de los 
cebadores no utilizados de la primera reacción de amplificación, (e) amplificar, mediante la adición de cebadores 
comunitarios en una segunda reacción de amplificación, teniendo los amplicones de la primera reacción de 5 
amplificación, al menos un sitio de unión para un cebador comunitario, y (f) secuenciar los amplicones de la segunda 
reacción de amplificación para identificar reordenaciones de anticuerpos y/o receptores en la subpoblación de células. 
En una realización, la subpoblación puede comprender una muestra poblacional de sangre completa u otra muestra 
poblacional mixta. 
 10 
En una realización, se extrae una muestra de sangre periférica de un paciente y la etapa de aislar una subpoblación 
de leucocitos puede realizarse mediante citometría de flujo para separar los linfocitos B vírgenes, linfocitos B maduros, 
linfocitos B de memoria, linfocitos T vírgenes, linfocitos T maduros y linfocitos T de memoria. En diversas realizaciones 
del método, las recombinaciones en la subpoblación de células son reordenaciones de cadena pesada de 
inmunoglobulina (IgH, immunoglobulin heavy chain) de linfocitos B, cadenas ligeras kappa y/o lambda (IgK, IgL), 15 
receptor Beta, Gamma o Delta de linfocitos T. 
 
En un segundo aspecto, el método puede comprender una etapa adicional (g) de comparar las reordenaciones 
identificadas de una población de personas normales con las reordenaciones identificadas de una población de 
personas a las que se les ha diagnosticado una enfermedad, para determinar si existe una correlación entre una 20 
reordenación específica o un conjunto de reordenaciones específicas y la enfermedad. 
 
En otro aspecto, el método puede comprender una etapa adicional que comprende (g) comparar las reordenaciones 
identificadas de una población de personas a las que se les ha administrado una vacuna, con las reordenaciones 
identificadas de una población de personas a las que no se les ha administrado la vacuna, para evaluar la eficacia de 25 
la vacuna en la producción de una respuesta inmunitaria. 
 
En algunas realizaciones, la etapa de separar los amplicones de la primera reacción de amplificación de uno o más 
cebadores no utilizados de la primera reacción de amplificación, puede omitirse y las dos reacciones de amplificación 
pueden realizarse en el mismo tubo de reacción. 30 
 
El inventor desarrolló anteriormente un método de PCR conocido como tem-PCR (siglas del inglés target-enriched 
multiplex-PCR, PCR múltipe con enrriquecimiento de dianas), que se ha descrito en la publicación número 
W02005/038039. Más recientemente, el inventor ha desarrollado un método denominado arm-PCR (siglas del inglés 
amplicon rescue multiplex-PCR, reacción en cadena de la polimerasa de múltiple rescate con amplicón), que se 35 
describe en el documento WO2009/124293. También se describe un aparato para detectar polinucleótidos diana en 
una muestra, comprendiendo el aparato una primera cámara de amplificación de termociclado para amplificar uno o 
más polinucleótidos diana para producir amplicones utilizando cebadores anidados, comprendiendo al menos una 
parte de los cebadores anidados, nucleótidos adicionales para incorporar en un amplicón resultante un sitio de unión 
para un cebador comunitario; un medio para separar los amplicones de la primera reacción de amplificación de uno o 40 
más cebadores no utilizados de la primera reacción de amplificación; y una segunda cámara de amplificación de 
termociclado para amplificar uno o más amplicones producidos durante la primera reacción de amplificación mediante 
la adición de cebadores comunitarios en una segunda reacción de amplificación, teniendo los amplicones de la primera 
reacción de amplificación, al menos un sitio de unión para al menos un cebador comunitario. 
 45 
También se describe una micromatriz de PCR que comprende una primera cámara de PCR conectada de manera 
fluida tanto a un depósito de residuos como a una segunda cámara de PCR, adicionalmente, el depósito de residuos 
y la segunda cámara de PCR comprenden, cada uno de ellos, al menos un electrodo, comprendiendo los electrodos 
un medio para separar los amplicones producidos en la primera cámara de PCR. La segunda cámara de PCR está 
conectada de manera fluida a una cámara de hibridación y de detección, comprendiendo la cámara de hibridación y 50 
de detección microperlas, o perlas, dispuestas de modo que la posición física de las perlas sea una indicación de la 
presencia de un polinucleótido diana específico en la muestra analizada por medio de la microplaca. 
 
Los métodos de tem-PCR, y especialmente de arm-PCR, proporcionan una amplificación semicuantitativa de múltiples 
polinucleótidos en una reacción. Adicionalmente, la arm-PCR proporciona sensibilidad añadida. Ambas proporcionan 55 
la capacidad de amplificar múltiples polinucleótidos en una reacción, lo cual es beneficioso en el presente método 
porque el repertorio de varios linfocitos T y B, por ejemplo, es muy grande. La adición de un sitio de unión a cebador 
comunitario en la reacción de amplificación, y la amplificación posterior de moléculas diana utilizando cebadores 
comunitarios, proporciona un resultado cuantitativo o semicuantitativo que permite determinar las cantidades relativas 
de las células que comprenden diversas reordenaciones en una muestra de sangre del paciente. La expansión clonal 60 
debido al reconocimiento del antígeno, da como resultado una población más grande de células que reconocen ese 
antígeno, y la evaluación de las células por sus números relativos proporciona un método para determinar si una 
exposición antigénica ha influido en la expansión de linfocitos B productores de anticuerpos o de linfocitos T portadores 
de receptores. Esto es útil para evaluar si puede haber una población particular de células que sea prevalente en 
personas a las que se las ha diagnosticado una enfermedad determinada, por ejemplo, y puede ser especialmente útil 65 
para evaluar si una vacuna ha logrado o no la respuesta inmunitaria deseada en personas a quienes se les ha 
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administrado la vacuna. 
 
Existen diversas tecnologías de secuenciación de alto rendimiento disponibles en el comercio, tal como la 
secuenciación 454 de Roche Life Sciences. En el método de secuenciación 454, los cebadores 454A y 454B se unen 
a productos de PCR durante la PCR o se ligan después de la reacción de PCR. Cuando se realiza junto con tem-PCR 5 
o arm-PCR, los cebadores 454A y 454B pueden utilizarse como cebadores comunitarios en las reacciones de 
amplificación. Los productos de la PCR, por lo general una mezcla de diferentes secuencias, se diluyen a 
aproximadamente 200 copias por ml. En una reacción de "PCR de emulsión", (un entorno similar a un gel semisólido), 
los productos de la PCR diluidos se amplifican con cebadores (454A o 454B) en la superficie de las microperlas. Dado 
que los moldes de PCR se diluyen de esta manera, por lo general, solo una perla está adyacente a un molde y está 10 
confinada en el entorno semisólido, la amplificación solo se produce en las microperlas y alrededor de las mismas. 
Después, las perlas se eluyen y se colocan en una placa con pocillos especialmente diseñados. Cada pocillo solo 
puede contener una perla. después, se añaden los reactivos a los pocillos para llevar a cabo la pirosecuenciación. 
Para leer la reacción de secuenciación de cada uno de los pocillos, puede utilizarse un detector de fibra óptica y, en 
paralelo, los datos se recopilan en un ordenador. Una de dichas reacciones de alto rendimiento podría generar hasta 15 
60 millones de lecturas (60 millones de perlas) y cada lectura puede generar secuencias de aproximadamente 300 pb. 
 
Un aspecto desvelado en el presente documento implica el desarrollo de una base de datos de "inmunorrepertorios 
personales", o inmunoperfiles, de tal manera que cada persona pueda establecer una referencia y seguir el desarrollo 
de las respuestas inmunitarias contra antígenos, tanto conocidos como desconocidos, durante un período de años. Si 20 
se recopila información de una gran cantidad de personas, esta información puede proporcionar una base de datos 
epidemiológica que produzca información valiosa, particularmente en lo que respecta al desarrollo de esas 
enfermedades, tales como cáncer y cardiopatía, que se cree que a menudo surgen de la exposición a agentes víricos 
u otros agentes infecciosos o células transformadas, muchos de los cuales aún no han sido identificados. Un uso 
particularmente importante del método desvelado en el presente documento, conlleva la evaluación de niños para 25 
determinar si las enfermedades infecciosas, los agentes ambientales o las vacunas, pueden ser la causa del autismo. 
Por ejemplo, muchos han postulado que la administración de vacunas puede desencadenar el desarrollo de autismo. 
Sin embargo, muchos también atribuyen esa posible correlación al uso de agentes en las vacunas, tal como el 
timerosol, y los estudios han demostrado que el timerosol no parece ser un agente causante de la enfermedad. Se 
sigue especulando que el desarrollo de las vacunas cóctel se ha correlacionado con el aumento del número de casos 30 
de autismo, sin embargo, recopilar datos para evaluar una posible conexión causal para múltiples antígenos, es 
extremadamente difícil. El método desvelado en el presente documento simplifica ese proceso y puede proporcionar 
información clave para comprender mejor el autismo y otras enfermedades en las que la respuesta inmunitaria de 
diferentes personas puede proporcionar una explicación acerca del desarrollo diferencial de la enfermedad en algunas 
personas expuestas a un agente o a un grupo de agentes, mientras que otras personas expuestas de manera similar 35 
no desarrollan la enfermedad. 
 
Los desequilibrios del inmunoperfil, desencadenados por infecciones, pueden conducir a muchas enfermedades, 
incluyendo cánceres, leucemia, enfermedades neuronales (Alzheimer, esclerosis múltiple, Parkinson, autismo, etc.), 
enfermedades autoinmunitarias y enfermedades metabólicas. Estas enfermedades pueden denominarse 40 
enfermedades de inmunoperfil. Puede haber dos formas de enfermedad de inmunoperfil. (1) una forma de "pérdida de 
función" y (2) una forma de "ganancia de función". En la forma de "pérdida de función", una persona es susceptible a 
una enfermedad porque su inmunoperfil restringido y/o limitado carece de las células que producen las IG y los RT 
más eficientes y necesarios. En la forma de "ganancia de función", una persona es susceptible a una enfermedad 
porque su inmunoperfil ganó células que producían las IG y los RT que normalmente no deberían estar allí. En las 45 
enfermedades de inmunoperfil de "pérdida de una función" (LOF, siglas del inglés loss of a function), una persona no 
tiene los linfocitos B o T funcionales apropiados para combatir una enfermedad. La tipificación de sus HLA (siglas del 
inglés human leukocyte antigen, antígenos leucocitarios humanos) ha determinado que esas células se eliminan 
durante las primeras etapas del proceso de maduración de las células inmunitarias, eliminándose generalmente las 
células porque reaccionan fuertemente contra sus propias proteínas. 50 
 
Además se desvela un método que comprende (a) amplificar y secuenciar uno o más ARN de los linfocitos T y/o 
linfocitos B de una o más personas, (b) introducir las secuencias en una base de datos para proporcionar datos que 
puedan almacenarse en un ordenador, un servidor u otro dispositivo de almacenamiento electrónico, (c) introducir 
información y características identificativas de una persona, correspondiente a las secuencias del uno o más de los 55 
ARN, como datos que también puedan almacenarse en un ordenador, un servidor u otro dispositivo de 
almacenamiento electrónico y (d) evaluar los datos de las etapas (b) y (e) de una o más personas, para determinar si 
existe una correlación entre la una o más secuencias de ARN y una o más características de la persona 
correspondiente a la(s) secuencia(s). La información identificativa puede incluir, por ejemplo, un número identificativo 
del paciente, un código que comprenda el tipo de HLA del paciente, un código de enfermedad que comprenda uno o 60 
más diagnósticos clínicos que puedan haberse realizado, un "código de estadificación" que comprenda la fecha de la 
muestra, un código de tipo celular que comprenda el tipo de subpoblación celular a partir del cual se amplificó y 
secuenció el ARN, y uno o más códigos de secuencia que comprendan las secuencias identificadas para la muestra. 
 
El método descrito incluye un novedoso diseño de cebador que no solo permite la amplificación de todo el 65 
inmunorrepertorio, sino que también permite realizar la amplificación de una manera extremadamente múltiple y 
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semicuantitativa. La amplificación múltiple requiere que solo se necesiten unas pocas reacciones de PCR o RT-PCR. 
Por ejemplo, todas las IG pueden amplificarse en una reacción, o estas podrían dividirse en dos o tres reacciones para 
la IgH, IgL o IgK. De manera similar, los receptores de linfocitos T (RT), incluyendo RTA, RTB, RTD y RTG, pueden 
amplificarse en una sola reacción, o pueden amplificarse en unas pocas reacciones. Por amplificación semicuantitativa 
se entiende que en la reacción múltiple todas las dianas se amplificarán de manera independiente, de tal manera que 5 
el análisis concluyente de los productos amplificados refleje la relación interna original entre las dianas. 
 
En diversos aspectos, el método puede producir una amplificación semicuantitativa de polinucleótidos que 
comprenden las regiones determinantes de complementariedad (CDR), que resultan de reordenaciones genéticas 
dentro de los linfocitos T o B y que son responsables de la afinidad y especificidad de los anticuerpos y/o receptores 10 
de linfocitos T por antígenos específicos. La amplificación semicuantitativa proporciona un método para detectar no 
solo la presencia de secuencias específicas de CDR3, sino que también determina el número relativo de células que 
han producido los sucesos de recombinación necesarios para producir esas secuencias de CDR3. 
 
Además se desvela un método para analizar información de secuencia semicuantitativa para proporcionar uno o más 15 
informes sobre el estado inmunitario de un ser humano o un animal. El método para producir un informe sobre el 
estado inmunitario comprende las siguientes etapas (a) identificar una o más secuencias de la CDR3 distintas que se 
comparten entre un inmunoperfil de un sujeto y una biblioteca de enfermedades almacenada en una base de datos, 
sumando el total de esas secuencias de la CDR3 compartidas y calculando el porcentaje del número total de 
secuencias en el inmunoperfil del sujeto que se comparten entre el inmunoperfil del sujeto y la biblioteca de 20 
enfermedades para crear uno o más índices compartidos originales; (b) seleccionar aleatoriamente secuencias de una 
biblioteca pública almacenada en una base de datos para formar una sub-biblioteca, comprendiendo la sub-biblioteca 
una cantidad de secuencias que es aproximadamente igual a la cantidad de secuencias distintas en la biblioteca de 
enfermedades, identificando una o más secuencias de CDR3 distintas que se comparten entre el inmunoperfil del 
sujeto y la sub-biblioteca, sumando el total de esas secuencias de CDR3 compartidas y calculando el porcentaje del 25 
número total de secuencias en el inmunoperfil del sujeto que se comparte entre el inmunoperfil del sujeto y la sub-
biblioteca para crear un índice de compartición de muestras; (c) repetir la etapa (b) al menos 1 000 veces o más; y (d) 
estimar el valor de P como la fracción de veces que los índices de compartición de muestras son mayores que o 
iguales al índice de compartición original entre un inmunoperfil de un paciente y una biblioteca de enfermedades. 
 30 
Los inventores han descubierto que el inmunoperfil de las personas que tienen determinadas enfermedades, tales 
como, por ejemplo, cáncer, enfermedad autoinmunitaria, etc., puede caracterizarse por una ausencia de diversidad en 
una o más poblaciones de células inmunitarias. La Figura 2 es un dibujo que ilustra la diferencia que puede observarse, 
por ejemplo, entre el distinto tipo y número de linfocitos T presentes en una muestra de sangre de un paciente con 
cáncer (Fig. 2a) y un paciente sano (Fig. 2b), donde cada círculo representa un tipo distinto de linfocito T, representado 35 
por un ADNc recombinado amplificado y secuenciado de la región determinante de complementariedad (por ejemplo, 
la CDR3) del receptor de linfocitos T y el número relativo de células que se determinan, por amplificación y 
secuenciación con PCR, para compartir la misma secuencia de CDR3. Como indica la Fig. 2a, puede haber menos 
células distintas de diferentes especificidades, pero un mayor número de células de determinadas especificidades, 
representado por las secuencias de CDR3. La figura 2b ilustra un perfil normal de más células diferentes, pero un 40 
menor número de cada tipo de célula que comparte la misma secuencia de CDR3. 
 
La lista de cada célula que expresa una CDR3 distinta, y los números de dichas células representados dentro de una 
muestra sanguínea o tisular de un ser humano o animal, puede constituir un inmunoperfil para ese ser humano o 
animal. La recopilación de los inmunoperfiles de un grupo de seres humanos, por ejemplo, del grupo que comprende 45 
personas tanto sanas como que padecen diversas enfermedades diferentes, puede proporcionar una "biblioteca 
pública" que sea representativa del tipo de diversidad que se encuentra en una población normal (Fig. 3). De manera 
similar, la recopilación de los inmunoperfiles de un grupo de personas a las que se las ha diagnosticado clínicamente 
una enfermedad determinada, puede proporcionar una "biblioteca de enfermedades" que sea representativa de la 
ausencia de diversidad de las CDR3 específicas de las poblaciones de células extendidas, etc. (Fig. 4). Estos 50 
inmunoperfiles pueden almacenarse en una base de datos, accesible, por ejemplo, a través de un acceso informático 
a internet, para que la información pueda utilizarse en el método de la invención para analizar el estado inmunitario de 
un paciente. 
 
Para un paciente individual, puede producirse un inmunoperfil que comprenda una lista de células distintas que 55 
expresen CDR3 ("CDR3 distintas", las células que comparten una secuencia de CDR3 única) y los números de cada 
CDR3 distinta presente en una muestra sanguínea o tisular de un individuo. El inmunoperfil del paciente se compara 
con los inmunoperfiles combinados de un grupo de pacientes a los que se les ha diagnosticado una enfermedad 
determinada (una biblioteca de enfermedades, almacenada en una base de datos). Esto se puede hacer para una 
serie de bibliotecas de enfermedades, y se muestra en la figura 5. 60 
 
Millones de combinaciones posibles son posibles para la biblioteca pública, los sistemas inmunitarios de la mayoría 
de esas personas generalmente presentan una mayor diversidad que la de un grupo de personas a las que se les ha 
diagnosticado una enfermedad específica. Por lo tanto, los inventores determinaron que una evaluación y comparación 
precisas del método de la invención se vería facilitada por la etapa de preparar sub-bibliotecas mediante 65 
muestreo/selección al azar de las listas de CDR3 distintas y sus números en la biblioteca pública. El número de CDR3 
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distintas, representado por una secuencia peptídica única de fragmentos de CDR3, debe ser aproximadamente igual 
al número de CDR3 distintas identificadas en la biblioteca de enfermedades, o un promedio calculado a partir de más 
de una biblioteca de enfermedades. La producción de un número significativo de sub-bibliotecas, tales como, por 
ejemplo, 1 000 sub-bibliotecas o más, producidas por muestreo al azar de la biblioteca pública, aumenta la presencia 
de una variedad de CDR3 distintas y produce un resultado que, desde el punto de vista estadísticamente significativo, 5 
es efectivo para identificar y caracterizar el inmunoperfil de un paciente individual como normal ("sano") o caracterizado 
por la presencia de un tipo y número de células que se han asociado a una enfermedad determinada. 
 
En los métodos desvelados en el presente documento, un paciente suministra una muestra clínica que comprende, 
por ejemplo, sangre o tejido, a partir de la cual se amplifican semicuantitativamente y se secuencian distintas CDR3. 10 
Esto proporciona la identidad y la abundancia relativa de cada CDR3 para todas las CDR3 distintas. Esta información 
puede introducirse en un programa que accede a una base de datos que contiene al menos una biblioteca pública y 
una o más bibliotecas de enfermedades. A través de internet se puede acceder a las bases de datos de los programas 
informáticos utilizados para la introducción y/o el análisis de los datos o pueden instalarse en un ordenador personal 
individual, con acceso por internet a la información de secuencias en las bases de datos. Entre el inmunoperfil 15 
individual y las diversas bibliotecas y sub-bibliotecas, se obtienen comparaciones y los resultados se generan como 
se ilustra en líneas generales en las figuras 5 y 6, donde se detectan secuencias de CDR3 específicas, se cuenta el 
número de esas secuencias de CDR3 distintas detectadas, y se determina si esa CDR3 distinta específica está 
presente o no tanto en el inmunoperfil de la persona como en una biblioteca específica (es decir, si la persona y la 
biblioteca "comparten" esa CDR3 distinta específica). Los porcentajes que representan los números de esas CDR3 20 
que se determina que se comparten, se suman para producir una suma que comprende la fracción del total que 
comprende las CDR3 en el inmunoperfil de la persona que se comparte entre el inmunoperfil de la persona y la 
biblioteca específica (es decir, un "índice de compartición"). A partir de los resultados obtenidos en las sub-bibliotecas, 
se calcula un valor de P como la probabilidad de que un porcentaje al azar sea superior o igual al porcentaje observado 
para una biblioteca de enfermedades determinada, y cuando la fracción de veces que los índices de compartición de 25 
muestras supera el índice de compartición original de una biblioteca determinada, se observa un resultado significativo 
inferior a 0,01, por ejemplo. Si ese índice de compartición representa la relación entre el inmunoperfil de la persona y 
una biblioteca de enfermedades, entonces se puede informar a la persona sobre la probabilidad de que la 
persona/paciente tenga la enfermedad representada en la biblioteca de enfermedades específicas. Si los valores de 
P calculados frente a todas las bibliotecas de enfermedades, son superiores a 0,01, se puede informar a la persona 30 
que el inmunoperfil parece normal y que no se ha detectado la enfermedad. 
 
Como los datos de secuencia se recopilan y almacenan en una o más bases de datos para múltiples poblaciones de 
personas, también puede ser posible asociar determinados índices de compartición a bibliotecas que representan 
poblaciones con afecciones previas o predisposiciones a determinadas enfermedades. El sistema inmunitario es 35 
proactivo y reactivo, y los cambios en el sistema inmunitario, reflejados en el inmunoperfil, pueden proporcionar la 
primera y, a veces, la única señal de que hay una predisposición, una afección previa, o incluso una enfermedad 
establecida. Los inventores han utilizado el método para demostrar que determinados tipos de cáncer, enfermedad 
inflamatoria intestinal y determinadas infecciones víricas, pueden detectarse determinando el índice de compartición 
entre un paciente y una biblioteca de enfermedades establecida, obtenido mediante la secuenciación de las CDR3 40 
utilizando el método de ARM-PCR para producir un subconjunto del inmunorrepertorio que representa las CDR3 
presentes. 
 
Los resultados son aún más fiables cuando se aplica un filtro a los datos de la secuencia. Por ejemplo, los inventores 
han desarrollado un filtro "INTELIGENTE" para los datos de la secuencia que ayuda a generar resultados 45 
significativamente más fiables. Esto se describe más adelante en los Ejemplos. 
 
Como explicación adicional, el siguiente ejemplo puede ser ilustrativo de los métodos desvelados en el presente 
documento. Antes de la administración de cualquier vacuna, se pueden extraer muestras de sangre de los niños, 
estableciendo esas muestras de sangre de cada niño, una "referencia" a partir de la cual se pueden evaluar las 50 
muestras futuras. Para cada niño, las muestras futuras pueden utilizarse para determinar si ha habido una exposición 
a un agente que se ha extendido a una población de células que se sabe que están correlacionadas con una 
enfermedad, y esto puede servir como un "marcador" del riesgo de desarrollar la enfermedad en el futuro. Se puede 
hacer un seguimiento riguroso de las personas identificadas de esta manera para que sea posible realizar una 
detección temprana, y se podrá ofrecer cualquier opción de tratamiento disponible en una etapa más temprana del 55 
proceso de la enfermedad. 
 
Mediante otro ejemplo, se pueden extraer muestras de sangre de los niños antes de la administración de cualquier 
vacuna, estableciendo esas muestras de sangre de cada niño, una "referencia" a partir de la cual se pueden evaluar 
las muestras futuras. Para cada niño y para toda la población de niños en el estudio, esas referencias pueden 60 
compararse con los resultados de la secuenciación del ARN de los linfocitos T y B utilizando cebadores selectivos 
específicos para amplificar el anticuerpo y el receptor de linfocitos T, después de la administración de la vacuna. La 
comparación puede implicar además la evaluación de datos sobre síntomas, enfermedades diagnosticadas y cualquier 
otra información asociada para cada persona con las secuencias del anticuerpo y del receptor de linfocitos T 
correspondientes. Si existe una relación entre la administración de una vacuna y el desarrollo de una enfermedad 65 
determinada, las personas que presentan síntomas de esa enfermedad también pueden compartir un anticuerpo o un 
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receptor de linfocitos T correspondiente, por ejemplo, o un conjunto de anticuerpos o de receptores de linfocitos T 
correspondiente. 
 
El método desvelado en el presente documento puede ser especialmente útil para identificar semejanzas entre 
personas con enfermedades autoinmunitarias, por ejemplo, y puede proporcionar datos epidemiológicos que describan 5 
mejor la correlación entre factores infecciosos y ambientales y enfermedades tales como cardiopatía, ateroesclerosis, 
diabetes y cáncer, proporcionando "biomarcadores" que indican la presencia de una enfermedad o la tendencia a 
desarrollarla. 
 
El método también puede ser útil para el desarrollo de inmunoterapias pasivas. Por ejemplo, después de la exposición 10 
a un agente infeccioso, determinados linfocitos B y/o linfocitos T productores de anticuerpos se extienden. El método 
permite la identificación de anticuerpos protectores, por ejemplo, y esos anticuerpos pueden utilizarse para 
proporcionar inmunoterapias pasivas en situaciones donde se necesita dicha terapia. 
 
El método también puede proporcionar la capacidad de lograr la eliminación selectiva de células con reordenaciones 15 
no deseadas, proporcionando el método un medio por el cual se pueden identificar dichas reordenaciones de células. 
 
El inventor ha identificado y desarrollado cebadores selectivos específicos para su uso en el método de la invención. 
En la Tabla 1 se muestran cebadores específicos de linfocitos T y en la Tabla 2 cebadores específicos de anticuerpos. 
Una realización adicional desvelada en el presente documento se refiere a un método de uso de uno cualquiera de 20 
los cebadores mostrados en las Tablas 1 o 2, o de una combinación de los mismos, para amplificar ARN de una 
muestra de sangre, y más particularmente, para identificar anticuerpos, receptores de linfocitos T y moléculas de HLA 
en una población de células. 
 
También puede utilizarse arm-PCR o tem-PCR para amplificar genes que codifican las moléculas de la superfamilia 25 
de inmunoglobulinas en un método de amplificación descrito anteriormente por el inventor (Han et al., 2006. 
Simultaneous Amplification and Identification of 25 Human Papillomavirus Types with Templex Technology. J. Clin. 
Micro. 44(11). 4157-4162). En una reacción tem-PCR, se diseñan cebadores específicos de genes anidados para 
enriquecer las dianas durante el ciclo de PCR inicial. Posteriormente, se utilizan cebadores universales "Super" para 
amplificar todas las dianas. Los cebadores se denominan de la siguiente manera: Fo (forward out, externo directo), Fi 30 
(forward in, interno directo), Ri (reverse in, interno inverso), Ro (reverse out, externo inverso), FS (forward super primer, 
supercebador directo) y RS (reverse super primer, supercebador inverso), siendo los supercebadores comunes en 
una variedad de moléculas debido a la adición de un sitio de unión para esos cebadores en el extremo de un cebador 
selectivo específico. Los cebadores específicos de genes (Fo, Fi, Ri y Ro) se utilizan en concentraciones 
extremadamente bajas. Diferentes cebadores participan en el proceso de tem-PCR en cada una de las tres etapas 35 
principales. En primer lugar, en la fase de "enriquecimiento", a los cebadores específicos de genes de baja 
concentración se les da suficiente tiempo para encontrar los moldes. Para cada diana prevista, dependiendo de los 
cebadores que se utilicen, se pueden generar cuatro productos posibles: Fo/Ro, Fi/Ro, Fi/Ri y Fo/Ri. Normalmente, la 
fase de enriquecimiento se lleva a cabo durante 10 ciclos. En la segunda fase o fase de "etiquetado", la temperatura 
de hibridación se eleva a 72º C, y solo actuarán los cebadores internos (Fi y Ri) con una longitud de 40 nucleótidos. 40 
Después de 10 ciclos de esta fase de etiquetado, todos los productos de PCR estarán "etiquetados" con las secuencias 
de supercebador universal. Después, en la tercera fase de "amplificación", los supercebadores de alta concentración 
actúan de manera eficiente para amplificar todas las dianas y marcar los productos de PCR con biotina durante el 
proceso. Las sondas específicas pueden unirse de manera covalente a perlas de colores Luminex recubiertas. 
 45 
Para amplificar los genes que codifican las moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas, el inventor diseñó 
cebadores anidados basándose en información de secuencia en el dominio público. Para estudiar la reordenación de 
VDJ de los linfocitos B y T, el inventor diseñó cebadores para amplificar los ARN reorganizados y expresados. 
Generalmente, a partir de los genes V se diseña un par de cebadores directos anidados y a partir de los genes J o C 
un conjunto de cebadores inversos anidados. El tamaño promedio del amplicón es de 250-350 pb. Para los genes 50 
IgHV, por ejemplo, hay 123 genes que pueden clasificarse en 7 familias diferentes, y los cebadores actuales están 
diseñados para ser específicos de la familia. Sin embargo, si se secuencian las secuencias de ADNc amplificadas, 
existen suficientes diversidades de secuencias para permitir una mayor diferenciación entre los genes de una misma 
familia. Para el locus del gen MHC, la intención es amplificar el ADN genómico. 
 55 
Ejemplos 
 
Cálculo del índice de compartición 
 
Suponiendo que S es un inmunoperfil (IP) de un sujeto, que está representado por N secuencias de CDR3 únicas, 60 
CDR31, CDR32, ... CDR3n, cada CDR3 tiene su propia frecuencia s1, s2,... sn. 
 
D es una biblioteca de enfermedades, que es la suma de un determinado número de inmunoperfiles de pacientes con 
M CDR3 únicas. A todos los pacientes de la biblioteca de enfermedades se les diagnosticó la misma enfermedad. 
 65 
P es una biblioteca pública, que es la suma de un gran número de inmunoperfiles de control. 
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El índice de compartición (Sharing Index, SI) se define como la suma de sx, sy,... sz, donde CDR3X, CDR3y, ... CDR3Z 
se comparten en el inmunoperfil del sujeto y una biblioteca. Debe observarse que sx, sy, ... sz es la frecuencia de las 
CDR3 en el inmunoperfil del sujeto, no en la biblioteca. 
 5 
Suponiendo que en una biblioteca pública (P) siempre hay más CDR3 únicas que en una biblioteca de enfermedades 
(D), se seleccionan al azar M CDR3 únicas en la biblioteca pública y se utilizan para crear una sub-biblioteca P1 y el 
índice de compartición (Slp1) entre el sujeto y la sub-biblioteca se calcula de acuerdo con la fórmula anterior. El 
procedimiento de muestreo se repite 1 000 veces o más y se calculan 1000 Slpx o más. 
 10 
El índice de compartición Sld entre el sujeto y la biblioteca de enfermedades se calcula de la misma manera. El valor 
de P se define como la fracción de todos los SI (Slp1, Slp2, ... Slpx, Sld, (Debe observarse que Sld está incluido), que es 
igual o mayor que Sld. Debe observarse que, cuando se muestrean las CDR3 en la biblioteca pública, las CDR3 
encontradas en x inmunoperfiles de control tienen x veces de posibilidades de ser muestreadas. 
 15 
Amplificación de sitios de reordenación de linfocitos T o B 
 
Todos los oligonucleótidos (oligos) se resuspendieron utilizando 1xTE. Todos los oligonucleótidos, excepto 454A y 
454B, se resuspendieron a una concentración de 100 pmol/ml. 454A y 454B se resuspendieron a una concentración 
de 1 000 pmol/ml. 454A y 454B son funcionalmente iguales que los cebadores comunitarios descritos anteriormente, 20 
las diferentes secuencias se utilizaron para el seguimiento de los procedimientos de secuenciación de alto rendimiento. 
 
Se prepararon tres mezclas de cebadores diferentes. Una mezcla de cebadores Alpha Delta incluía 82 cebadores 
(todos de TRAV-C + TRDV-C), una mezcla de cebadores Beta Gamma incluía 79 cebadores (todos de TRBVC y 
TRGV-C) y una mezcla de cebadores de linfocitos B que incluía un total de 70 cebadores. Los cebadores Fo, Fi y Ri 25 
estaban a una concentración de 1 pmol/ml. Los cebadores Ro estaban a una concentración de 5 pmol/ml. 454A y 454B 
estaban a una concentración de 30 pmol/ml. 
 
Se solicitaron tres muestras de ARN diferentes en ALLCELLS (www.allcells.com). Todas las muestras se diluyeron 
hasta una concentración final de 4 ng/ul. Las muestras solicitadas fueron: 30 
 

Tipo de célula: Fuente:

ALL-PB-MNC 
Un paciente con leucemia linfoblástica 
aguda

Linfocitos T NPB-
Pan 

Linfocitos T normales 

Linfocitos NPB-B Linfocitos B normales
 
La RT-PCR se realizó utilizando un kit de RT-PCR de una etapa de Qiagen. Cada muestra contenía lo siguiente: 
 

10 ml de tampón Qiagen 35 
2 ml de DNTP 
2 ml de enzima 
23,5 ml de dH2O 
10 ml de la mezcla de cebadores adecuada 
2,5 ml del molde adecuado (10 ng de ARN total) 40 

 
Las muestras se procesaron utilizando las siguientes condiciones de ciclado: 
 

50º C durante 30 minutos 
95º C durante 15 minutos 45 
94º C durante 30 segundos 

 
15 ciclos de 
 

55º C durante 1 minuto 50 
72º C durante 1 minuto 
94º C durante 15 segundos 

 
6 ciclos de 
 55 

70º C durante 1 minuto 30 segundos 
94º C durante 15 segundos 

 
30 ciclos de 
 60 
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55º C durante 15 segundos 
72º C durante 15 segundos 
72º C durante 3 minutos 
tiempo de espera a 4º C 

 5 
El orden de las muestras colocadas en el gel mostrado en la figura 1a es el siguiente: (1) Escalera (siendo las más 
grande la de 500 pb disminuyendo al trabajar en etapas de 20 pb, la banda brillante central de la figura 1a tiene 
200 pb); (2) mezcla de cebadores α + δ con molde de linfocitos Pan T 10 ng; (3) mezcla de cebadores β + γ con molde 
de linfocitos Pan T 10 ng; (4) mezcla de cebadores de linfocitos B con molde de linfocitos B 10 ng; (5) mezcla de 
cebadores de linfocitos B con molde de células ALL de 10 ng; (6) mezcla de cebadores α + δ con molde de células 10 
ALL de 10 ng; (7) mezcla de cebadores β + γ con molde de células ALL de 10 ng; 8. mezcla de cebadores α + δ en 
blanco; (9) mezcla de cebadores β + γ en blanco; (10) mezcla de cebadores de linfocitos B en blanco; (11) 
Procesamiento del tampón en blanco. Estas muestras se procesaron en un gel ClearSPAGE® SDS al 10 % 
prefabricado utilizando 1X de tampón de procesamiento natural ClearPAGE® DNA. 
 15 
El experimento inicial mostró que a partir de reacciones de PCR donde se incluyeron moldes se generaba una mancha. 
Las manchas indican que se generaron diferentes tamaños de productos de PCR que representaban una mezcla de 
diferentes reordenaciones de VDJ. Hay alguna amplificación de fondo de la reacción de linfocitos B. Se requirió una 
mejora adicional en esa mezcla de cebadores para limpiar la reacción. 
 20 
Para determinar si los productos de PCR realmente incluían diferentes reordenaciones de VDJ, fue necesario aislar y 
secuenciar los clones individuales. En lugar de utilizar los procedimientos de clonación habituales, el inventor utilizó 
una estrategia diferente. Los productos de PCR generados a partir de la mezcla Alpha Delta y la mezcla Beta Gamma 
(carriles 2 y 3 de la Fig. 1a) se diluyeron a 1:1000 y se utilizó una alícuota de 2 ml como molde de PCR en la siguiente 
reacción. Después, en lugar de utilizar una mezcla de cebadores dirigida a todo el repertorio, se utilizó un par de 25 
cebadores Fi y Ri específicos (5 pmol cada uno) para amplificar solo un producto de PCR específico. Para amplificar 
las muestras se utilizaron las siguientes condiciones de ciclado: 
95º C durante 5 minutos 
30 ciclos de 
 30 

94º C durante 30 segundos 
72º C durante 1 minuto 
72º C durante 3 minutos 
tiempo de espera a 4º C 

 35 
Para amplificar los productos se utilizó un kit de PCR de Qiagen. La Mezcla Maestra utilizada para la PCR contenía lo 
siguiente: 
 

 Por reacción 
Mezcla Maestra 

x12 
Tampón de PCR 
10x 

5 ml 60 ml 

dNTP 1 ml 12 ml 

HotStartTaq Plus 0,25 ml 3 ml 

H2O 39,75 ml 477 ml 

 
La fotografía del gel de la Fig. 1b muestra los productos de PCR de las siguientes reacciones: (1) Escalera; (2) 40 
TRAV1Fi + TRACRi con producto de PCR alfa delta Pan T; (3) TRAV2Fi + TRACRi con producto de PCR alfa delta 
Pan T; (4) TRAV3Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta T; (5) TRAV4Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta 
T; (6) TRAV5Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta T; (7) TRAV1Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta T; 
(8) TRAV2Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta T; (9) TRAV3Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta T; (10) 
TRAV4Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta T; (11) TRAV5Fi+TRACRi con producto de PCR alfa delta T; (12) 45 
PCR en blanco. Los cebadores F1 son cebadores "internos directos" y los cebadores Fo son cebadores "externos 
directos", siendo Ri y Ro cebadores "internos inversos" y "externos inversos", respectivamente. 
 
Como se ilustra en la figura 1b, se generó un solo producto de PCR a partir de cada reacción. Se generaron bandas 
de diferente tamaño a partir de diferentes reacciones. Este enfoque de clonación por PCR es exitoso por dos razones 50 
principales: (1) Los moldes de PCR utilizados en esta reacción eran productos de PCR diluidos (1:1000) de reacciones 
anteriores que utilizaron mezclas de cebadores para amplificar todas las posibles reordenaciones de VDJ (por ejemplo, 
se utilizó una mezcla de cebadores que incluía un total de 82 cebadores para amplificar los genes Alfa y Delta del 
receptor de linfocitos T) y (2) Solo se utilizó un par de cebadores de PCR, dirigido a un gen V específico, en cada 
reacción durante este experimento de "clonación". Algunos de estos productos se purificaron en gel y se secuenciaron. 55 
Lo siguiente son ejemplos de secuencias obtenidas a partir del protocolo descrito anteriormente. En todos los casos, 
se obtuvo un solo clon y se identificó un gen V específico del receptor de linfocitos T que se emparejó con el cebador 
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Fi. 
 

Molde TRAV1 + 454A como cebador de secuenciación: 
 

NNNNNNNNNNCNTANTCGGTCTAAGGGTACNGNTACCTCCTTTTGAAGGAGCTCCAGATGAAAGACTCT5 
GCCTCTTACCTCTGTGCTGTGAGAGATANCAACNATCACTTAATCTTGGGCGCTGGGAGCAGACTAATTA
TAATGCCAGATATCCACAACCCTGACCCTGCCGCGTACCAGCTGAAAGACTATGAACAGGATGGGGAGG
CAGNAGNAGNAG (SEQ ID NO. 1) 

 
Molde TRAV1 + 454A como cebador de secuenciación: 10 
 

NNNNNNNNNNGNANGNNCAGGGTTCTGGATATTTGGTTTNACAATTAGCTTGGTCCCTGCTCCAAAGATT
AATTTGTAGTTGCTATCCCTCACAGCACAGAGGTAAGAGGAAGAGTATTTCTTCTGGAGCTCCTTCAACA
GGAGGAAACTGTACCCTTTATACCTACTAAGGAATGAAGA (SEQ ID NO. 2) 

 15 
Molde TRAV2 + 454A como cebador de secuenciación: 
 

NNNNNNNNNNNNTNNCGGTTCTCTTNNTCGCTGCTCATCCTCCAGGTGCGGGAGGCAGATGCTGCTGTT
TACTACTGTGCTGTGNANNANGGCANNGACAACAACCTCNTCTTTGGTGGAGGNACCCTACTNNTGGTTA
TNCCNAATANCCANAACCCTGACCCTGCCGAGNAGCAGCANAAAAACTNNNAGGGGGGTGGAGAAGNA20 
NNNNN (SEQ ID NO. 3) 

 
Molde TRAV3 + 454A como cebador de secuenciación: 
 

NNNNNNNNNNNNNNGGNNNGGNAGCTATGGCTTTGAAGCTGAATTTAACAAGAGCCAAACCTCCTTCCA25 
CCTGAAGAAACCATCTGCCCTTGTGAGCGACTCCGCTTTGTACTTCTGTGCTGTGAGAGACATCAACGCT
GCCGGCAACAACCTAACTTTTGGAGGAAGAACCATGGTGCTAGTTAAACCAAATATCCATAACCCTGACG
CTGCCGTGTACCAGCTGAAAGACTCTGAGGGGGCTGGAGAGGNAGGNG (SEQ ID NO. 4) 

 
Molde TRAV4 + 454A como cebador de secuenciación: 30 
 

NNNNNANNGGNNNNNGTTTATCCCTGCCGACAGAAAGTCCAGCACTCTGAGCCTGCCCCGGGTTTCCCT
GAGCGACACTGCTGTGTACTACTGCCTCGTGGGTGACCGGTCTGGAAACAGCGATGAAATTTTCATCTTA
GGAAGAAGAACGCTTCTAGTCATCCANCCCAACATCCACAACCCTGCCGCGGAGNAGCACCAGAAAAAA
GATGATGAGGGGGANGNAGNAGNANNNN (SEQ ID NO. 5) 35 

 
Molde TRAV5 + 454A como cebador de secuenciación: 
 

NNNNNNNNNNNNNNNNTCNCTGNTCTATTGAATAAAAAGGATAAACATCTGTCTCTGCGCATTGCAGACA
CCCAGACTGGGGACTCAGCTATCTACTTCTGTGCAGAGAGCCCCGGTGGCGGCAGCAACTTCTTCTTTG40 
GTGGAGGAGCANTACTACTAGTCGTTCTACATANCCACAACCATGATNCCGCCGAGTACNTGCTGAAAAA
ATATGATGAGGATGGAGAAGAAGNAGCATNAN (SEQ ID NO. 6) 

 
Molde TRBV19Fi + 454A como cebador de secuenciación: 
 45 

NNNNNNNNCTGAGGGTANNCGTCTCTCGGGAGAAGAAGGAATCCTTTCCTCTCACTGTGACATCGGCCC
AAAAGAACCCGACAGCTTTCTATCTCTGTGCCAGTAGTATGGGGGGGGGGGCCTACAATGAGNACGGCG
GCGGGGGAGGGACNNTGCTCGTCGTGGAGGAGGACATGAAGGTCTTGCCCGCNNCNGAGGAAGNTGN
ANANGAACCATAAAAATGCGCTGGCTGAANNN (SEQ ID NO. 7) 

 50 
Molde TRBV20Fi + 454A como cebador de secuenciación: 
 

NNNNNNNNNNNGCTCNNNNNNCNCATACGAGCAAGGCGTCGAGAAGGACAAGTTTCTCACAACCATGCA
AGCCTGACCTTGTCCACTCTGACAGTGACCAGTGCCCATCCTGAAGACAGCAGCTTCTACATCTGCAGTG
CTAGAGGGGGGGGGGGGGACGACTACTACTACTTCGGCGGGGGGGGCATGCTGATCGTGGAGGAGGA55 
GGACATGNAGCTCCTCCCCGCCGCCGAGGTTGTTGTGTNTNNANCATCATACTGNTGGTGGAGNAGNAG
NAGCN (SEQ ID NO. 8) 

 
Molde TRBV21Fi + 454A como cebador de secuenciación: 
 60 

NNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNTACTTTCNGAATGAAGAACTTATTCAGAAAGCAGAAATAATCA
ATGAGCGATTTTTAGCCCAATGCTCCAAAAACTCATCCTGTACCTTGGAGTTCCAGTCCACGGAGTCAGG
GGACACAGCACTGTATTTCTGTGCCAGCAGCA (SEQ ID NO. 9) 

 
Molde TRBV23Fi + 454A como cebador de secuenciación: 65 
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NNNGNNNNNNNANNGGANANGCACAAGAAGCGATTCTCATCTCAATGCCCCAAGAACGCACCCTGCAGC
CTGGCAATCCTGTCCTCAGAACCGGGAGACACGGCACTGTATCTCTGCGCCAGCAGTCAATCGGGGGG
GGGGGGGAGGGCCGTCCGCAGCGGGGGGGGGGGGGGCCGGGGGACGGTCCCAAAGAGAAAGAAAAC
CTGCCCCCCGCGCTCGGGCGGTGTGATTGAGCGAAACAGACAGGAAGGNAAGNAAAAAANNNNANCNN
CNCTCNN (SEQ ID NO. 10) 5 

 
Molde TRBV24Fi + 454A como cebador de secuenciación: 
 

NNNNNNNNGNNANNNTCTGATGGANACAGTGTCTCTCGACAGGCACAGGCTAAATTCTCCCTGTCCCTA
GAGTCTGCCATCCCCAACCAGACAGCTCTTTACTTCTGTGCCACCAGTGANGCGGGGGGCGGGGACCA10 
CTACTTCGGGGGGGGGAGGCGGACCAGGGTGCTGGTCGACGAGAAAAAGGAGCTCCCCCCCGCCGCC
GCTGTGGTTGTTGCTTCATAATAATCAGGNNGGNGAGGNAGNAGNAANN (SEQ ID NO. 11) 

 
Para investigar el impacto de artefactos sobre el análisis general del repertorio del transcriptoma del TCRβ (receptor 
β de linfocitos T), los inventores realizaron experimentos de control utilizando moldes de TCRβ CDR3 sintetizados 15 
mediante procedimientos químicos. Para ello, mediante procedimientos químicos, los inventores sintetizaron cuatro 
clones distintos, cada clon se purificó mediante clonación y como moldes se prepararon diferentes mezclas de las 
cuatro construcciones para la PCR de múltiple rescate con amplicón (ARM)-PCR. Dos mezclas de reacción diferentes 
se sometieron a dos reacciones de ARM-PCR independientes, y los productos de PCR agrupados se secuenciaron a 
una longitud de 100 pb desde ambos extremos utilizando el secuenciador Illumina HiSeq2000®. En primer lugar, los 20 
inventores reunieron lecturas de ambos extremos a través de una alineación superpuesta con el algoritmo de 
Needleman-Wunsch modificado, y después mapearon las secuencias combinadas con secuencias de referencia V, D 
y J de la línea germinal. 
 
Sin limpiar, los inventores obtuvieron un total de 5 729 613 secuencias de la mezcla de moldes que podrían mapearse 25 
en los segmentos V, D y J del TCRβ. Sorprendentemente, las lecturas de secuencia representaban supuestamente 
un total de 36 439 variantes únicas de CDR3. Por lo tanto, dado que en las mezclas de moldes solo había cuatro 
variantes distintas de CDR3, prácticamente todas las variantes de CDR3 identificadas deben ser no auténticas. Para 
la segunda mezcla de moldes se obtuvieron resultados similares, en la que se identificó un total de 9 131 681 
secuencias mapeadas en VDJ que imitaban la existencia de 50 354 variantes únicas de CDR3 del TCRβ. Los 30 
experimentos de secuenciación independientes de los inventores, muestran que solo unas pocas variantes distintas 
de moldes de CDR3 pueden crear diversidades de repertorios artifactualizados que compensan con creces la 
diversidad real de moldes, y por tanto los inventores se propusieron eliminar estos artefactos. 
 
Se considera que la calidad de las lecturas de secuenciación con lllumina en el extremo 3', es generalmente baja. En 35 
el contexto de secuenciación de repertorios, esto es problemático porque los cebadores de PCR deben colocarse lo 
suficientemente lejos de las uniones V(D)J hipervariables para evitar que se produzcan efectos negativos debido al 
emparejamiento erróneo entre el molde y el cebador. Como consecuencia, los segmentos de interés de la CDR3 
generalmente se "desplazan" más cerca del extremo 3' de las lecturas de secuenciación, la región con mayores tasas 
de error de secuenciación. Otra cuestión técnica que merece atención, es la observación de que los errores de 40 
secuenciación son específicos del contexto y, en consecuencia, específicos de cadena. Por lo tanto, es realista 
suponer que, en una lectura directa, la probabilidad de que un error de secuenciación coincida con el de la lectura 
inversa correspondiente es poco frecuente. 
 
Teniendo esto en cuenta, basándose en la tecnología lllumina®, los inventores idearon una estrategia de 45 
secuenciación de ambos extremos que permitía la secuenciación bicatenaria de segmentos completos de la CDR3 del 
TCR. En este enfoque, los cebadores de secuenciación directo e inverso, se colocan en la región estructural 3 y en la 
región J o en el extremo 5' de la región C del TCR, respectivamente. Teniendo en cuenta la longitud promedio de las 
lecturas de secuenciación de lllumina (actualmente 100-150 pb), este diseño permite secuenciar por completo las dos 
cadenas definen un segmento de CDR3. En una segunda etapa, las lecturas directa e inversa se analizaron después 50 
para detectar emparejamientos erróneos de secuencias y las secuencias de CDR3 que no presentaban identidad de 
ambas cadenas se eliminaron utilizando un algoritmo de filtrado de ambos extremos recientemente desarrollado. 
 
Aplicando este filtro de error de secuenciación a las 5 729 613 secuencias de CDR3 obtenidas para la mezcla de 
moldes I, los inventores identificaron un total de 2 751 131 (48%) secuencias de CDR3 que contenían información de 55 
secuencia conflictiva en sus cadenas opuestas. El descarte de estas secuencias dio como resultado la eliminación de 
35 455 (97,2 %) variantes distintas de CDR3 artifactualizadas. De acuerdo con esto, el filtro de ambos extremos eliminó 
4 308 020 (47 %) secuencias de CDR3 de la mezcla de moldes II, lo que condujo a la eliminación de 49 063 (97,4 %) 
variantes de CDR3 artifactualizadas. Un total de 973 y 1271 variantes únicas de CDR3, respectivamente, pasó por el 
filtro. Estos resultados indican que la secuenciación y el filtrado de ambos extremos reduce el número total de 60 
secuencias de CDR3 únicas no auténticas en casi dos órdenes de magnitud. 
 
El análisis detallado de la distribución de frecuencias de las variantes de CDR3 no auténticas después del filtro de 
error de secuenciación, reveló que en ambas mezclas, aproximadamente el 50 % de todos los artefactos eran 
secuencias de una sola copia. Aproximadamente el 10 % de estas CDR3 artifactualizadas mostró > 100 números de 65 
copias y representaba > 80 % de todas las variantes de CDR3 artifactualizadas. Dado que los genes variables del 
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TCR no sufren hipermutación somática, los inventores desarrollaron un algoritmo de referencia que identificaba y 
eliminaba lecturas de secuencia de CDR3 que mostraban emparejamientos erróneos de nucleótidos en relación con 
las secuencias de referencia V, D y J de la línea germinal, ya que estas deben ser artefactos generados a nivel de 
amplificación o secuenciación por PCR. 
 5 
Aplicando este algoritmo de filtrado a las secuencias de "filtrado de ambos extremos" de la mezcla de moldes I, se 
eliminó un total de 29 804 secuencias, que correspondía a 609 variantes únicas de CDR3. Para la mezcla de moldes 
II, se identificaron 54 516 secuencias artifactualizadas (831 variantes únicas de CDR3). Por tanto, el uso del filtro de 
secuencia de referencia conduce a una reducción del 60 % de secuencias de CDR3 distintas no auténticas. El filtro 
de referencia es ineficaz en las uniones V-J y D-J porque los nucleótidos añadidos al azar en estas regiones durante 10 
la recombinación somática, no pueden mapearse. Por lo tanto, los inventores implementaron un filtro de PCR después 
de experimentos de simulación computacional para comprender mejor cuatro variables: el impacto del número de 
molde inicial, la eficiencia de replicación de cada ciclo, el número de ciclo (n) y la tasa de error (m) de la ADN polimerasa 
sobre la tasa de error final total. En cambio, los inventores señalaron que la tasa de error de la polimerasa de la PCR, 
tenía un efecto pronunciado sobre el número de errores acumulados 15 
 
En los experimentos de secuenciación de control de los inventores, la amplificación por PCR se realizó con 15 ciclos 
y 45 ciclos en la primera y segunda reacción, utilizando polimerasa Taq (polimerasa de Thermus aquaticus). Para 
simular de manera más realista la acumulación de errores durante las reacciones de ARM-PCR, la eficacia de la PCR 
se estableció para disminuir el 5 % por ciclo durante los primeros 25 ciclos y el 10 % por ciclo durante los ciclos 20 
restantes. La eficacia de la PCR se restableció a 1,0 para cada reacción de PCR nueva. Asimismo, los inventores 
permitieron la mutación en la segunda posición. Las tasas de error por sustitución publicadas para la enzima Taq, 
expresadas como errores por pb por ciclo, varían de 0,023 x10-4 a 2,1 x10-4. En los experimentos de simulación, la 
tasa de error por sustitución se estableció a 2,7 x10-5 y la tasa de error por inserción-deleción (indel) se estableció a 
1,0 x10-6. Se sabe que la polimerasa Taq tiene una tasa de mutación por inserción y deleción (indel) mucho más alta 25 
en la región homopolimérica de los moldes. Para una región homopolimérica, la mutación indel en cualquier posición 
de esta región genera un patrón idéntico. Por lo tanto, la tasa de error indel en una región homopolimérica se estableció 
como n x m, donde n es la longitud de la región homopolimérica y m es 1,0 x 10-6. 
 
Debido a que el impacto del número de molde inicial y la eficiencia de la PCR sobre la tasa de error final es pequeño, 30 
en una reacción de PCR múltiple, debería ser seguro aplicar la misma tasa de error final estimada a partir de los 
experimentos de simulación, a moléculas con diferentes números iniciales y diferentes eficiencias de replicación. Las 
tasas de error límite (m) se establecieron empíricamente como tasas de error en el punto 9 999 de los 10 000 cuantiles 
para cada categoría. Para dos secuencias de CDR3 similares, A y B, de frecuencia NA y NB (NA >> NB) que difieren 
en menos de tres posiciones, si NA * m ≥ NB, donde m es la tasa de error límite correspondiente, se excluirá la 35 
secuencia B de la CDR3. Aplicando este algoritmo de filtrado a las secuencias de "filtrado de referencia" de la mezcla 
de moldes I, se eliminará un total de 22 369 secuencias, que corresponden a 281 variantes únicas de CDR3. Para la 
mezcla de moldes II, se identificaron 39 920 secuencias artifactualizadas (348 variantes únicas de CDR3) (Tabla 1). 
Por tanto, el uso del filtro de error de amplificación por PCR, conduce a una reducción adicional de secuencias CDR3 
distintas no auténticas de aproximadamente un 80 %. 40 
 
En el conjunto de secuencias que habían pasado por los filtros anteriores, los inventores identificaron varias variantes 
de CDR3 de alta abundancia, que diferían de sus secuencias molde de entrada más similares en múltiples posiciones. 
Dado que, según los experimentos de simulación, la aparición de mutaciones por sustitución y/o indel en múltiples 
posiciones de fragmentos de CDR3, es extremadamente poco frecuente, esas variantes de CDR3 deben surgir de 45 
otras fuentes de artefactos. Curiosamente, los inventores señalaron que algunas de estas secuencias estaban 
compuestas por fragmentos de dos moldes de entrada distintos y que presentaban puntos de corte claros, que los 
identificó como quimeras. Las secuencias quiméricas son artefactos de la PCR que surgen de la extensión incompleta 
del cebador o el cambio de molde durante la PCR y forman estructuras de tipo mosaico. A la luz de este artefacto de 
PCR inesperado, los inventores desarrollaron un "filtro de mosaico" computacional. Utilizando este algoritmo de 50 
filtrado, los inventores identificaron un total de 17 y 15 secuencias quiméricas en las mezclas de moldes I y II, 
respectivamente. Cabe observar que, algunas de estas quimeras de CDR3 muestran números de copia de secuencia> 
1000, indicando que el algoritmo de los inventores para el filtro es capaz de identificar secuencias de CDR3 quiméricas 
de gran abundancia. 
 55 
La aplicación de los algoritmos de filtrado dio como resultado la eliminación del 99,8 % de las secuencias de CDR3 
únicas no auténticas generadas por la secuenciación de alto rendimiento de solo cuatro moldes de CDR3 del TCR 
definidos. Solo 62 y 73 secuencias de CDR3 artifactualizadas, respectivamente, pasaron por todos los filtros. Entre 
estas, las dos secuencias de CDR3 más abundantes fueron idénticas en ambos experimentos de mezcla. Lo más 
probable es que representen artefactos quiméricos que escaparon al filtrado debido a una única sustitución de 60 
nucleótidos ubicada exactamente en el punto de corte. Entre las restantes CDR3 erróneas, el 85 % (n = 53) y el 75 % 
(n = 55) fueron lecturas únicas, respectivamente. Para eliminar esta fracción minoritaria de artefactos, los inventores 
proponen que el análisis de datos de alta rigurosidad de los inmunorrepertorios de TCR (receptores de linfocitos T) 
incluya un filtro adicional que elimine lecturas de CDR3 de copia única (filtro de umbral de frecuencia). 
 65 

Tabla 1 
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Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

      

TRAV-C TRAV1Fo 

 

12 

 

12 

TRAV1Fi 

 

13 

 

14 

TRAV2Fo 15 

 

15 

TRAV2Fi 

 

16 

 

17 

TRAV3Fo 

 

18 

 

18 

TRAV3Fi 

 

19 

 

20 

TRAV4Fo 

 

21 21 

TRAV4Fi 

 

22 

 

23 

TRAV5Fo 

 

24 

 

24 

TRAV5Fi 

 

25 

 

26 

TRAV6Fo 

 

27 

 

27 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

 

TRAV6Fi 

 

28 

 

29 

TRAV7Fo 

 

30 

 

30 

TRAV7Fi 

 

31 

 

32 

TRAV8Fo 

 

33 

 

33 

TRAV8Fi 

 

34 

 

35 

TRAV9Fo 

 

36 

 

36 

TRAV9Fi 

 

37 

 

38 

TRAV10Fo 

 

39 

 

39 

TRAV10Fi 

 

40 

 

41 

TRAVUFo 

 

42 

 

42 

TRAVUFi 

 

43 

 

44 

TRAV12Fo 

 

45 

 

45 

TRAV12Fi 

 

46 

 

47 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRAV13Fo 

 

48 

 

48 

TRAV13Fi 

 

49 

 

50 

TRAV14Fo 

 

51 

 

51 

TRAV14Fi 

 

52 

 

53 

TRAV16Fo 

 

54 

 

54 

TRAV16Fi 

 

55 

 

56 

TRAV17Fo 

 

57 

 

57 

TRAV17Fi 

 

58 

 

 

59 

TRAV18Fo 

 

60 

 

60 

TRAV18Fi 

 

61 

 

62 

TRAV19Fo 

 

63 

 

63 

TRAV19Fi 

 

64 

 

65 

TRAV20Fo 

 

66 

 

66 

TRAV20Fi 

 

67 

 

68 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRAV21Fo 

 

69 

 

69 

TRAV21Fi 

 

70 

 

71 

TRAV22Fo 

 

72 

 

72 

TRAV22Fi 

 

73 

 

74 

TRAV23Fo 

 

75 

 

75 

TRAV23Fi 

 

76 

 

77 

TRAV24Fo 

 

78 

 

78 

TRAV24Fi 

 

79 

 

80 

TRAV25Fo 

 

81 

 

81 

TRAV25Fi 

 

82 

 

83 

TRAV26Fo 

 

84 

 

84 

TRAV26Fi 

 

85 

 

86 

TRAV27Fo 

 

87 

 

87 

TRAV27Fi 

 

88 

 

89 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRAV29Fo 

 

90 

 

90 

TRAV29Fi 

 

91 

 

92 

TRAV30Fo 

 

93 

 

93 

TRAV30Fi 

 

94 

 

95 

TRAV34Fo 

 

96 

 

96 

TRAV34Fi 

 

97 

 

98 

TRAV35Fo 

 

99 

 

99 

TRAV35Fi 

 

100 

 

101 

TRAV36Fo 

 

102 

 

102 

TRAV36Fi 

 

103 

 

104 

TRAV38Fo 

 

105 

 

105 

TRAV38Fi 

 

106 

 

107 

TRAV39Fo 

 

108 

 

108 

TRAV39Fi 
 

109 
 

110 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRAV40Fo 

 

111 

 

111 

TRAV40Fi 

 

112 

 

113 

TRAV41Fo 

 

114 

 

114 

TRAV41Fi 

 

115 

 

116 

     

TRACRo 

 

117 

 

117 

TRACRi 

 

118 

 

119 

      

TRBV-C TRBV1Fo 

 

120 

 

120 

TRBV1Fi 

 

121 

 

122 

TRBV2Fo 

 

123 

 

123 

TRBV2Fi 

 

124 

 

125 

TRBV3Fo 

 

126 

 

126 

TRBV3Fi 

 

127 

 

128 

TRBV4Fo 

 

129 

 

129 

TRBV4Fi 

 

130 

 

131 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRBV5Fo 

 

132 

 

132 

TRBV5aFi 

 

133 

 

134 

TRBV5bFi 

 

135 

 

136 

TRBV6aFo 

 

137 

 

137 

TRBV6bFo 

 

138 

 

138 

TRBV6aF 

 

139 

 

140 

TRBV6bFi 

 

141 

 

142 

TRBV7Fo 

 

143 

 

143 

TRBV7aFi 

 

144 

 

145 

TRBV7bFi 

 

146 

 

147 

TRBV7cFi 

 

148 

 

149 

TRBV7dFi 

 

150 

 

151 

TRBV9Fo 

 

152 

 

152 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRBV9Fi 

 

153 

 

154 

TRBV10Fo 

 

155 

 

155 

TRBV10Fi 

 

156 

 

157 

TRBVHFo 

 

158 

 

158 

TRBV11Fi 

 

159 

 

160 

TRBV12Fo 

 

161 

 

161 

TRBV12aFi 

 

162 

 

163 

TRBV12bFi 

 

164 

 

165 

TRBV13Fo 

 

166 

 

166 

TRBV13Fi 

 

167 

 

168 

TRBV14Fo 

 

169 

 

169 

TRBV14Fi 

 

170 

 

171 

TRBV15Fo 

 

172 

 

172 

TRBV15Fi 

 

173 

 

174 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRBV16Fo 

 

175 

 

175 

TRBV16Fi 

 

176 

 

177 

TRBV17Fo 

 

178 

 

178 

TRBV17Fi 

 

179 

 

180 

TRBV18Fo 

 

181 181 

TRBV18Fi 

 

182 

 

183 

TRBV19Fo 

 

184 

 

184 

TRBV19Fi 

 

185 

 

186 

TRBV20FO 

 

187 

 

187 

TRBV20Fi 

 

188 

 

189 

TRBV21Fo 

 

190 

 

190 

TRBV21 Fi 

 

191 

 

192 

TRBV23Fo 

 

193 

 

193 

TRBV23Fi 

 

194 

 

195 

TRBV24Fo 

 

196 

 

196 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRBV24Fi 

 

197 

 

198 

TRBV25Fo 

 

199 

 

199 

TRBV25Fi 

 

200 

 

201 

TRBV26Fo 

 

202 

 

202 

TRBV26Fi 

 

203 

 

204 

TRBV27Fo 

 

205 

 

205 

TRBV27Fi 

 

206 

 

207 

TRBV28Fo 

 

208 

 

208 

TRBV28Fi 
 

209 
 

210 

 

 

 

 

 

TRBV29Fo 

 

211 

 

211 

TRBV29Fi 

 

212 

 

213 

TRBV30FO 

 

214 

 

214 

TRBV30Fi 

 

215 

 

 

216 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRBCRo 217 

 

217 

TRBCRi 

 

218 

 

219 

      

TRDV-C TRDV1 Fo 

 

220 

 

220 

TRDV1 Fi 

 

221 

 

222 

TRDV2Fo 

 

223 

 

223 

TRDV2Fi 

 

224 

 

225 

TRDV3Fo 

 

226 

 

226 

TRDV3Fi 

 

227 

 

228 

     

TRDCRo 

 

229 

 

229 

TRDCRi 

 

230 

 

231 

TRGV-C TRGV1-5Fo 

 

232 

 

232 

TRGV1-5/8Fi 

 

233 

 

234 

TRGV8F0 

 

235 

 

235 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Secuencia SEQ ID NO.

TRGV5pFi 

 

236 

 

237 

TRGV9Fo 

 

238 

 

238 

TRGV9Fi 

 

239 

 

240 

TRGV10Fo 

 

241 

 

241 

TRGV10Fi 

 

242 

 

243 

TRGVHFo 

 

244 

 

244 

TRGVUFi 

 

245 

 

246 

     

TRGCRo 

 

247 

 

247 

TRGCRi 

 

248 

 

249 

 
Tabla 2 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia SEQ ID NO. Ordenada SEQ ID NO.

      

IgHV-J IgHV1aFo 250 

 

250 

 IgHV1bFo 

 

251 

 

251 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia 

SEQ ID 
NO. 

Ordenada 
SEQ ID 

NO. 

 IgHV1aFi 

 

252 

 

253 

 IgHV1bFi 

 

254 

 

255 

 IgHV1cFi 

 

256 

 

257 

 IgHV1dFi 

 

258 

 

259 

 lgHV2Fo 

 

260 

 

260 

 lgHV2Fi 

 

261 

 

262 

 lgHV3aFo 

 

263 

 

263 

 lgHV3bFo 

 

264 

 

264 

 lgHV3cFo 

 

265 

 

265 

 lgHV3dFo 

 

266 

 

266 

 lgHV3aFi 

 

267 

 

268 

 lgHV3bFi 

 

269 

 

270 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia 

SEQ ID 
NO. 

Ordenada 
SEQ ID 

NO. 

 lgHV3cFi 

 

271 

 

272 

 lgHV3dFi 

 

273 

 

274 

 lgHV3eFi 

 

275 

 

276 

 lgHV4Fo 

 

277 

 

277 

 lgHV4Fi 

 

278 

 

279 

 IgHV5Fo 

 

280 

 

280 

 IgHV5Fi 

 

281 

 

282 

 IgHV6Fo 

 

283 

 

283 

 IgHV6Fi 

 

284 

 

285 

 lgHV7Fo 

 

286 

 

286 

 lgHV7Fi 

 

287 

 

288 

      

IgHJRo 

 

289 

 

289 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia 

SEQ ID 
NO. 

Ordenada 
SEQ ID 

NO. 

IgHJ1Ri 

 

290 

 

291 

lgHJ2Ri 

 

292 

 

293 

lgHJ3Ri 

 

294 

 

295 

lgHJ4Ri 

 

296 

 

297 

IgHJ5Ri 

 

298 

 

299 

 IgHJ6Ri 

 

300 

 

301 

      

IgKV-C IgKV1Fo 

 

302 

 

302 

 IgKV1Fi 

 

303 

 

304 

 lgKV2Fo 

 

305 

 

305 

 lgKV2aFi 

 

306 

 

307 

 lgKV2bFi 

 

308 

 

309 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia 

SEQ ID 
NO. 

Ordenada 
SEQ ID 

NO. 

 lgKV3-7Fo 

 

310 

 

310 

 lgKV3Fi 

 

311 

 

312 

 lgKV6-7Fi 

 

313 

 

314 

 I g KV4-5Fi 

 

315 

 

316 

      

 IgKCRo 

 

317 

 

317 

 IgKCRi 

 

318 

 

319 

      

IgLV-C lg LV1aFo 

 

320 

 

320 

IgLVIbFo 

 

321 

 

321 

ILV1aFi 

 

 

 

323 

 IgLV1bFi 

 

324 

 

325 

lgLV2Fo 

 

326 

 

326 

lgLV2Fi 

 

327 

 

328 

E14749095
15-06-2020ES 2 798 119 T3

 



30 

(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia 

SEQ ID 
NO. 

Ordenada 
SEQ ID 

NO. 

lgLV3aFo 

 

329 

 

329 

lgLV3bFo 

 

330 

 

330 

lgLV3aFi 

 

331 

 

332 

lgLV3bFi 

 

333 

 

334 

lgLV3cFi 

 

335 

 

336 

lgLV4Fo 

 

337 

 

337 

lgLV4Fi 

 

358 

 

338 

 lgLV5Fo 

 

339 

 

339 

 lgLV5Fi 

 

340 

 

341 

 IgLV6Fo 

 

342 

 

342 

 lgLV7-8Fo 

 

343 

 

343 

 lgLV9/11Fo 

 

344 

 

344 

 IgLV10Fo 

 

345 

 

345 

 lgLV6/8Fi 

 

346 

 

347 
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(continuación) 

Locus 
Nombre del 

cebador 
Secuencia 

SEQ ID 
NO. 

Ordenada 
SEQ ID 

NO. 

 lgLV7Fi 

 

348 
 

348 

  
 

 
 

 

 IgLV9Fi 

 

349 

 

350 

 lgLV10-11Fi 

 

351 

 

352 

      

 lgLC1-7Ro 

 

353 

 

353 

 lgLC1-7Ri 

 

354 

 

355 

      

 454A 356 

 

356 

      

 454B 

 

357 

 

357 

 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 

<110> BIOTECNOLOGÍAS CB, INC. 
 5 

<120> MÉTODO PARA EVALUAR UN INMUNORREPERTORIO 
 
<130> 15892-0005 

 
<140> 10 
<141> 

 
<150> 61/763.451 
<151> 11/02/2013 

 15 
<160> 358 

 
<170> Patentln versión 3.5 

 
<210> 1 20 
<211> 220 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

E14749095
15-06-2020ES 2 798 119 T3

 



32 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 
<220> 5 
<221> base_modificada 
<222> (1)..(10) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 10 
<221> base_modificada 
<222> (12)..(12) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 15 
<221> base_modificada 
<222> (15)..(15) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 20 
<221> base_modificada 
<222> (31)..(31) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 25 
<221> base_modificada 
<222> (33)..(33) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 30 
<221> base_modificada 
<222> (98)..(98) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 35 
<221> base_modificada 
<222> (103)..(103) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 40 
<221> base_modificada 
<222> (212)..(212) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 45 
<221> base_modificada 
<222> (215)..(215) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 50 
<221> base_modificada 
<222> (218)..(218) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<400> 1 55 

 

 
 

<210> 2 
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<211> 180 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1)..(10) 10 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (12)..(12) 15 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (14)..(14) 20 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (16)..(17) 25 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (40)..(40) 30 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<400> 2 

 

 35 
 

<210> 3 
<211> 212 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 
<220> 45 
<221> base_modificada 
<222> (1). .(12) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 50 
<221> base_modificada 
<222> (14)..(15) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 55 
<221> base_modificada 
<222> (26)..(27) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 60 
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<221> base_modificada 
<222> (85)..(85) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 5 
<221> base_modificada 
<222> (87)..(88) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 10 
<221> base_modificada 
<222> (90)..(90) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 15 
<221> base_modificada 
<222> (95)..(96) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 20 
<221> base_modificada 
<222> (109)..(109) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 25 
<221> base_modificada 
<222> (123)..(123) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 30 
<221> base_modificada 
<222> (132)..(133) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 35 
<221> base_modificada 
<222> (141)..(141) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 40 
<221> base_modificada 
<222> (144)..(144) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 45 
<221> base_modificada 
<222> (149)..(149) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 50 
<221> base_modificada 
<222> (153)..(153) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 55 
<221> base_modificada 
<222> (172)..(172) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 60 
<221> base_modificada 
<222> (180)..(180) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 65 
<221> base_modificada 
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<222> (188)..(190) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 5 
<222> (206)..(206) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 10 
<222> (208)..(212) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<400> 3 

 15 

 
 

<210> 4 
<211> 257 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 25 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1). .(14) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 30 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (17)..(19) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 35 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (22). .(22) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 40 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (252)..(252) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 45 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (256)..(256) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 50 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 236 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 10 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1)..(5) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 15 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (7)..(8) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 20 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (11)..(15) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 25 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (166)..(166) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 30 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (194)..(194) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 35 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (223)..(223) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 40 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (225)..(225) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 45 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (228)..(228) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 50 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (231)..(231) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 55 
<220> 
<221> base_modificada 

E14749095
15-06-2020ES 2 798 119 T3

 



37 

<222> (233)..(236) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<400> 5 

 5 

 
 

<210> 6 
<211> 241 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 15 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1). .(16) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 20 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (19)..(19) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 25 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (23)..(23) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 30 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (151)..(151) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 35 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (173)..(173) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 40 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (187)..(187) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 45 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (199)..(199) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 50 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (233)..(233) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 55 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (239)..(239) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 
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<220> 
<221> base_modificada 
<222> (241)..(241) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 5 

 
<400> 6 

 

 
 10 

<210> 7 
<211> 237 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 
<220> 
<221> base_modificada 20 
<222> (1)..(8) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 25 
<222> (18)..(19) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 30 
<222> (132)..(132) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 35 
<222> (152)..(153) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 40 
<222> (191)..(192) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 45 
<222> (194)..(194) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 50 
<222> (202)..(202) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 55 
<222> (205)..(205) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 
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<220> 
<221> base_modificada 
<222> (207)..(207) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 5 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (209)..(209) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 10 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (235)..(237) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 15 
<400> 7 

 

 
 

<210> 8 20 
<211> 280 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 25 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1)..(11) 30 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (16)..(21) 35 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (23)..(23) 40 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (214)..(214) 45 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (245)..(245) 50 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (247)..(248) 55 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 
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<221> base_modificada 
<222> (250)..(250) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 5 
<221> base_modificada 
<222> (261)..(261) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 10 
<221> base_modificada 
<222> (270)..(270) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 15 
<221> base_modificada 
<222> (273)..(273) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 20 
<221> base_modificada 
<222> (276)..(276) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 25 
<221> base_modificada 
<222> (280)..(280) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<400> 8 30 

 

 
 

<210> 9 
<211> 172 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 40 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1). .(15) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 45 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (17)..(27) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 50 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (35)..(35) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 55 

 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 278 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 10 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1)..(3) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 15 

 
<220> 
<221> base modificada 
<222> (5)..(11) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 20 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (13)..(14) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 25 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (18)..(18) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 30 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (20)..(20) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 35 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (252)..(252) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 40 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (256)..(256) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 45 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (263)..(266) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 50 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (268)..(268) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 55 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (270)..(271) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 60 

 
<220> 
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<221> base_modificada 
<222> (273)..(273) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 5 
<221> base_modificada 
<222> (277)..(278) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<400> 10 10 

 

 
 

<210> 11 
<211> 253 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético 20 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1)..(8) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 25 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (10)..(11) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 30 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (13)..(15) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 35 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (25)..(25) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 40 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (120)..(120) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 45 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (234)..(235) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 50 

 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (238)..(238) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 55 

 
<220> 
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<221> base_modificada 
<222> (243)..(243) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 5 
<221> base_modificada 
<222> (246)..(246) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 10 
<221> base_modificada 
<222> (249)..(249) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<220> 15 
<221> base_modificada 
<222> (252)..(253) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 

 
<400> 11 20 

 

 
 

<210> 12 
<211> 20 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 30 

 
<400> 12 
tgcacgtacc agacatctgg 20 

 
<210> 13 35 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 40 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 13 
aggtcgtttt tcttcattcc 20 

 45 
<210> 14 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 50 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 14 
gcctccctcg cgccatcaga ggtcgttttt cttcattcc 39 55 

 
<210> 15 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 15 
tctgtaatca ctctgtgtcc 20 

 10 
<210> 16 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 16 
agggacgata caacatgacc 20 20 

 
<210> 17 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 17 30 
gcctccctcg cgccatcaga gggacgatac aacatgacc 39 

 
<210> 18 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 18 
ctattcagtc tctggaaacc 20 

 
<210> 19 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 19 
atacatcaca ggggataacc 20 
 
<210> 20 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 20 
gcctccctcg cgccatcaga tacatcacag gggataacc 39 

 65 
<210> 21 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 21 
tgtagccaca acaacattgc 20 

 10 
<210> 22 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 22 
aaagttacaa acgaagtggc 20 20 

 
<210> 23 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 23 30 
gcctccctcg cgccatcaga aagttacaaa cgaagtggc 39 

 
<210> 24 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 24 
gcacttacac agacagctcc 20 

 
<210> 25 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 25 
tatggacatg aaacaagacc 20 

 
<210> 26 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 26 
gcctccctcg cgccatcagt atggacatga aacaagacc 39 

 65 
<210> 27 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 27 
gcaactatac aaactattcc 20 

 10 
<210> 28 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 28 
gttttcttgc tactcatacg 20 20 

 
<210> 29 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 29 30 
gcctccctcg cgccatcagg ttttcttgct actcatacg 39 

 
<210> 30 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 30 
tgcacgtact ctgtcagtcg 20 

 
<210> 31 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 31 
ggatatgaga agcagaaagg 20 

 
<210> 32 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 32 
gcctccctcg cgccatcagg gatatgagaa gcagaaagg 39 

 65 
<210> 33 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 33 
aatctcttct ggtatgtsca 20 

 10 
<210> 34 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 34 
ggytttgagg ctgaattta 19 20 

 
<210> 35 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 35 30 
gcctccctcg cgccatcagg gytttgaggc tgaattta 38 

 
<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 36 
gtccaatatc ctggagaagg 20 

 
<210> 37 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 37 
aaccacttct ttccacttgg 20 

 
<210> 38 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 38 
gcctccctcg cgccatcaga accacttctt tccacttgg 39 

 65 
<210> 39 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 39 
aatgcaatta tacagtgagc 20 

 10 
<210> 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 40 
tgagaacaca aagtcgaacg 20 20 

 
<210> 41 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 41 30 
gcctccctcg cgccatcagt gagaacacaa agtcgaacg 39 

 
<210> 42 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 42 
tcttaattgt acttatcagg 20 

 
<210> 43 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 43 
tcaatcaagc cagaaggagc 20 

 
<210> 44 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 44 
gcctccctcg cgccatcagt caatcaagcc agaaggagc 39 

 65 
<210> 45 

E14749095
15-06-2020ES 2 798 119 T3

 



49 

<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 45 
tcagtgttcc agagggagcc 20 

 10 
<210> 46 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 46 
atggaaggtt tacagcacag 20 20 

 
<210> 47 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 47 30 
gcctccctcg cgccatcaga tggaaggttt acagcacag 39 

 
<210> 48 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 48 
accctgagtg tccaggaggg 20 

 
<210> 49 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 49 
ttatagacat tcgttcaaat 20 

 
<210> 50 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 50 
gcctccctcg cgccatcagt tatagacatt cgttcaaat 39 

 65 
<210> 51 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 51 
tggactgcac atatgacacc 20 

 10 
<210> 52 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 52 
cagcaaaatg caacagaagg 20 20 

 
<210> 53 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 53 30 
gcctccctcg cgccatcagc agcaaaatgc aacagaagg 39 

 
<210> 54 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 54 
agctgaagtg caactattcc 20 

 
<210> 55 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 55 
tctagagaga gcatcaaagg 20 

 
<210> 56 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 56 
gcctccctcg cgccatcagt ctagagagag catcaaagg 39 
 65 
<210> 57 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 57 
aatgccacca tgaactgcag 20 

 10 
<210> 58 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 58 
gaaagagaga aacacagtgg 20 20 

 
<210> 59 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 59 30 
gcctccctcg cgccatcagg aaagagagaa acacagtgg 39 

 
<210> 60 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 60 
gctctgacat taaactgcac 20 

 
<210> 61 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 61 
caggagacgg acagcagagg 20 

 
<210> 62 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 62 
gcctccctcg cgccatcagc aggagacgga cagcagagg 39 

 65 
<210> 63 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 63 
atgtgacctt ggactgtgtg 20 

 10 
<210> 64 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 64 
gagcaaaatg aaataagtgg 20 20 

 
<210> 65 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 65 30 
gcctccctcg cgccatcagg agcaaaatga aataagtgg 39 

 
<210> 66 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 66 
actgcagtta cacagtcagc 20 

 
<210> 67 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 67 
agaaagaaag gctaaaagcc 20 

 
<210> 68 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 68 
gcctccctcg cgccatcaga gaaagaaagg ctaaaagcc 39 

 65 
<210> 69 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 69 
actgcagttt cactgatagc 20 

 10 
<210> 70 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 70 
caagtggaag acttaatgcc 20 20 

 
<210> 71 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 71 30 
gcctccctcg cgccatcagc aagtggaaga cttaatgcc 39 

 
<210> 72 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 72 
gggagccaat tccacgctgc 20 

 
<210> 73 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 73 
atggaagatt aagcgccacg 20 

 
<210> 74 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 74 
gcctccctcg cgccatcaga tggaagatta agcgccacg 39 

 65 
<210> 75 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 75 
atttcaatta taaactgtgc 20 

 10 
<210> 76 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 76 
aaggaagatt cacaatctcc 20 20 

 
<210> 77 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 77 30 
gcctccctcg cgccatcaga aggaagattc acaatctcc 39 

 
<210> 78 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 78 
gcaccaattt cacctgcagc 20 

 
<210> 79 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 79 
aggacgaata agtgccactc 20 

 
<210> 80 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 80 
gcctccctcg cgccatcaga ggacgaataa gtgccactc 39 

 65 
<210> 81 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 81 
tcaccacgta ctgcaattcc 20 

 10 
<210> 82 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 82 
agactgacat ttcagtttgg 20 20 

 
<210> 83 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 83 30 
gcctccctcg cgccatcaga gactgacatt tcagtttgg 39 

 
<210> 84 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 84 
tcgacagatt cmctcccagg 20 

 
<210> 85 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 85 
gtccagyacc ttgatcctgc 20 

 
<210> 86 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 86 
gcctccctcg cgccatcagg tccagyacct tgatcctgc 39 

 65 
<210> 87 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 87 
cctcaagtgt tttttccagc 20 

 10 
<210> 88 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 88 
gtgacagtag ttacgggtgg 20 20 

 
<210> 89 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 89 30 
gcctccctcg cgccatcagg tgacagtagt tacgggtgg 39 

 
<210> 90 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 90 
cagcatgttt gattatttcc 20 

 
<210> 91 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 91 
atctataagt tccattaagg 20 

 
<210> 92 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 92 
gcctccctcg cgccatcaga tctataagtt ccattaagg 39 

 65 
<210> 93 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 93 
ctccaaggct ttatattctg 20 
 10 
<210> 94 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 94 
atgatattac tgaagggtgg 20 20 

 
<210> 95 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 95 30 
gcctccctcg cgccatcaga tgatattact gaagggtgg 39 

 
<210> 96 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 96 
actgcacgtc atcaaagacg 20 

 
<210> 97 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 97 
ttgatgatgc tacagaaagg 20 

 
<210> 98 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 98 
gcctccctcg cgccatcagt tgatgatgct acagaaagg 39 

 65 
<210> 99 

E14749095
15-06-2020ES 2 798 119 T3

 



58 

<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 99 
tgaactgcac ttcttcaagc 20 

 10 
<210> 100 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 100 
cttgatagcc ttatataagg 20 20 

 
<210> 101 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 101 30 
gcctccctcg cgccatcagc ttgatagcct tatataagg 39 

 
<210> 102 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 102 
tcaattgcag ttatgaagtg 20 

 
<210> 103 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 103 
tttatgctaa cttcaagtgg 20 

 
<210> 104 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 104 
gcctccctcg cgccatcagt ttatgctaac ttcaagtgg 39 

 65 
<210> 105 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 105 
gcacatatga caccagtgag 20 

 10 
<210> 106 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 106 
tcgccaagaa gcttataagc 20 20 

 
<210> 107 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 107 30 
gcctccctcg cgccatcagt cgccaagaag cttataagc 39 

 
<210> 108 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 108 
tctactgcaa ttattcaacc 20 

 
<210> 109 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 109 
caggagggac gattaatggc 20 

 
<210> 110 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 110 
gcctccctcg cgccatcagc aggagggacg attaatggc 39 

 65 
<210> 111 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 111 
tgaactgcac atacacatcc 20 

 10 
<210> 112 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 112 
acagcaaaaa cttcggaggc 20 20 

 
<210> 113 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 113 30 
gcctccctcg cgccatcaga cagcaaaaac ttcggaggc 39 

 
<210> 114 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 114 
aactgcagtt actcggtagg 20 

 
<210> 115 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 115 
aagcatggaa gattaattgc 20 

 
<210> 116 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 116 
gcctccctcg cgccatcaga agcatggaag attaattgc 39 

 65 
<210> 117 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 117 
gcagacagac ttgtcactgg 20 

 10 
<210> 118 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 118 
agtctctcag ctggtacacg 20 20 

 
<210> 119 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 119 30 
gccttgccag cccgctcaga gtctctcagc tggtacacg 39 

 
<210> 120 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 40 
<400> 120 
aatgaaacgt gagcatctgg 20 

 
<210> 121 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 50 

 
<400> 121 
cattgaaaac aagactgtgc 20 

 
<210> 122 55 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 60 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 122 
gcctccctcg cgccatcagc attgaaaaca agactgtgc 39 

 65 
<210> 123 
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<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 123 
gtgtccccat ctctaatcac 20 

 10 
<210> 124 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 124 
tgaaatctca gagaagtctg 20 20 

 
<210> 125 
<211> 39 
<212> ADN 

 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 125 
gcctccctcg cgccatcagt gaaatctcag agaagtctg 39 

 
<210> 126 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 126 
tatgtattgg tataaacagg 20 

 
<210> 127 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 127 
ctctaagaaa tttctgaaga 20 

 55 
<210> 128 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 128 
gcctccctcg cgccatcagc tctaagaaat ttctgaaga 39 65 
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<210> 129 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 129 
gtctttgaaa tgtgaacaac 20 10 

 
<210> 130 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 130 20 
ggagctcatg tttgtctaca 20 
 
<210> 131 
<211> 39 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 131 
gcctccctcg cgccatcagg gagctcatgt ttgtctaca 39 

 
<210> 132 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 132 
gatcaaaacg agaggacagc 20 

 
<210> 133 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 133 
caggggcccc agtttatctt 20 

 55 
<210> 134 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 134 
gcctccctcg cgccatcagc aggggcccca gtttatctt 39 65 
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<210> 135 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 135 
gaaacaragg aaacttccct 20 10 

 
<210> 136 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 136 20 
gcctccctcg cgccatcagg aaacaragga aacttccct 39 

 
<210> 137 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 137 
gtgtgcccag gatatgaacc 20 

 
<210> 138 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 138 
caggatatga gacataatgc 20 

 
<210> 139 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 139 
ggtatcgaca agacccaggc 20 

 55 
<210> 140 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 140 
gcctccctcg cgccatcagg gtatcgacaa gacccaggc 39 65 
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<210> 141 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 141 
tagacaagat ctaggactgg 20 10 

 
<210> 142 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 142 20 
gcctccctcg cgccatcagt agacaagatc taggactgg 39 

 
<210> 143 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 143 
ctcaggtgtg atccaatttc 20 

 
<210> 144 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 144 
tctaatttac ttccaaggca 20 

 
<210> 145 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 145 
gcctccctcg cgccatcagt ctaatttact tccaaggca 39 

 55 
<210> 146 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 146 
tcccagagtg atgctcaacg 20 65 
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<210> 147 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 147 
gcctccctcg cgccatcagt cccagagtga tgctcaacg 39 10 

 
<210> 148 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 148 20 
acttacttca attatgaagc 20 

 
<210> 149 
<211> 39 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 149 
gcctccctcg cgccatcaga cttacttcaa ttatgaagc 39 

 
<210> 150 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 150 
ccagaatgaa gctcaactag 20 

 
<210> 151 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 151 
gcctccctcg cgccatcagc cagaatgaag ctcaactag 39 

 55 
<210> 152 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 152 
gagacctctc tgtgtactgg 20 65 
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<210> 153 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 153 
ctcattcagt attataatgg 20 10 

 
<210> 154 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 154 20 
gcctccctcg cgccatcagc tcattcagta ttataatgg 39 

 
<210> 155 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 155 
ggaatcaccc agagcccaag 20 

 
<210> 156 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 156 
gacatgggct gaggctgatc 20 

 
<210> 157 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 157 
gcctccctcg cgccatcagg acatgggctg aggctgatc 39 

 55 
<210> 158 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 158 
cctaaggatc gattttctgc 20 65 
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<210> 159 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 159 
actctcaaga tccagcctgc 20 10 

 
<210> 160 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 160 20 
gcctccctcg cgccatcaga ctctcaagat ccagcctgc 39 

 
<210> 161 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 161 
aggtgacaga gatgggacaa 20 

 
<210> 162 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 162 
tgcagggact ggaattgctg 20 

 
<210> 163 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 163 
gcctccctcg cgccatcagt gcagggactg gaattgctg 39 

 55 
<210> 164 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 164 
gtacagacag accatgatgc 20 65 
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<210> 165 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 165 
gcctccctcg cgccatcagg tacagacaga ccatgatgc 39 10 

 
<210> 166 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 166 20 
ctatcctatc cctagacacg 20 

 
<210> 167 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 167 
aagatgcaga gcgataaagg 20 
 
<210> 168 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 168 
gcctccctcg cgccatcaga agatgcagag cgataaagg 39 

 
<210> 169 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 169 
agatgtgacc caatttctgg 20 

 55 
<210> 170 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 170 
agtctaaaca ggatgagtcc 20 65 
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<210> 171 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 171 
gcctccctcg cgccatcaga gtctaaacag gatgagtcc 39 10 

 
<210> 172 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 172 20 
tcagactttg aaccataacg 20 

 
<210> 173 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 173 
aaagatttta acaatgaagc 20 

 
<210> 174 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 174 
gcctccctcg cgccatcaga aagattttaa caatgaagc 39 

 
<210> 175 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 175 
tattgtgccc caataaaagg 20 

 55 
<210> 176 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 176 
aatgtctttg atgaaacagg 20 65 
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<210> 177 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 177 
gcctccctcg cgccatcaga atgtctttga tgaaacagg 39 10 

 
<210> 178 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 178 20 
atccatcttc tggtcacatg 20 

 
<210> 179 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 179 
aacattgcag ttgattcagg 20 

 
<210> 180 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 180 
gcctccctcg cgccatcaga acattgcagt tgattcagg 39 

 
<210> 181 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 181 
gcagcccaat gaaaggacac 20 

 55 
<210> 182 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 182 
aatatcatag atgagtcagg 20 65 
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<210> 183 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 183 
gcctccctcg cgccatcaga atatcataga tgagtcagg 39 10 

 
<210> 184 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 184 20 
tgaacagaat ttgaaccacg 20 

 
<210> 185 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 185 
tttcagaaag gagatatagc 20 

 
<210> 186 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 186 
gcctccctcg cgccatcagt ttcagaaagg agatatagc 39 

 
<210> 187 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 187 
tcgagtgccg ttccctggac 20 

 55 
<210> 188 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 188 
gatggcaact tccaatgagg 20 65 
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<210> 189 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 189 
gcctccctcg cgccatcagg atggcaactt ccaatgagg 39 10 

 
<210> 190 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 190 20 
gcaaagatgg attgtgttcc 20 

 
<210> 191 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 191 
cgctggaaga agagctcaag 20 

 
<210> 192 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 192 
gcctccctcg cgccatcagc gctggaagaa gagctcaag 39 

 
<210> 193 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 193 
catttggtca aaggaaaagg 20 

 55 
<210> 194 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 194 
gaatgaacaa gttcttcaag 20 65 
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<210> 195 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 195 
gcctccctcg cgccatcagg aatgaacaag ttcttcaag 39 10 

 
<210> 196 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 196 20 
atgctggaat gttctcagac 20 

 
<210> 197 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 197 
gtcaaagata taaacaaagg 20 

 
<210> 198 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 198 
gcctccctcg cgccatcagg tcaaagatat aaacaaagg 39 

 
<210> 199 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 199 
ctctggaatg ttctcaaacc 20 

 55 
<210> 200 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 200 
taattccaca gagaagggag 20 65 
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<210> 201 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 201 
gcctccctcg cgccatcagt aattccacag agaagggag 39 10 

 
<210> 202 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 202 20 
cccagaatat gaatcatgtt 20 

 
<210> 203 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 203 
attcacctgg cactgggagc 20 

 
<210> 204 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 204 
gcctccctcg cgccatcaga ttcacctggc actgggagc 39 
 
<210> 205 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 205 
ttgttctcag aatatgaacc 20 

 55 
<210> 206 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 206 
tgaggtgact gataagggag 20 65 
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<210> 207 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 207 
gcctccctcg cgccatcagt gaggtgactg ataagggag 39 10 

 
<210> 208 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 208 20 
atgtgtccag gatatggacc 20 

 
<210> 209 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 209 
aaaaggagat attcctgagg 20 

 
<210> 210 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 210 
gcctccctcg cgccatcaga aaaggagata ttcctgagg 39 

 
<210> 211 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 211 
tcaccatgat gttctggtac 20 

 55 
<210> 212 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 212 
ctggacagag cctgacactg 20 65 
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<210> 213 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 213 
gcctccctcg cgccatcagc tggacagagc ctgacactg 39 10 

 
<210> 214 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 214 20 
tgtggaggga acatcaaacc 20 

 
<210> 215 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 215 
ttctactccg ttggtattgg 20 

 
<210> 216 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 216 
gcctccctcg cgccatcagt tctactccgt tggtattgg 39 

 
<210> 217 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 217 
gtgtggcctt ttgggtgtgg 20 

 55 
<210> 218 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 218 
tctgatggct caaacacagc 20 65 

 

ES 2 798 119 T3

 



78 

<210> 219 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 219 
gccttgccag cccgctcagt ctgatggctc aaacacagc 39 10 

 
<210> 220 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 220 20 
tgtatgaaac aagttggtgg 20 

 
<210> 221 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 221 
cagaatgcaa aaagtggtcg 20 

 
<210> 222 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 222 
gcctccctcg cgccatcagc agaatgcaaa aagtggtcg 39 

 
<210> 223 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 223 
atgaaaggag aagcgatcgg 20 

 55 
<210> 224 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 224 
tggtttcaaa gacaatttcc 20 65 
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<210> 225 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 225 
gcctccctcg cgccatcagt ggtttcaaag acaatttcc 39 10 

 
<210> 226 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 226 20 
gacactgtat attcaaatcc 20 

 
<210> 227 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 227 
gcagatttta ctcaaggacg 20 

 
<210> 228 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 228 
gcctccctcg cgccatcagg cagattttac tcaaggacg 39 

 
<210> 229 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 229 
agacaagcga catttgttcc 20 

 55 
<210> 230 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 230 
acggatggtt tggtatgagg 20 65 
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<210> 231 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 231 
gccttgccag cccgctcaga cggatggttt ggtatgagg 39 10 

 
<210> 232 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 232 20 
gggtcatctg ctgaaatcac 20 

 
<210> 233 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 233 
aggaggggaa ggccccacag 20 

 
<210> 234 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 234 
gcctccctcg cgccatcaga ggaggggaag gccccacag 39 

 
<210> 235 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 235 
gggtcatcag ctgtaatcac 20 

 55 
<210> 236 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 236 
aggaggggaa gaccccacag 20 65 
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<210> 237 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 237 
gcctccctcg cgccatcaga ggaggggaag accccacag 39 10 

 
<210> 238 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 238 20 
agcccgcctg gaatgtgtgg 20 

 
<210> 239 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 239 
gcactgtcag aaaggaatcc 20 

 
<210> 240 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 240 
gcctccctcg cgccatcagg cactgtcaga aaggaatcc 39 

 
<210> 241 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 241 
aagaaaagta ttgacatacc 20 
 55 
<210> 242 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 242 
atattgtctc aacaaaatcc 20 65 
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<210> 243 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 243 
gcctccctcg cgccatcaga tattgtctca acaaaatcc 39 10 

 
<210> 244 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 244 20 
agagtgccca catatcttgg 20 

 
<210> 245 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 245 
gctcaagatt gctcaggtgg 20 

 
<210> 246 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 246 
gcctccctcg cgccatcagg ctcaagattg ctcaggtgg 39 

 
<210> 247 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 247 
ggatcccaga atcgtgttgc 20 

 55 
<210> 248 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 248 
ggtatgttcc agccttctgg 20 65 
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<210> 249 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 249 
gccttgccag cccgctcagg gtatgttcca gccttctgg 39 10 

 
<210> 250 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 250 20 
agtgaaggtc tcctgcaagg 20 

 
<210> 251 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 251 
agtgaaggtt tcctgcaagg 20 

 
<210> 252 
<211> 19 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 252 
agttccaggg cagagtcac 19 

 
<210> 253 45 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 253 
gcctccctcg cgccatcaga gttccagggc agagtcac 38 

 55 
<210> 254 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 254 
agtttcaggg cagggtcac 19 65 
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<210> 255 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 255 
gcctccctcg cgccatcaga gtttcagggc agggtcac 38 10 

 
<210> 256 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 256 20 
agttccagga aagagtcac 19 

 
<210> 257 
<211> 38 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 257 
gcctccctcg cgccatcaga gttccaggaa agagtcac 38 

 
<210> 258 
<211> 19 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 258 
aattccagga cagagtcac 19 

 
<210> 259 45 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 259 
gcctccctcg cgccatcaga attccaggac agagtcac 38 

 55 
<210> 260 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 260 
tctctgggtt ctcactcagc 20 65 
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<210> 261 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 261 
aaggccctgg agtggcttgc 20 10 

 
<210> 262 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 262 20 
gcctccctcg cgccatcaga aggccctgga gtggcttgc 39 

 
<210> 263 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 263 
tccctgagac tctcctgtgc 20 

 
<210> 264 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 264 
ctctcctgtg cagcctctgg 20 

 
<210> 265 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 265 
ggtccctgag actctcctgt 20 

 55 
<210> 266 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 266 
ctgagactct cctgtgtagc 20 65 
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<210> 267 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 267 
ctccagggaa ggggctgg 18 10 

 
<210> 268 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 268 20 
gcctccctcg cgccatcagc tccagggaag gggctgg 37 

 
<210> 269 
<211> 18 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 269 
ggctccaggc aaggggct 18 

 
<210> 270 
<211> 37 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 270 
gcctccctcg cgccatcagg gctccaggca aggggct 37 

 
<210> 271 45 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 271 
actgggtccg ccaggctcc 19 

 55 
<210> 272 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 272 
gcctccctcg cgccatcaga ctgggtccgc caggctcc 38 65 
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<210> 273 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 273 
gaaggggctg gagtgggt 18 10 

 
<210> 274 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 274 20 
gcctccctcg cgccatcagg aaggggctgg agtgggt 37 

 
<210> 275 
<211> 18 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 275 
aaaaggtctg gagtgggt 18 

 
<210> 276 
<211> 37 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 276 
gcctccctcg cgccatcaga aaaggtctgg agtgggt 37 

 
<210> 277 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 277 
agaccctgtc cctcacctgc 20 

 55 
<210> 278 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 278 
agggvctgga gtggattggg 20 65 
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<210> 279 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 279 
gcctccctcg cgccatcaga gggvctggag tggattggg 39 10 

 
<210> 280 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 280 20 
gcgccagatg cccgggaaag 20 

 
<210> 281 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 281 
ggccasgtca ccatctcagc 20 

 
<210> 282 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 282 
gcctccctcg cgccatcagg gccasgtcac catctcagc 39 

 
<210> 283 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 283 
ccggggacag tgtctctagc 20 

 55 
<210> 284 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 284 
gccttgagtg gctgggaagg 20 65 
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<210> 285 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 285 
gcctccctcg cgccatcagg ccttgagtgg ctgggaagg 39 10 

 
<210> 286 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 286 20 
gtttcctgca aggcttctgg 20 

 
<210> 287 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 287 
ggcttgagtg gatgggatgg 20 

 
<210> 288 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 288 
gcctccctcg cgccatcagg gcttgagtgg atgggatgg 39 

 
<210> 289 45 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 289 
acctgaggag acggtgacc 19 

 55 
<210> 290 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 290 
cagtgctgga agtattcagc 20 65 
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<210> 291 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 291 
gccttgccag cccgctcagc agtgctggaa gtattcagc 39 10 

 
<210> 292 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 292 20 
agagatcgaa gtaccagtag 20 

 
<210> 293 
<211> 39 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 293 
gccttgccag cccgctcaga gagatcgaag taccagtag 39 

 
<210> 294 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 294 
ccccagatat caaaagcatc 20 

 
<210> 295 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 295 
gccttgccag cccgctcagc cccagatatc aaaagcatc 39 

 55 
<210> 296 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 296 
ggccccagta gtcaaagtag 20 65 
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<210> 297 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 297 
gccttgccag cccgctcagg gccccagtag tcaaagtag 39 10 

 
<210> 298 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 298 20 
cccaggggtc gaaccagttg 20 

 
<210> 299 
<211> 39 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 299 
gccttgccag cccgctcagc ccaggggtcg aaccagttg 39 

 
<210> 300 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 300 
cccagacgtc catgtagtag 20 

 
<210> 301 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 301 
gccttgccag cccgctcagc ccagacgtcc atgtagtag 39 

 55 
<210> 302 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 302 
taggagacag agtcaccatc 20 65 
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<210> 303 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 303 
ttcagygrca gtggatctgg 20 10 

 
<210> 304 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 304 20 
gcctccctcg cgccatcagt tcagygrcag tggatctgg 39 

 
<210> 305 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 305 
ggagagccgg cctccatctc 20 

 
<210> 306 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 306 
tggtacctgc agaagccagg 20 

 
<210> 307 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 307 
gcctccctcg cgccatcagt ggtacctgca gaagccagg 39 

 55 
<210> 308 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 308 
cttcagcaga ggccaggcca 20 65 
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<210> 309 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 309 
gcctccctcg cgccatcagc ttcagcagag gccaggcca 39 10 

 
<210> 310 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 310 20 
gcctggtacc agcagaaacc 20 

 
<210> 311 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 311 
gccaggttca gtggcagtgg 20 

 
<210> 312 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 312 
gcctccctcg cgccatcagg ccaggttcag tggcagtgg 39 

 
<210> 313 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 313 
tcgaggttca gtggcagtgg 20 

 55 
<210> 314 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 314 
gcctccctcg cgccatcagt cgaggttcag tggcagtgg 39 65 
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<210> 315 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 315 
gaccgattca gtggcagcgg 20 10 
 
<210> 316 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 316 20 
gcctccctcg cgccatcagg accgattcag tggcagcgg 39 

 
<210> 317 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 317 
ttcaactgct catcagatgg 20 

 
<210> 318 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 318 
atgaagacag atggtgcagc 20 

 
<210> 319 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 319 
gccttgccag cccgctcaga tgaagacaga tggtgcagc 39 

 55 
<210> 320 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 320 
gggcagaggg tcaccatctc 20 65 
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<210> 321 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 321 
ggacagaagg tcaccatctc 20 10 

 
<210> 322 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 322 20 
tggtaccagc agctcccagg 20 

 
<210> 323 
<211> 39 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 323 
gcctccctcg cgccatcagt ggtaccagca gctcccagg 39 

 
<210> 324 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 324 
tggtaccagc agcttccagg 20 

 
<210> 325 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 325 
gcctccctcg cgccatcagt ggtaccagca gcttccagg 39 

 55 
<210> 326 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 326 
ctgcactgga accagcagtg 20 65 

 

ES 2 798 119 T3

 



96 

<210> 327 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 327 
tctctggctc caagtctggc 20 10 

 
<210> 328 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 328 20 
gcctccctcg cgccatcagt ctctggctcc aagtctggc 39 

 
<210> 329 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 329 
accagcagaa gccaggccag 20 

 
<210> 330 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 330 
gaagccagga caggcccctg 20 

 
<210> 331 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 331 
ctgagcgatt ctctggctcc 20 

 55 
<210> 332 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 332 
gcctccctcg cgccatcagc tgagcgattc tctggctcc 39 65 
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<210> 333 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 333 
ttctctgggt ccacctcagg 20 10 

 
<210> 334 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 334 20 
gcctccctcg cgccatcagt tctctgggtc cacctcagg 39 

 
<210> 335 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 335 
ttctctggct ccagctcagg 20 

 
<210> 336 
<211> 39 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 336 
gcctccctcg cgccatcagt tctctggctc cagctcagg 39 

 
<210> 337 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 337 
tcggtcaagc tcacctgcac 20 

 55 
<210> 338 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 338 
gcctccctcg cgccatcagg ggctgaccgc tacctcacc 39 65 
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<210> 339 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 339 
cagcctgtgc tgactcagcc 20 10 

 
<210> 340 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 340 20 
ccagccgctt ctctggatcc 20 

 
<210> 341 
<211> 39 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 341 
gcctccctcg cgccatcagc cagccgcttc tctggatcc 39 

 
<210> 342 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 342 
ccatctcctg cacccgcagc 20 

 
<210> 343 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 343 
tccccwggag ggacagtcac 20 

 55 
<210> 344 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 344 
ctcmcctgca ccctgagcag 20 65 
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<210> 345 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 345 
agaccgccac actcacctgc 20 10 

 
<210> 346 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 346 20 
ctgatcgstt ctctggctcc 20 

 
<210> 347 
<211> 39 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 347 
gcctccctcg cgccatcagc tgatcgsttc tctggctcc 39 

 
<210> 348 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 348 
ctgcccggtt ctcaggctcc 20 

 
<210> 349 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 349 
atccaggaag aggatgagag 20 

 55 
<210> 350 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 350 
gcctccctcg cgccatcaga tccaggaaga ggatgagag 39 65 
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<210> 351 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 351 
ctccagcctg aggacgaggc 20 10 

 
<210> 352 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 352 20 
gcctccctcg cgccatcagc tccagcctga ggacgaggc 39 
 
<210> 353 
<211> 20 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 30 
<400> 353 
gctcccgggt agaagtcact 20 

 
<210> 354 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 40 

 
<400> 354 
agtgtggcct tgttggcttg 20 

 
<210> 355 45 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 355 
gccttgccag cccgctcaga gtgtggcctt gttggcttg 39 

 55 
<210> 356 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 356 
gcctccctcg cgccatcag 19 65 

 

ES 2 798 119 T3

 



101 

<210> 357 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 357 
gccttgccag cccgctcag 19 10 

 
<210> 358 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético 

 
<400> 358 20 
gggctgaccg ctacctcacc 20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método implementado por ordenador para analizar informaciones de secuencia semicuantitativas para identificar 
y caracterizar el inmunoperfil de un ser humano o animal como normal o como que es probable que indique la presencia 
de una enfermedad, comprendiendo el método las etapas de: 5 
 

(a) identificar una o más secuencias distintas de la región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que se 
comparten entre el inmunoperfil del sujeto y un inmunoperfil acumulativo de una biblioteca de enfermedades que 
representa una enfermedad específica almacenada en una base de datos; 
(b) sumar un número total de las secuencias detectadas del sujeto que corresponden a esas secuencias distintas 10 
de CDR3 compartidas; 
(c) calcular el porcentaje del número total de secuencias detectadas en el inmunoperfil del sujeto que son 
representativas de esas CDR3 distintas compartidas entre el inmunoperfil del sujeto y la biblioteca de 
enfermedades para crear uno o más índices de compartición originales; 
(d) seleccionar al azar secuencias de una biblioteca pública almacenada en una base de datos para formar una 15 
sub-biblioteca, comprendiendo la sub-biblioteca un número de secuencias de CDR3 distintas que es 
aproximadamente igual al número de secuencias de CDR3 distintas en la biblioteca de enfermedades; 
(e) identificar una o más secuencias de CDR3 distintas que se comparten entre el inmunoperfil del sujeto y la sub-
biblioteca; 
(f) sumar un número total de secuencias detectadas que corresponden a esas secuencias de CDR3 compartidas 20 
y calcular un porcentaje del número total de secuencias detectadas en el inmunoperfil del sujeto que se comparten 
entre el inmunoperfil del sujeto y la sub-biblioteca, para crear un índice de compartición de muestreo; 
(g) repetir las etapas (d) - (f) durante una cantidad de veces suficiente para producir un resultado que sea 
estadísticamente significativo para identificar y caracterizar el inmunoperfil de dicho sujeto como normal o como 
que es probable que indique la presencia de una enfermedad; 25 
(h) estimar el valor de P como la fracción de veces que los índices de compartición de muestras son mayores que 
o iguales al índice de compartición original entre el inmunoperfil de dicho sujeto y la biblioteca de enfermedades; 
e 
(i) caracterizar el inmunoperfil del sujeto como normal si el valor de P estimado es superior a 0,01, o caracterizar 
el inmunoperfil del sujeto como que es probable que indique la presencia de la enfermedad representada por la 30 
biblioteca de enfermedades, si el valor de P estimado es inferior a 0,01. 

 
2. El método de la reivindicación 1, en donde la etapa (g) comprende repetir las etapas (d) - (f) al menos 1 000 veces 
o más. 
 35 
3. El método de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en donde la etapa (a) está precedida por una amplificación 
semicuantitativa y una secuenciación de CDR3 distintas de dicho sujeto, en donde dicha amplificación semicuantitativa 
y secuenciación comprende las etapas de: 
 

(i) aislar una subpoblación de leucocitos de dicho sujeto; 40 
(ii) aislar ARN de la subpoblación de células; 
(iii) amplificar el ARN utilizando RT-PCR en una primera reacción de amplificación para producir amplicones 
utilizando cebadores anidados, comprendiendo al menos una parte de los cebadores anidados, nucleótidos 
adicionales para incorporar en un amplicón resultante un sitio de unión para un cebador comunitario; 
(iv) separar los amplicones de la primera reacción de amplificación de uno o más cebadores no utilizados de la 45 
primera reacción de amplificación; 
(v) amplificar, mediante la adición de cebadores comunitarios en una segunda reacción de amplificación, teniendo 
los amplicones de la primera reacción de amplificación, al menos un sitio de unión para un cebador comunitario, 
en donde el producto de la segunda reacción de amplificación es los polinucleótidos que comprenden CDR3 
distintas; y 50 
(vi) secuenciar los amplicones de la segunda reacción de amplificación para identificar reordenaciones de 
anticuerpos y/o receptores en la subpoblación de células; 
en donde la amplificación y secuenciación de las etapas (v) y (vi) proporcionan información de secuencias 
semicuantitativas para distintas CDR3 del sujeto. 

 55 
4. El método de la reivindicación 3, en donde la etapa de aislar una subpoblación de leucocitos se realiza por citometría 
de flujo. 
 
5. El método de la reivindicación 3, en donde la subpoblación de leucocitos comprende linfocitos T. 
 60 
6. El método de la reivindicación 5, en donde los linfocitos T se seleccionan del grupo que consiste en linfocitos T 
vírgenes, linfocitos T maduros y linfocitos T de memoria. 
 
7. El método de la reivindicación 3, en donde la subpoblación de leucocitos comprende linfocitos B. 
 65 
8. El método de la reivindicación 7, en donde los linfocitos B se seleccionan del grupo que consiste en linfocitos B 
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vírgenes, linfocitos B maduros y linfocitos B de memoria. 
 
9. El método de la reivindicación 3, en donde las reordenaciones en las subpoblaciones de células se seleccionan del 
grupo que consiste en reordenaciones de cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) de linfocitos B, cadenas ligeras 
kappa de linfocitos B, lambda de linfocitos B, receptor Beta de linfocitos T, Gamma de linfocitos T y Delta de linfocitos 5 
T. 
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