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ES 2273381 T3

DESCRIPCION

Deteccidn y cuantificacién de analitos diana de una o mds secuencias de nucleétidos en una muestra usando repli-
cacion de analito diana localizada espacialmente.

Campo técnico

Esta invencién se refiere a un método para detectar la presencia o ausencia de un analito diana en una muestra
de sustancia; y para cuantificar el analito cuando se descubre que estd presente la muestra. La muestra que se estd
analizando puede ser una sustancia bioldgica; una sustancia medioambiental; una sustancia de un producto alimenticio;
o alguna otra sustancia que pueda contener el analito diana. El analito diana es una secuencia de nucleétidos especifica
que se sospecha que estd en la sustancia que se estd ensayando. La presencia o ausencia del organismo sospechado o la
secuencia diana puede determinarse amplificando el analito diana con reactivos de amplificacién por desplazamiento
de cadena (SDA) o de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Si una secuencia de nucle6tidos de ARN es
el analito diana y se emplean reactivos de SDA o PCR, serd necesario convertir el ARN a ADN por transcripcién
inversa desde la etapa de amplificacién. Como alternativa, los métodos de amplificacién de ARN del analito diana,
tal como Qg replicasa o amplificaciones por ARN-X puede, en ciertos casos, usarse sin transcripcion. El andlisis
puede realizarse en un gel o en un medio semisélido que permita la amplificacion del analito diana, pero restringa la
migracion del analito diana amplificado de modo que los productos de amplificacién formen colonias de analito diana
estacionarios detectables en el medio. Las colonias pueden detectarse y contarse por diversas técnicas, incluyendo
el uso de cebadores de SDA o PCR detectables; o secuencias de nucleétidos especificas complementarias al analito
diana; o el uso de sondas intercalantes detectables tales como bromuro de etidio, naranja de acridina, verde SYBR, y
productos relacionados. Dichas sondas estdn disponibles en Molecular Probes, Inc. de Eugene, Oregon.

Técnica antecedente

Se conoce bien el andlisis de muestras para la presencia o ausencia de analitos bacterianos diana, donde la muestra
se coloca en un medio de crecimiento estéril. Pueden detectarse diversas bacterias de este modo en agua, productos
alimenticios; y en muestras biolégicas de muestra, tales como orina, fluido cefalorraquideo, fluido pleural, fluido
ascitico, fluido articular, deposiciones y similares. Este procedimiento de ensayo depende de la capacidad de los
analitos diana de replicarse en el medio de crecimiento al grado que puedan observarse colonias visibles de los analitos
diana. Los diversos tipos de bacterias pueden marcarse de forma diferencial para ayudar a la diferenciacién entre
diferentes colonias bacterianas que crecen en el medio. Cuando se emplea este procedimiento analitico, el tiempo
necesario para formar colonias detectables pueden ser tan corto como un dia, o tal largo como varias semanas.

J. L. Burg et al describen un procedimiento de deteccién por fluorescencia a tiempo real de ARN amplificado por
la Q@B replicasa, en el Vol. 230 de Analytical Biochemistry (pdg. 263-272) 1995, Academic Press, Inc. El procedimien-
to de deteccién mencionado anteriormente es no especifico y requiere una cantidad considerable de preparacion de
muestra para funcionar apropiadamente. Ademas, el procedimiento de Burg et al no puede usarse para detectar ADN
en una muestra, y no puede detectar mas de un ARN diana en cada momento. La cuantificacién de cualquier ARN am-
plificado es una funcién del retardo en el tiempo entre el comienzo del procedimiento y la presencia de fluorescencia
detectable en el recipiente de muestra.

Seria enormemente deseable ser capaces de detectar la presencia o ausencia de uno o mds analitos diana de secuen-
cia de nucleétidos m4s replicables en un tinico ensayo, y cuantificar los analitos diana en un periodo corto de tiempo.
También seria deseable ser capaces de detectar organismos que no puedan replicarse en sistemas acelulares, y detectar
genomas de ADN que se cree que estdn presentes en la mayoria de las formas de vida.

Descripcion de la invencion

El asunto de la invencién es un método para determinar la presencia o ausencia de uno o mas analitos diana de
secuencia de nucledtidos, mencionados a partir de ahora como “analitos diana”, en una muestra, comprendiendo dicho
método las etapas de:

(a) proporcionar una muestra a analizar;

(b) proporcionar un medio de ensayo adecuado para la introduccién de la muestra, conteniendo dicho medio de
ensayo materiales de amplificacion especificos para el analito diana que estdn esencialmente distribuidos homogénea-
mente en todo dicho medio;

(c) liberar cualquiera de dichos analitos diana de los organismos diana que pueden estar contenidos en la muestra;

(d) hacer reaccionar cualquier analito diana liberado con dicho material de amplificacién del analito diana en dicho
medio para formar colonias amplificadas esencialmente inmdviles de dicho analito diana en dicho medio; y

(e) hacer reaccionar cualquier analito diana liberado con un material que estd sustancialmente distribuido homo-
géneamente en todo dicho medio de ensayo y que puede migrar a través de dicho medio de ensayo, siendo funcional
dicho material para unirse con unidades de analito diana amplificado en cualquier colonia de analito diana formada en
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dicho medio para destacar dichas colonias de analito diana de lo que queda de dicho medio y siendo dicho material un
material especifico de analito marcado (LASM) para destacar de forma diferencial cualquier colonia de analito diana
amplificado o un agente intercalante que pueda intercalarse en dicho analito diana (como se sabe a partir de la Patente
de Estados Unidos 5 616 478),

caracterizado porque dicho medio define un campo de medio y proporciona una primera drea que es una parte de
dicho campo de medio como drea de control negativo en la que se introduce una muestra que no contiene nucleétidos
diana y/o proporciona una segunda area que es una parte de dicho campo de medio como area de control positivo en
la que se introduce una muestra de control que contiene una cantidad conocida del analito diana.

Esta invencion se refiere a un método para detectar la presencia o ausencia de uno o mas nucledtidos diana en
una muestra. La deteccién del nucleétido diana se consigue amplificando una parte Unica de la secuencia de ADN o
ARN en un medio viscoso adecuado para formar colonias relativamente estacionarias de la secuencia de nucleétidos
amplificada en el medio, y después detectar y contar cualquier colonia de secuencia de nucleétidos resultante que pueda
formarse en el medio. El analito diana que se estd detectando, es por tanto, la secuencia o secuencias de nucleétidos
amplificadas de la forma de vida sospechada. La difusién de las colonias de analito diana formadas en el medio se
restringe con relacion a la difusion de los reactivos marcadores o de sonda.

El nucledtido o los nucledtidos diana pueden cuantificarse, si se desea. Las realizaciones preferidas del método de
la presente invencion se reivindican en las reivindicaciones dependientes.

El medio contiene, o estd combinado con, los cebadores especificos del analito diana y enzimas adecuadas y re-
activos que provocaran la amplificacién de la secuencia del nucleétido especificada en el ADN o ARN del analito
diana a través del uso de amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA); o a través del uso de reacciéon en cade-
na de la polimerasa (PCR), o cualquier otro procedimiento de amplificacién tal como amplificaciéon con un cebador
unico o sin cebador 3SR, y en ciertos casos, amplificacién de ARN por Qg replicasa. En ciertos casos, pueden usarse
otros procedimientos de amplificacién como los descrito en PCR Technology: Principals and Amplifications for DNA
Amplification, Ehrlich, H.A. ed. 1989, Stockton Press, New York, en la realizacion de esta invencion. El resultado es
la creacion de colonias de poblaciones de alta densidad localizadas de la secuencia de nucleétidos especificada en el
medio. Los segmentos de genomas no diana que estdn contenidos en la muestra y se introducen en el medio, y que no
se replican por la etapa de amplificacién, no se multiplicaran, ni se detectaran. El andlisis se realiza en un medio que
también puede contener, o estar combinado con uno o mds materiales especificos del analito marcado (LASM). Los
LASM incluyen una secuencia de nucleétidos sintética que es complementaria a una parte de la secuencia de nucleé-
tidos especifica que forma el analito diana y cuya secuencia de nucledtidos especifica se ha amplificado. El marcador
puede ser un colorante libre o fluoréforo, o uno que esté unido a la secuencia de nucleétidos sintética complementaria.
Los LASM estén inicialmente distribuidos de forma homogénea en todo el medio. Los LASM, siguiendo las leyes de
difusién en el medio, migraran a través del medio a las colonias de secuencia de nucleétidos amplificada, y se uniran
a estas secuencias de nucledtidos destacando de este modo de forma diferencial las colonias con relacién al resto del
medio. Se formaran halos marcados con baja intensidad alrededor de cada colonia debido a la migracién localizada
de LASM hacia las colonias, y en el centro de cada halo habra un pico de alta intensidad correspondiente a la colonia
marcada. Cualquier molécula no amplificada de ADN o ARN presente en el medio no serd detectable a causa de su
baja concentracion, incluso si se tifien con naranja de acridina, bromuro de etidio u otros colorantes. En ciertos casos,
el marcador puede unirse a uno o ambos cebadores oligonucleotidicos usados para la amplificaciéon por PCR o SDA.
En estos casos, los cebadores funcionardn como LASM. El uso de un estudio cinético de intensidad de sefial puede
invalidar sefales de fondo no especificas tales como las que pueden estar causadas por los desechos celulares, ya que
dichas sefiales de fondo no especificas no aumentaran significativamente con la amplificacion.

Cuando se estd ensayando una muestra para la presencia o ausencia de un tnico analito diana, las colonias puede
detectarse por colorantes no especificos para ADN o ARN tal como naranja de acridina o bromuro de etidio. La razén
de esto es que estos fluor6foros son capaces de intercalarse no especificamente en cualquier secuencia de nucleétidos
amplificada, cuando ésta se produce, y se consigue especificidad por la especificidad de los cebadores de amplificacion
sin la necesidad de unir el fluoréforo a secuencias de nucleétidos complementarias. En casos en los que la muestra se
estd ensayando para la presencia de mas de un analito diana, entonces mas de una secuencia de nucleétidos comple-
mentaria puede unirse a uno o mas fluoréforos diferentes para destacar cualquier colonia de secuencia de nucleétidos
amplificada que se forme en el medio y para determinar su tipo. Hasta veintitin analitos diana diferentes podrian de-
tectarse en Unico ensayo o andlisis a través del uso de un LASM que lleva hasta tres fluor6foros detectables de forma
diferencial.

En la realizacién del andlisis de esta invencion, es importante que la secuencia de nucleétidos amplificada del
ADN o ARN del analito diana seleccionado sea de un tamaifio determinado, es decir, aproximadamente 150 unidades
a aproximadamente 500 unidades, de modo que las copias serdn incapaces de migrar rapidamente en el medio, y por
tanto permanecerdn relativamente estacionarias en el medio durante el transcurso del andlisis. También es importante
que los LASM seleccionados sean de un tamafio determinado, es decir, de aproximadamente 18 unidades a aproxima-
damente 40 unidades, de modo que sean suficientemente pequefios para que sean capaces de difundir mds rdpidamente
que las secuencias del analito diana amplificadas en el medio, y atn suficientemente largos para tener la especificidad
necesaria para las secuencias de nucledtidos amplificadas. De forma ideal, puede usarse un LASM de aproximada-
mente 18 unidades. Adicionalmente, se dirigen dos o mas LASM de tamaiio apropiado frente a diferentes secuencias
de 4cido nucleico en el analito diana amplificado para la especificidad potenciada. El medio debe, por supuesto, ser
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también de un tipo tal que los reactivos de amplificacion, incluyendo las sondas, puedan difundirse en el medio sufi-
cientemente rdpido para permitir que suceda la amplificacién mds rdpidamente que puedan difundir los productos de
dicha amplificaciones desde la colonia.

La muestra se prepara para el andlisis lisando primero todos sus componentes celulares y del organismo para liberar
en la solucién todo el material genético de los componentes celulares y del organismo de la muestra, véase: Maniatis,
T., Fritsch, E.F. y Sambrook, J. (1987) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Ed. Cold Spring Harbor Press.
Después se introduce un volumen conocido de la alicuota rica en nucleétidos de la muestra lisada en el medio y se
reparte uniformemente sobre el medio. Si es necesario, la difusién del analito diana en el medio podria aumentarse por
electroforesis vertical, y/o reduciendo su tamafio antes del andlisis por digestién con enzimas de restriccién o rotura
mecdnica. El material genético, ADN y/o ARN del componente diana de la muestra se dispone de este modo a los
materiales de amplificacién en el medio. Por tanto, se amplifica una secuencia de nucleétidos diana en el material
genético expuesto al grado en que las colonias de copias del analito diana se formardn en el medio. Como el tamafio
del analito diana, y por tanto el tamafio de las copias es relativamente grande, las colonias de analito diana amplificado
permanecerdn relativamente estacionarios en el medio. Los LASM, si no se preincorporan en el medio, se afiadiran al
medio después de la etapa de amplificacién y estardn distribuidos de forma relativamente homogénea sobre el mismo.
Los LASM tienen un tamafio adecuado para ser capaces de emigrar en o través del medio. Por lo tanto, los LASM
migrardn después a las colonias de analito diana y se unirdn a las copias en las colonias de analito diana. Esta unién
provocard que las colonias emitan un nivel superior de sefial marcadora que las 4reas circundantes en el medio, y
de hecho, las areas inmediatamente circundantes que bordean las colonias emitirdn una sefial marcadora debilitada.
El resultado neto serd la formaciéon de manchas “brillantes” rodeadas por halos “tenues” en el medio. En el caso
de que no haya analito diana presente en la muestra, entonces el medio mantendrd un nivel relativamente uniforme
de sefial de emisién marcadora, y apareceran como uniformemente “coloreado”. La deteccion de la unién de los
nucledtidos complementarios que contienen un fluoréforo a sus analitos diana respectivos también puede conseguirse
por fluorescencia resuelta en el tiempo como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.485.530, Lokowicz
et al. Si se desea, la muestra podria aplicarse al medio antes de la lisis celular, de modo que pudiera determinarse la
localizacién de la diana con respecto a los nucleétidos celulares, es decir, para determinar si la diana es intracelular o
extracelular. Si se desea, los LASM, asi como los otros reactivos necesarios para la amplificacién, podrian impregnarse
en un soporte sélido tal como membrana de nylon o tira de papel, y dejarse difundir en el medio colocando la membrana
en la parte superior del medio.

El ensayo puede completarse en varias horas después de inocular el medio con la muestra produciendo copias de
los analitos diana en el medio. Pueden ensayarse virus, bacterias, hongos, microplasma, protozoos o nucleétidos espe-
cificos presentes en cualquier tipo de célula o muestra usando la amplificacién de secuencia de nucleétidos especifica
y el método de deteccion de esta invencidn, y como se conoce el volumen de la muestra afiadida al medio, contando
la cantidad de colonias destacadas en el medio, se puede detectar la cantidad de analito diana por unidad de volumen
de la muestra, posibilitando de este modo la seguridad de un andlisis cuantitativo de la muestra para el analito diana.

Se inoculard una parte del medio con una muestra de control que no contienen nucleétidos diana conocidos, pero
estd tratada y preparada exactamente como la muestra conocida. Esta parte del medio servird como control negativo.
En el caso de que las colonias marcadas amplificadas se formen en el drea de control negativo del medio, puede
suponerse una contaminacion del medio o los reactivos de amplificacion o lisado, o todos, y los resultados del ensayo
quedan invalidados. Otra parte del medio también puede segregarse y usarse como control positivo aplicando una
muestra que contiene una cantidad conocida del analito o analitos diana en la misma cuando se realiza el ensayo. Si
el drea de control positivo del medio no logra tener la cantidad apropiada y tipo de colonias, entonces las etapas de
amplificacion y/o deteccién del ensayo no estan funcionando apropiadamente, y el ensayo queda invalidado.

Por lo tanto, un objeto de esta invencién es proporcionar un método que pueda usarse para ensayar una muestra
para la presencia o ausencia de un analito diana.

Otro objeto de esta invencién es proporcionar un método de la naturaleza descrita donde la muestra se coloca en
un medio que se combina con un material marcado especifico para el analito diana que puede migrar en el medio.

Un objeto adicional de esta invencidn es proporcionar un método de la naturaleza descrita donde el analito diana
es una secuencia o secuencias de nucledtidos clave derivadas de ARN o ADN de una forma de vida.

Un objeto adicional de esta invencién es proporcionar un método de la naturaleza descrita donde el analito diana
se detecta formando colonias amplificadas del mismo, y marcando de forma diferencial cualquier colonia amplificada
que se forme en el medio.

Estos y otros objetos y ventajas de la invencidn llegardn a ser mds facilmente evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada de la invencion cuando se consideran junto con los dibujos adjuntos, en los que:

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una vista esquemadtica de una mezcla especifica de analito diana marcado y medio de crecimiento
de acuerdo con esta invencidn,;
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las Figuras 2 y 3 son vistas esquemdticas similares a la Figura 1 pero que muestran la formacién de grados variables
de 4reas marcadas intensamente localizadas en la mezcla debido a la presencia del analito diana en la muestra que se
estd ensayando; y

la Figura 4 es un rastro pictografico de los niveles de intensidad de sefial que surgen de la muestra segiin se escanea
estd dltima por un instrumento automdtico de deteccion de sefales.

Ejemplo detallado para realizar la invencion

Con referencia ahora a la Figura 1, se muestra una vista esquematica de una seccién rectangular de un medio,
indicado generalmente por el nimero 2, que estd adaptado para realizar el método de esta invencion. El campo de
medio como se muestra en la Figura 1 estd uniformemente sombreado para indicar una emisién de sefial marcadora
uniformemente distribuida que se detectard por el ojo humano o por un instrumento de exploracién antes de que se
haya inoculado el medio con la muestra; o después de la introduccién e incubacién de la muestra, cuando no hay
analito diana presente en la muestra. El drea 3 en el medio 2 es un drea que no se expondrd a la muestra que se
estd ensayando, pero que contiene todos los reactivos usados en el ensayo, y por lo tanto sirve como drea de control
negativo. El drea de la Figura 5 es un drea que también contiene todos los reactivos usados en el ensayo. El drea 5 no se
expondra a la muestra, pero se expondrd a una solucién de control positivo que contiene una concentracién conocida
del analito diana. Las Figuras 2 y 3 son ilustrativas del cambio resultante en el patrén de emision en el medio 2 cuando
el analito diana estd presente en la muestra. La Figura 2 muestra el resultado de un nivel relativamente bajo de analito
diana en la muestra que producird una pluralidad de colonias marcadas mds elevadamente 4 rodeadas por halos 6 de
un marcador de nivel inferior en el medio 2. La Figura 3 muestra el resultado cuando hay un nivel relativamente alto
de analito diana en la muestra. Se observard a partir de las Figuras 2 y 3 que pueden contarse las colonias 4, y como el
volumen del in6culo de muestra y el tamafio del campo de medio 2 es conocido, puede obtenerse una concentracién
del analito diana por unidad de volumen siguiendo el procedimiento de esta invencién. También se observara a partir
de las Figuras 2 y 3 que el 4rea de control positivo 5 tendrd la misma cantidad de colonias independientemente de la
cantidad de colonias que se formen en el resto del medio 2.

La Figura 4 es un pictograma de la intensidad de emisién del marcador que se detectard por un instrumento de
auto-andlisis segun se realiza una exploracion lineal del medio. El rastro 8 representa el nivel de emisioén del medio
per se; los hundimientos 10 representan los niveles bajos de emisidn en los halos 6; y el pico 12 representa el alto nivel
de emision en las colonias 4.

A continuacién se proporcionan ejemplos de analitos diana especificos de un organismo sospechado que pueden
detectarse utilizando la técnica de esta invencidn, y reactivos para su uso en la deteccion de cada analito diana.

Ejemplo 1

Un organismo que puede detectarse y cuantificarse usando la técnica de esta invencion es el virus VIH-1. Un
gen de analito diana para detectar VIH-1 es la polimerasa viral, cuya funcién es la replicacién del genoma viral. (Se
observa que el gen de la polimerasa es sélo uno de los varios genes de VIH-1 que podrian detectarse con este método.
De hecho, un protocolo que cuantifique simultineamente las concentraciones de dos genes de VIH-1, por ejemplo,
tanto la polimerasa como la proteasa, seria susceptible de muy pocos resultados positivos falsos ya que la proporcién
polimerasa a proteasa serd relativamente constante.) Un cebador directo que puede usarse para amplificar el gen de la
polimerasa viral usando PCR es:

GCACTTTAAATTTTCCCATTAGTCC;
y un cebador inverso es:
CCTGCGGGATGTGGTATTCC.

Si se usa un LASM diferente, serd complementario a alguna regién entre los cebadores y directo o inverso men-
cionados anteriormente. La secuencia de nucleétidos complementaria puede unirse covalentemente a fluoréforo que
proporcionara la sefial de emisién necesaria. En este caso el LASM debe carecer de un grupo hidroxilo en la posi-
cién 3’ del nucledtido en el extremo 3’ del oligonucledtido para inhibir la amplificacion del producto resultante de
la hibridacién de un LASM con otro. Sino no se usa un LASM diferente, entonces el fluor6foro se unird al extremo
5’ de uno o ambos cebadores oligonucleotidicos usados para PCR o a uno o més de las uniones entre nucledsidos.
Todos los cebadores y LASM deben carecer un grupo hidroxilo en la posicién 3’ del nucleétido en el extremo 3’ del
oligonucledtido para inhibir la amplificacién del producto resultante de la hibridacién de un LASM con otro. El medio
adecuado incluye geles de acrilamida que contienen acrilamida del 2,5 al 5,0%, y bisacrilamida entre el 0,025 y el
2,5%; o agarosa al 0,5%; y geles de agarosa convencionales y de bajo punto de fusién que contienen agarosa del 0,75
al 1,5%. Como se ha indicado anteriormente, la técnica de esta invencion estd optimizada para usar composiciones de
medios con porcentajes bajos de gel, por ejemplo de aproximadamente el 4 al 5% para un gel de acrilamida y del 2%
0 menos para agarosa.

Puede prepararse un medio impregnado con los reactivos de PCR apropiados del siguiente modo. Se preparan 100
ml de solucién de lavado compuesta por Tris 20 mM, que tiene un pH de aproximadamente 8,0, en EDTA 50 mM; y
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10 ml de solucién de almacenamiento compuesta por Tris 2 mM, que tiene un pH de aproximadamente 8,0, en EDTA
0,5 mM. EI gel se sumerge en 5 ml de la solucién de lavado durante aproximadamente 15 minutos a temperatura
ambiente. Esta etapa se repite 5 veces en solucién de lavado reciente. El gel después se sumerge en 5 ml de la solucién
de almacenamiento que contiene los cebadores de PCR, enzimas y dNTP, y similares.

Para la amplificacion por el método de SDA, se usaran cebadores relacionados que contienen los sitios de restric-
cién apropiados. Por ejemplo, un cebador directo que puede usarse para amplificar el gen de la polimerasa viral por
SDA es:

TTGAATAGTCGGTTACTTGTTGACACTCGGCACTTTAAAT;
y un cebador inverso es:
ACCGACTATTGTTGACACTGCCTGCGGGATGTGGTATTCC.

Si se usa un LASM diferente, serd complementario a alguna regién entre los cebadores directo o inverso mencio-
nados anteriormente. El LASM basado en oligonucledtido no debe ser complementario al cebador directo o inverso,
pero debe se complementaria una parte de la molécula diana. Esta accién concentrard especificamente el agente detec-
table en la colonia molecular, y no en los cebadores que pueden distribuirse libremente en todo el medio. La secuencia
de nucleétidos complementaria puede unirse covalentemente a uno o mds fluoréforos que proporcionaran la sefial o
seflales de emision necesarias. Si no se usa un LASM diferente, entonces el fluor6foro se unird al extremo 3’ de uno o
ambos cebadores oligonucleotidicos usados para SDA, o0 a uno o més de las uniones entre nucleésidos.

Puede prepararse un medio impregnado con los reactivos de SDA apropiados del siguiente modo. Se prepara una
solucién de lavado de 100 ml compuesta por fosfato potiasico 50 mM, que tiene un pH de aproximadamente 7,4 y
MgCl2 6 mM; y una solucién de almacenamiento de 10 ml compuesta por la solucién de lavado mds los cebadores de
SDA, un enzima de restriccion apropiada, exo-polimerasa Klenow y dNTP. El gel se sumerge en 5 ml de la solucién
de lavado durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. Esta etapa se repite 5 veces en solucién de
lavado reciente. El gel después se sumerge en 5 ml de la solucién de almacenamiento.

Un LASM puede prepararse del siguiente modo. Para un marcador de colorante isotiocianato, las cadenas de las
secuencias de nucledtidos complementarias contendrdn una o mds bases modificadas que llevan una amina primaria
unida. La cadena a marcar se disuelve en bicarbonato sédico 0,1 M que tiene un pH de 9,0, y el colorante isotio-
cianato se disuelve en DMF seca a una concentracion de 10 mg/ml. La solucién colorante después se afiade gota
a la solucién de la secuencia de nucledtidos complementaria con agitacién y la reaccidon se incuba a temperatura
ambiente durante 12 horas. El colorante libre después se retira por filtracién en gel y el conjugado de colorante-
secuencia de nucle6tidos complementaria se purifica por electroforesis en gel o HPLC. Para un marcador de colo-
rante de éster de succinimidilo, la secuencia de nucle6tidos complementaria a marcar se disuelve en fosfato sédico
0,1 M que tiene un pH de 8,0, y la reaccién de conjugacion de la secuencia de nucledtidos complementaria-marca-
dor se realiza a 4°C para minimizar la hidrdlisis del marcador de éster de succinimidilo. Pueden prepararse diver-
sos ADN marcados con colorante directamente por sintesis quimica y se usa ampliamente para la secuenciacién del
ADN.

El analito diana puede incluirse en el medio de la siguiente manera. Se prepara una suspension de aproximadamente
2,5 x 107 células a partir de un homogeneizado o cultivo tisular, y se lava minuciosamente en medio de cultivo tisular
(sin suero de ternera fetal) o solucién salina isoténica. Después se centrifuga la mezcla a 2.000 g durante 20 minutos
a 4°C, se retira el sobrenadante, y se drena minuciosamente el sedimento que contiene dcido nucleico. Las células se
resuspenden en 5 ml de Tris 50 mM (pH 8,0) y EDTA 50 mM y se congelan a -20°C. A la solucién congelada se
afiaden 0,5 ml de solucién de lisozima (10 mg/ml de lisozima en Tris 0,25 M (pH 8,0)) y la mezcla se incuba a 4°C
durante 45 minutos. Se afiade un mililitro de solucién STEP (dodecil sulfato sédico al 0,5%, Tris 50 mM (pH 7,5),
EDTA 0,4 M, 1 mg/ml de Proteinasa K (afiadida inmediatamente antes del uso) y la solucién se incuba a 50°C durante
una hora. Se afaden seis mililitros de fenol tamponado y la emulsion se centrifuga a 1.000 g durante 15 minutos. La
capa superior que contiene acido nucleico se transfiere a un tubo diferente y se afiaden 0,1 volimenes de acetato sédico
3 My 2 volimenes de etanol absoluto. El precipitado, que contiene ADN y ARN se vuelve a disolver en 5 ml de Tris
50 mM (pH 7,5) y EDTA 1 mM. Si s6lo se desea el ADN celular, pueden afiadirse 200 g de ARNasa A. El 4cido
nucleico puede aplicarse directamente al medio, o puede tratarse primero con una enzima de restriccién o romperse
con una aguja para reducir su tamafio medio.

La reaccion de PCR para amplificar el analito diana puede realizarse del siguiente modo. El gel, la muestra, la
mezcla de PCR y LASM se calientan a 95°C durante 3 minutos, y después se hacen 30 ciclos de calentamiento a
95°C durante 45 segundos, hibridacién a 55°C durante 90 segundos, y extension a 72°C durante 1 minuto por cada
750 nucledtidos. Por ejemplo, si se estd amplificando una diana que tiene 750 nucledtidos de longitud, se podria dejar
que la reaccion de extension transcurriera durante 1 minuto; y por otro lado, si la diana fuera de 375 nucleétidos de
longitud, se podria dejar que la extension transcurriera durante 30 segundos. La reaccién se finaliza con una extension
de 10 minutos a 72°C. Después se examina el medio para determinar la presencia o ausencia de colonias de analito
diana en el medio.
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La reaccién de SDA para amplificar el analito diana puede realizarse del siguiente modo. El gel, la muestra, la
mezcla de SDA y LASM se incuban a 37°C entre treinta minutos y cuatro horas. Después se examina el medio para
determinar la presencia o ausencia de colonias de analito diana en el medio.

Ejemplo 2

Otro analito diana que puede detectarse y cuantificarse usando la técnica de esta invencién es M. tuberculosis. El
gen diana para detectar M. tuberculosis es inhA cuya funcién es la biosintesis de dcidos grasos. El cebador directo
para la amplificacién de inhA por PCR es:

ACCCAATCGAATTGCCACACCCCG;
y el cebador inverso es:
GGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGG.

Estos cebadores amplificardn una regién de 279 pares de bases en el gen inhA en M. tuberculosis. Si se usa un
LASM diferente, serd complementario a alguna regién entre los cebadores directo o inverso mencionados anterior-
mente. El LASM basado en oligonucleétido no debe ser complementario a ninguno de los cebadores directo o inverso,
pero debe ser complementario a una parte de la molécula diana. Esta accion concentrara especificamente el agente
detectable en la colonia molecular, y no en los cebadores que pueden distribuirse libremente en todo el medio. Los
procedimientos de preparacién del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos en el Ejemplo 1, ya que
es el procedimiento de introduccién.

Para la amplificacién del gen inhA por SDA, un cebador directo es:
AGTCGGTTACTTGTTGACACTCGACCCAATCGAATTGCCA,;

y el cebador inverso es:
ACCGACTATTGTTGACACTGCGCGAGGCCGGCAAGTACGG.

Si se usa un LASM diferente, serd complementario a alguna regién entre los cebadores directo o inverso menciona-
dos anteriormente. Los procedimientos de preparacién del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos
en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento de introduccién.

Ejemplo 3

Un organismo adicional que puede detectarse cuantificarse usando la técnica de la esta invencion es M. tuberculosis
resistente a INH. El gen del analito diana para detectar M. tuberculosis resistente a INH es inhA mutante cuya funcién
es la biosintesis de dcidos grasos. El cebador directo para la amplificacién del gen inhA mutante por PCR es:

ACCCAATCGAATTGCCACACCCCG;
y el cebador inverso es:
GCCGATCGATGAACCCCGGAGGTTCC.

Estos cebadores amplificaron una region de 159 pares de bases del gen inhA mutante en M. tuberculosis resisten-
te a INH. Si se usa un LASM diferente, serd complementario a alguna region entre los cebadores directo o inverso
mencionados anteriormente. El LASM basado en oligonucleétido no debe ser complementario a ninguno de los ce-
badores directo o inverso, pero debe ser complementario a una parte de la molécula diana. Esta accién concentrard
especificamente el agente detectable en la colonia molecular, y no en los cebadores que pueden distribuirse libremente
en todo el medio. Los procedimientos de preparacion del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos
en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento de introduccién.

Para la amplificacién del gen inhA mutante por SDA, un cebador directo es:
AGTCGGTTACTTGTTGACACACCCAATCGAATTGCCACAC;

y el cebador inverso es:
ACCGACTATTGTTGACACTGCGATGAACCCCGGAGGTTCC.

Si se usa una LASM diferente, serd complementario a alguna region entre los cebadores directo o inverso mencio-

nados anteriormente. Los procedimientos de preparacion del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos
en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento de introduccién.
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Ejemplo 4

Un organismo adicional que puede detectarse y cuantificarse usando la técnica de esta invencién es HBV. El gen
diana para detectar HBV es el gen pX cuya funcién es la transcripcion. El cebador directo para la amplificacion del
gen pX por PCR es:

GGTGAAGCGAAGTGCACACGGACCGGC;
y el cebador inverso es:
GCTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGG.

Estos cebadores amplificardn una region de 196 pares de bases del gen pX en HBV. Si se usa un LASM diferente,
serd complementario a alguna regioén entre los cebadores directo e inverso mencionados anteriormente. EI LASM
basado en oligonucleétido no debe ser complementario a ninguno de los cebadores directo o inverso, pero debe ser
complementario a una parte de la molécula diana. Esta accidn concentrard especificamente el agente detectable en la
colonia molecular, y no en los cebadores que pueden distribuirse libremente en todo el medio. Los procedimientos de
preparacién del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento
de introduccién.

Para la amplificacién del gen pX de HBV por SDA, un cebador directo es:
AGTCGGTTACTTGTTGACACGGTGAAGCGAAGTGCACACG;
y un cebador inverso es:
ACCGACTATTGTTGACACTGGCTGGGGGAGGAGATTAG.

Si se usa una LASM diferente, serd complementario a alguna region entre los cebadores directo o inverso mencio-
nados anteriormente. Los procedimientos de preparacién del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos
en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento de introduccidn.

Ejemplo 5

Otro organismo que puede detectarse cuantificarse usando la técnica de esta invencion es Preumocystis carinii.
El gen del analito diana para detectar Pneumocystis carinii es el ARNr mitocondrial cuya funcién es la sintesis de
proteinas. El cebador directo para la amplificacién del gen del ARNr mitocondrial de Prneumocystis carinii es:

GATGGCTGTTTCCAAGCCCA;
y el cebador inverso es:
GTGTACGTTGCAAAGTACTC.

Estos cebadores amplificaron una regién de 344 pares de bases del gen del ARNr mitocondrial en Pneumocystis
carinii. Si se usa un LASM diferente, serd complementario a alguna region entre los cebadores directo o inverso men-
cionados anteriormente. El LASM basado en oligonucleétido no debe ser complementario a ninguno de los cebadores
directo o inverso, pero debe ser complementario a una parte de la molécula diana. Esta accién concentrard especi-
ficamente el agente detectable en la colonia molecular, y no en los cebadores que pueden distribuirse libremente en
todo el medio. Los procedimientos de preparacion del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos en el
Ejemplo 1, ya que es el procedimiento de introduccién.

Para la amplificacién del gen del ARNr mitocondrial de Pneumocystis carinii por SDA, un cebador directo es:
AGTCGGTTACTTGTTGACACGATGGCTGTTTCCAAGCCCA;

y el cebador inverso es:
ACGTGTACGTTGCAAAGTACGTGTACGTTGCAAAGTACTC.

Si se usa un LASM diferente, serd complementario a alguna regién entre los cebadores directo o inverso menciona-

dos anteriormente. Los procedimientos de preparacion del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos
en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento de introduccién.
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Ejemplo 6

Un organismo adicional que puede detectarse y cuantificarse usando la técnica de esta invencion es S. aureus
resistente a meticilina. El gen del analito diana para detectar S. aureus resistente a meticilina es mecA que es una
proteina de unién a penicilina. El cebador directo para amplificar el gen mecA por PCR es:

AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC,;
y el cebador inverso es:
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC.

Estos cebadores amplificardn una regién de 533 pares de bases del gen mecA. Si se usa un LASM diferente,
serd complementario a alguna regién entre los cebadores directo o inverso mencionados anteriormente. El LASM
basado en oligonucleétido no debe ser complementario a ninguno de los cebadores directo o inverso, pero debe ser
complementario a una parte de la molécula diana. Esta accién concentra especificamente el agente detectable en la
colonia molecular, y no en los cebadores que pueden distribuirse libremente en todo el medio. Los procedimientos de
preparacién del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento
de introduccién.

Para amplificacion del gen mecA por SDA, un cebador directo es:
AGTCGGTTACTTGTTGACACAAAATCGATGGTAAAGGTTG;

y el cebador inverso es:
GCTGGGGGAGGAGATTAGACAGTTCTGCAGTACCGGATTT.

Si se usa un LASM diferente, serd complementario a alguna regién entre los cebadores directo o inverso menciona-
dos anteriormente. Los procedimientos de preparacién del medio y LASM son esencialmente iguales a los expuestos
en el Ejemplo 1, ya que es el procedimiento de introduccién.

Se apreciard que si se usa un LASM diferente, puede ser complementario a cualquier regién entre los cebadores
directo e inverso. Las muestras que pueden analizarse por medio de esta invencion incluyen tejido, sangre, fluidos
biolégicos tales como esputo para analitos diana respiratorios, deposiciones para analitos diana intestinales. Puede
detectarse esencialmente la presencia o ausencia, y la cuantificacion de cualquier forma de vida, incluyendo, aunque sin
limitacién, protozoos, bacterias, virus, hongos, y similares, en esencialmente cualquier muestra usando la tecnologia
de esta invencién. Asimismo, pueden detectarse y cuantificarse diversas formas de vida, tales como virus y bacterias,
por nombrar dos, en un Unico ensayo que se realiza en una muestra comtn siguiendo los preceptos de esta invencion.
Por tanto, pueden determinarse diferentes causas de enfermedad respiratoria, diarrea, enfermedad genital y muchas
otras enfermedades en tinico ensayo usando el procedimiento de esta invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la presencia o ausencia de uno o mds analitos diana de secuencia de nucledtidos,
mencionados a partir de ahora como “analitos diana”, en una muestra, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) proporcionar una muestra a analizar;

(b) proporcionar un medio de ensayo adecuado para la introduccién de la muestra, conteniendo dicho medio de
ensayo materiales de amplificacion especificos para el analito diana que estan esencialmente distribuidos homogénea-
mente en todo dicho medio;

(c) liberar cualquiera de dichos analitos diana de los organismos diana que pueden estar contenidos en la muestra;

(d) hacer reaccionar cualquier analito diana liberado con dicho material de amplificacion del analito diana en dicho
medio para formar colonias amplificadas esencialmente inméviles de dicho analito diana en dicho medio; y

(e) hacer reaccionar cualquier analito diana liberado con un material que estd sustancialmente distribuido homo-
géneamente en todo dicho medio de ensayo y que puede migrar a través de dicho medio de ensayo, siendo funcional
dicho material para unirse con unidades de analito diana amplificado en cualquier colonia de analito diana formada en
dicho medio para destacar dichas colonias de analito diana de lo que queda de dicho medio y siendo dicho material un
material especifico de analito marcado (LASM) para destacar de forma diferencial cualquier colonia de analito diana
amplificado o un agente intercalante que pueda intercalarse en dicho analito diana;

caracterizado porque dicho medio define un campo de medio y proporciona una primera area que es una parte de
dicho campo de medio como drea de control negativo en la que se introduce una muestra que no contiene nucleétidos
diana y/o proporciona una segunda drea que es una parte de dicho campo de medio como 4rea de control positivo en
la que se introduce una muestra de control que contiene una cantidad conocida del analito diana.

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende la etapa de determinar el porcentaje de colonias amplificadas
de secuencias de dcido nucleico en la muestra y/o el porcentaje de organismos o células lisados in sifu en la muestra
que contiene dicho analito diana.

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho material es suficientemente mévil en dicho medio para
ser capaz de formar 4reas de colonias de analito diana marcadas con alta intensidad en dicho medio, estando rodeadas
dichas 4reas por zonas marcadas con una intensidad inferior en dicho medio.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho LASM es una secuencia de nucleétidos
especifica de un analito diana artificial que es complementario a dicho analito diana.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos reactivos de amplificacion son reactivos
de reaccion en cadena de la polimerasa.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos reactivos de amplificacién son reactivos
de amplificacién por desplazamiento de cadena.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que hay mas de un LASM, y dichos LASM son
funcionales para destacar de forma diferencial cualquier colonia de analito diana amplificado que pueda formarse en
dicho medio por lo que serd distinguible cualquier colonia de uno de los analitos diana de cualquier colonia de otro
analito diana que se forme en el medio.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha muestra tiene un volumen fijado y en el
que la cantidad de colonias de analito diana amplificado destacadas se cuenta para obtener un analito diana por unidad
de volumen de concentracién de muestra.

9. El método de la reivindicaciéon 8 que comprende la etapa de determinar el porcentaje de colonias amplificadas

de secuencias de acido nucleico en la muestra y/o el porcentaje de organismos o células lisados in sifu que contienen
dicho analito diana en la muestra.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

@

(i)

(iii)
(iv)

)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

SOLICITANTE:
(A) Levine, Robert A.;
(B) Wardlaw, Stephen C.:

TITULO DE LA INVENCION: Deteccién y Cuantificacién de Analitos Diana de una o més Secuencias de
Nucleétidos en una Muestra Usando Replicaciéon de Analito Diana Localizada Espacialmente

NUMERO DE SECUENCIAS: 24

DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: William W. Jones
(B) CALLE: 6 Juniper Lane
(C) CIUDAD: Madison
(D) ESTADO: CT
(E) PAIS: EEUU
(F) CODIGO POSTAL: 06433
FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: disquete
(B) ORDENADOR: Macintosh Performa 637CD
(C) SISTEMA OPERATIVO: Macintosh 7.5
(D) SOFTWARE: ClarisWorks 2.1

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: 08/841.267
(B) FECHA DE PRESENTACION: 29 de abril de 1997
(C) CLASIFICACION: Clase 435

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR: N/A

INFORMACION DEL MANDATARIO/AGENTE:
(A) NOMBRE: William W. Jones.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 24.607
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: UFB-001

INFORMACION TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: (203) 245-2418
(B) FAX: (203) 245-9294

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° I:

®

(ii)
(iii)
(iv)
(vi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
HIPOTETICA: no

ANTISENTIDO: no

FUENTE ORIGINAL:
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(A) ORGANISMO: viral

(B) CEPA: VIH-1

(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen de la polimerasa
POSICION EN EL GENOMA:

(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

GCACTTTAAATTTTCCCATT AGT CC

(3) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 2;

®

(i)

(iii)

(iv)
(vi)

(viii)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIPCION: ADN genémico

HIPOTETICA: no
ANTISENTIDO: no

FUENTE ORIGINAL.:

(A) ORGANISMO: viral

(B) CEPA: VIH-1

(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen de la polimerasa
POSICION EN EL GENOMA:

(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

CCTGCGGGAT GTGGTATTCC

(4) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 3;

®

(i)
(iii)
(iv)
(vi)

(viii)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
HIPOTETICA: no
ANTISENTIDO: no

FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: viral
(B) CEPA: VIH-1
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen de la polimerasa

POSICION EN EL GENOMA:
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(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

TTGAATAGTC GGTTACTTGT TGACACTCGG CACTTTAAAT

(5) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 4;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: viral
(B) CEPA: VIH-1
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen de la polimerasa

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
ACCGACTATT GTTGACACTG CCTGCGGGAT GTGGTATTCC

(6) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 5;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

ACCCAATCGA ATTGCCACAC CCC G
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(7) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 6;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

10

15

20

25

GGCGCGCGAG GCCGGCAAGT ACG G

30 2
(8) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 7,

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN gendémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

35

40

45

50

55

AGTCGGTTAC TTGTTGACAC TCGACCCAAT CGAATTGCCA

60 (9) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 8;

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
65 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
ACCGACTATT GTTGACACTG CGCGAGGCCG GCAAGTACGG

(10) INFORMACION PARA LA SEC ID N°9;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis resistente a INH
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
ACCCAATCGA ATTGCCACAC CCC G

(11) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 10;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL:
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(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis resistente a INH
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA mutante

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
GCCGATCGAT GAACCCCGGA GGT TCC

(12) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 11;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iti) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis resistente a INH
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA mutante

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
AGTCGGTTAC TTGTTGACAC ACCCAATCGA ATTGCCACAC

(13) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 12;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: bacilo M. tuberculosis resistente a INH
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen inhA mutante

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
ACCGACTATT GTTGACACTG CGATGAACCC CGGAGGTTCC

(14) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 13;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iti) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: viral
(B) CEPA: HBV
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen pX

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
GGTGAAGCGA AGTGCACACG GAC CGG C

(15) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 14;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: viral
(B) CEPA: HBV
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen pX

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
GCTGGGGGAG GAGATTAGGT TAA AGG

(16) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 15;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN gen6émico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: viral
(B) CEPA: HBV
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen pX
(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
AGTCGGTTAC TTGTTGACAC GGTGAAGCGA AGTGCACACG

(17) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 16;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 38 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN gendémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: viral
(B) CEPA: HBV
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen pX

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
ACCGACTATT GTTGACACTG GCTGGGGGAG GAG ATT AG

(18) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 17;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
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(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: protozoo
(B) CEPA: Pneumocystis carinii
(C) AISLADO INDIVIDUAL: ARNr mitocondrial

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
GATGGCTGTT TCCAAGCCCA

(19) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 18;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN gendémico

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: protozoo
(B) CEPA: Pneumocystis carinii
(C) AISLADO INDIVIDUAL: ARNr mitocondrial

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:
GTGTACGTTG CAAAGTACTC

(20) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 19;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: protozoo
(B) CEPA: Pneumocystis carinii
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(C) AISLADO INDIVIDUAL: ARNr mitocondrial
(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

AGTCGGTTAC TTGTTGACAC GATGGCTGTT TCCAAGCCCA

10 .
(21) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 20;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN gendémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: protozoo
(B) CEPA: Pneumocystis carinii
(C) AISLADO INDIVIDUAL: ARNr mitocondrial
(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

15

20

25

30

35

ACGTGTACGT TGCAAAGTAC GTGTACGTTG CAAAGTACTC

40" (22) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 21;

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
30 (ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iti) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: S. aureus resistente a meticilina
60 (C) AISLADO INDIVIDUAL: gen mecA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

65 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

45

55

AAAATCGATG GTAAAGGTTG GC

10
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(23) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 22;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: S. aureus resistente a meticilina
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen mecA
(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

10

15

20

25

AGTTCTGCAG TACCGGATTT GC

30 2
(24) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 23;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN gendémico

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: S. aureus resistente a meticilina
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen mecA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:

(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador directo

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

35

40

45

50

55

AGTCGGTTAC TTGTTGACAC AAAATCGATG GTAAAGGTTG

60 (25) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 24;

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
65 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla

11
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTISENTIDO: no

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: bacteriano
(B) CEPA: S. aureus resistente a meticilina
(C) AISLADO INDIVIDUAL: gen mecA

(viii) POSICION EN EL GENOMA:
(A) SEGMENTO CROMOSOMICO: cebador inverso

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

GCTGGGGGAG GAGATTAGAC AGTTCTGCAG TACCGGATTT

12
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