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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccion

[0001] La presente invencion se refiere a la deteccion de bacterias resistentes a los antibiéticos, en particular bacterias
resistentes a los antibiéticos de polipéptidos catidnicos ciclicos.

[0002] La tendencia creciente en la resistencia a los antibidticos continia amenazando la salud mundial debido a la
limitada oferta de nuevos antibidticos. La resistencia a multiples farmacos en bacterias gram-negativas es de especial
preocupacion, ya que puede estar asociada, en aislados unicos, con la resistencia a las tres clases principales de
antibidticos que son (i) las B-lactamas con B-lactamasas de espectro extendido codificadas por plasmidos (ESBL) que
hidrolizan cefalosporinas y con carbapenemasas que hidrolizan adicionalmente carbapenémicos, (ii) los
aminoglucosidos con metilasas de ARNr 16S que modifican su diana celular y confieren resistencia a los pan-
aminoglucosidos, (iii) las fluoroquinolonas en su mayoria con mutaciones de topoisomerasas. Debido a la escasez de
antibiodticos restantes para el tratamiento de infecciones, los antibidticos de polipéptidos catidnicos ciclicos (por
ejemplo, las polimixinas, tales como la colistina y la polimixina B) se han convertido en el Ultimo recurso en particular
para el tratamiento de infecciones debidas a Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos. Ademas, estas
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos son cada vez mas prevalentes en todo el mundo, lo que lleva a un
mayor uso de polimixinas como tratamiento de primera linea para infecciones altamente invasivas (por ejemplo,
bacteriemia) en paises "endémicos". Por ejemplo, segun la Red europea de vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos (EARS-Net), la prevalencia de Klebsiella pneumoniae resistente a los carbapenémicos aislada de
cultivo de sangre alcanz6 el 35% en Italia y el 63% en Grecia en 2015 en comparacion con el 1,3% y el 43,5% en
2009, respectivamente. Desafortunadamente, este aumento de la resistencia a los carbapenémicos en
Enterobacteriaceae, que llevd a un mayor uso de polimixinas, esta fuertemente correlacionado con una mayor
resistencia a las polimixinas.

[0003] La resistencia adquirida a la colistina en Enterobacteriaceae resulta mayormente de la modificacion de la diana
de polimixina, el lipopolisacarido. El lipopolisacarido (LPS), compuesto por el antigeno O, el nucleo de oligosacarido y
el lipido A, es el principal glicolipido de superficie ubicado en la membrana externa de las bacterias gram-
negativas. Las polimixinas (por ejemplo, colistina, polimixina B y polimixina M) son antibiéticos, con una estructura
general que tiene un péptido ciclico con una cola hidréfoba. Alteran la estructura de la membrana celular bacteriana
al interactuar con sus fosfolipidos. Después de unirse al lipopolisacarido (LPS) en la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas, las polimixinas alteran tanto la membrana externa como la interna. La cola hidréfoba es
importante en provocar dafo a la membrana, lo que sugiere un modo de acciéon similar al de un detergente.

[0004] La adicion de fosfoetanolamina, grupos catiénicos de 4-amino-L-arabinosa o ambos al lipopolisacarido (por
ejemplo, al lipido A) disminuye la unién del antibidtico de péptido catidnico ciclico (por ejemplo, polimixina) a la
membrana externa bacteriana. La adicion de estos grupos puede deberse a mecanismos codificados por cromosomas
(por ejemplo, mutaciones en los sistemas de dos componentes PmrAB o PhoPQ o alteraciones del gen mgrB). Tal
alteracion conduce a una menor carga negativa de la membrana externa de la bacteria, lo que conduce a una
interaccion reducida de esta membrana con un antibiético de péptido catidnico ciclico (por ejemplo, polimixina). Un
informe reciente revel6 que la adicién de fosfoetanolamina también puede estar mediada por plasmidos a través del
gen mcr-1, que confiere la primera resistencia conocida codificada por plasmido a la colistina en aislados de humanos
y animales. Mas recientemente, el gen mcr-1 se identificé en varias cadenas principales de plasmidos, principalmente
en Escherichia coli. Por tanto, existe una necesidad urgente de una prueba que permita la deteccion rapida de la
resistencia a la polimixina en bacterias (por ejemplo, Enterobacteriaceae) y que pueda contribuir a su contencion.

[0005] La técnica de referencia estandar para la determinacién de la susceptibilidad a polimixinas es la microdilucién
en caldo, que requiere una atencion fastidiosa y un largo tiempo (24 h) para la realizacién. Se han propuesto otras
técnicas para determinar la susceptibilidad a las polimixinas (difusiéon en disco y Etest), pero requieren de 18 a 24
horas para obtener resultados. Debido a la mala difusion de las moléculas de polimixina en agar, las tasas de falsa
susceptibilidad son altas (hasta el 32%).

[0006] También se ha utilizado una prueba bioquimica (la prueba rapida NP de polimixina) que detecta el crecimiento
bacteriano en presencia de una concentracion definida de una polimixina. En esta prueba colorimétrica, la deteccién
(o ausencia) del crecimiento bacteriano se basa en el metabolismo de los carbohidratos. La formacién de acido
asociada con el metabolismo de carbohidratos en Enterobacteriaceae se puede observar a través del cambio de color
de un indicador de pH. La interpretacion de los resultados de esta prueba es subjetiva, lo que genera problemas de
reproducibilidad y requiere mas vigilancia por parte de los técnicos de laboratorio, lo que genera errores de lectura. Si
bien es una mejora con respecto a otros procedimientos convencionales, esta prueba bioquimica puede tardar hasta
2 horas en producir un resultado.

[0007] Debido a la variedad de genes que pueden estar involucrados en la resistencia a antibidticos de péptifod
catiodnicos ciclicos (por ejemplo, polimixina) (por ejemplo, genes similares a mcr codificados por plasmidos, tales como
mcr-1'y mcr-2, comparten solo el 79% de identidad; y los genes codificados por el cromosoma relacionados con la
resistencia a la polimixina son numerosos), el uso de herramientas de biologia molecular (por ejemplo, amplificacién
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y secuenciacion de genes diana) para la deteccion de bacterias resistentes a la polimixina no es fiable. Para los genes
codificados por cromosomas asociados con la resistencia a la polimixina, las modificaciones génicas (alteraciones,
mutaciones por deleciones) implicadas tampoco se describen ni caracterizan sistematicamente. En cuanto a la
resistencia codificada por plasmidos, se conocen cinco familias de genes mcr en Enterobacteriaceae. MCR-2, MCR-
3, MCR-4 y MCR-5 comparten solo el 81%, 34%, 33% y 31% de identidad de aminoacidos con MCR-1,
respectivamente. Esta diversidad conduciria inevitablemente a un fallo en la deteccién sistematica de la resistencia a
la polimixina cuando depende de la utilizacién de herramientas de biologia molecular disponibles dedicadas a la
deteccion de mer-1 y/o mer-2.

[0008] Otros enfoques convencionales han empleado el uso de espectrometria de masas (EM). De hecho, la EM se
ha convertido en una técnica estandar disponible en la mayoria de los laboratorios clinicos. Los sistemas "Bioyper" de
Bruker y los sistemas "VITEK-MS" de bioMerieux son ejemplos de sistemas de espectrometria de masas estandar y
se han utilizado para la identificacion de bacterias segun el perfil del espectro de masas obtenido mediante
espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizacion por desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF
MS). El sistema permite la discriminacion de bacterias basada principalmente en proteinas. De hecho, todas las
aplicaciones de diagndstico actuales con EM se basan en el perfil de proteinas. Esto se debe a que las proteinas se
pueden ionizar mas facilmente que las moléculas hidréfobas y fuertemente hidrofilas, tales como los lipidos y los
polisacaridos, respectivamente. Por lo tanto, el analisis de LPS y la modificacion de la composicion de LPS en
bacterias, que tiene lugar durante la resistencia al altibiético de péptidos catidnicos ciclicos (por ejemplo, polimixina) a
través de MALDI-TOF MS, son un desafio.

[0009] Recientemente, esta tecnologia también se ha desarrollado para detectar los mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos (por ejemplo, al antibiético de B-lactama) mediante la deteccion de la presencia o ausencia de algunas
B-lactamasas (por ejemplo ESBL o carbapenemasa). Aqui, la degradacion (es decir, la hidrélisis) de la B-lactama es
seguida por el analisis de EM para generar un espectro de masas: la ausencia del pico correspondiente a la 3-lactama
nativa indica resistencia antimicrobiana a los antibidticos de B-lactama. Sin embargo, en el caso de la polimixina, la
resistencia no se debe a las modificaciones o la destruccion del antibidtico en si; por lo tanto, la estrategia para detectar
la modificacién o destrucciéon de la polimixina utilizando MALDI-TOF MS para detectar bacterias resistentes a la
polimixina no es aplicable.

[0010] Hasta la fecha, el uso de procedimientos basados en la espectrometria de masas (por ejemplo, MALDI-TOF
MS) en la deteccion de lipido A y lipido A modificado ha requerido la purificacion de la molécula real (lipido A) a partir
de grandes cantidades de cultivo (por ejemplo desde 500 ml hasta varios litros). El procedimiento global tarda
aproximadamente de 2 a 3 semanas, lo que no es compatible con el analisis clinico. Por tanto, los procedimientos
convencionales son costosos y/o consumen mucho tiempo y/o son ineficaces para la deteccion de bacterias resistentes
a antibidticos de polipéptidos cationicos ciclicos (por ejemplo, polimixina) en una muestra y requieren una cantidad
significativa de mano de obra especializada y equipo costoso. Ningun procedimiento actual basado en EM es
adecuado para detectar bacterias resistentes a antibiéticos de polipéptidos catidnicos ciclicos (por ejemplo, polimixina)
en una muestra cruda que comprenda bacterias intactas.

[0011] Arroyo et al. (Antimicrobial agents and chemotherapy, 2011, 55, 8, pag. 3743-3751) describe que el operdn
pmrCAB media la resistencia a la polimixina en Acinetobacter baumannii ATCC 17978 y aislados clinicos a través de
la modificacion con fosfoetanolamina del lipido A. Tran et al. (Journal of Biological Chemistry, 2004, 279, 53, pag.
55780-55791) describe la escision periplasmica y la codificacion del grupo 1-fosfato del lipido A de Helicobacter pylori.
Pendela et al. (Rapid Communications in Mass Spectrometry, 2009, 23, 12, pag. 1856-1862) describe la
caracterizacion de sustancias relacionadas con la dihidroestreptomicina mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas con trampa de iones. Pelletier y col. (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2013, 57, 10,
p. 4831-4840) describe modificaciones estructurales en el lipopolisacarido de cepas de Acinetobacter baumannii
resistentes a la colistina. Qureshi et al. (Clinical Infectious Diseases, 2015, 60, 9, pag. 1295-1303) describe
Acinetobacter baumannii resistente a la colistina. Park et al. (Clinical Microbiology and Infection, 2015, 21, 8, pag.
765.e1-7) describe que el analisis transcriptomico de cepas aisladas susceptibles y resistentes a la colistina identifica
genes asociados con la resistencia a la colistina en Acinetobacter baumannii. EI documento US 2012/197535A1
describe procedimientos para identificar bacterias.

[0012] La presente invencion resuelve al menos un (por ejemplo, mas de uno) de los problemas mencionados
anteriormente, al permitir la deteccidon de bacterias resistentes a antibidticos de polipéptido catiénico ciclico en una
muestra que comprende una bacteria intacta, o0 membranas bacterianas. Por lo tanto, la presente invenciéon es
exclusivamente compatible con la clinica (por ejemplo, analisis clinico) y puede permitir la deteccion de una bacteria
resistente al antibiético de polipéptido catidnico ciclico (por ejemplo, polimixina) en menos de 15 minutos.

[0013] Ventajosamente, dicho procedimiento no requiere la purificaciéon de una molécula de lipido A, y de hecho
permite la identificacion de cualquier lipido A y cualquier lipido A modificado directamente en bacterias intactas o en
una muestra no purificada que contiene membranas bacterianas o fragmentos de las mismas. Ademas, el presente
procedimiento se puede utilizar con una pequefia muestra bacteriana (por ejemplo, que comprende menos de
107 células bacterianas). Esto permite reducir ampliamente el tiempo y los materiales necesarios para detectar la
presencia o ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico en una muestra.
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[0014] Ventajosamente, el procedimiento permite la deteccion de bacterias resistentes a antibidticos de polipéptidos
catiodnicos ciclicos codificados por plasmidos y codificadas por cromosomas en un Unico analisis. Por ejemplo, cuando
las bacterias se han aislado de un paciente infectado, esto permite separar a los pacientes infectados con tales
bacterias, por ejemplo, para la cuarentena de pacientes infectados con bacterias resistentes a polimixina codificadas
por plasmido. Ademas, la deteccién de bacterias resistentes a antibidticos de polipéptidos catidnicos ciclicos
codificadas por cromosomas a través de un procedimiento de la presente invencidn, que proporciona informacion
ventajosa sobre el estado fisiolégico del lipido A, evita la necesidad de analisis molecular de muestras que requieren
la amplificaciéon y secuenciacion de muchos genes, cuya mutacién puede dar lugar a resistencia a antibidticos de
polipéptidos catiénicos ciclicos.

[0015] La presente invencion proporciona procedimientos rapidos (15 minutos) y precisos (por ejemplo, procedimientos
de diagnéstico), proporcionando mayores avances para la deteccion de la resistencia a la polimixina evaluando
directamente modificaciones del lipido A, la diana celular de las polimixinas, en bacterias intactas. La combinacién de
excelente rendimiento, rentabilidad y escalabilidad de alto rendimiento son atributos deseables que distinguen los
procedimientos actuales de la técnica anterior. Finalmente, los procedimientos de la presente invenciéon usan
tecnologia que ya esta disponible en muchos laboratorios de microbiologia clinica, lo que permite una implementacion
sin costos y sin complicaciones.

[0016] La presente invencion se define por las reivindicaciones. En el presente documento se describe un
procedimiento para detectar la presencia o ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico
ciclico, que comprende:

a. someter una muestra de ensayo a analisis de espectrometria de masas y generar una salida de espectro de masas;
b. identificar en dicha salida de espectro de masas un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A
modificado por fosfoetanolamina, en el que dicho primer pico definido es un pico presente en una salida de espectro
de masas para el lipido A modificado por fosfoetanolamina y en el que dicho primer pico definido esta ausente de una
salida de espectro de masas correspondiente para el lipido A nativo; y

c. en el que la presencia de dicho primer pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polipéptido catidnico ciclico, y en el que la ausencia de dicho primer pico definido indica la ausencia de una bacteria
resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico.

[0017] En un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia o ausencia de una
bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico, que comprende:

a. someter una muestra de ensayo a analisis de espectrometria de masas y generar una salida de espectro de masas;
en el que dicha muestra de ensayo comprende una membrana bacteriana o un fragmento de la misma, en el que el
fragmento comprende un componente que no es de lipido A;

b. identificar en dicha salida de espectro de masas un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A
modificado por fosfoetanolamina, en el que dicho primer pico definido es un pico presente en una salida de espectro
de masas para el lipido A modificado por fosfoetanolamina y en el que dicho primer pico definido esta ausente de una
salida de espectro de masas correspondiente para el lipido A nativo; y

c. en el que la presencia de dicho primer pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polipeptidico catiénico, y en el que la ausencia de dicho primer pico definido indica la ausencia de una bacteria
resistente a un antibidtico de polipéptido catiénico ciclico.

[0018] El término "bacteria"”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una bacteria Gram-negativa. Una
bacteria puede ser una bacteria intacta o una bacteria fragmentada. La bacteria puede haber sido sometida a cualquier
tratamiento quimico (por ejemplo, tratamiento con agentes alcalinos) o fisico (por ejemplo, calentamiento, agitaciéon o
pipeteo).

[0019] El término "muestra de ensayo", tal como se usa en el presente documento, no es una muestra purificada de
Lipido A nativo o Lipido A modificado. La "muestra de ensayo" modificada comprende una membrana bacteriana o un
fragmento de la misma. La membrana bacteriana comprende un lipido A nativo o un lipido A modificado.
Adecuadamente, la membrana bacteriana puede comprender un lipido A modificado. Adecuadamente, un lipido A
nativo o un lipido A modificado esta presente como parte integral de la membrana bacteriana o un fragmento de la
misma en la muestra de ensayo.

[0020] Ventajosamente, la utilizacion de una muestra de ensayo que comprende una membrana bacteriana o un
fragmento de la misma (por ejemplo, una muestra en bruto) en un procedimiento de la presente invencion evita la
necesidad de purificar el lipido A y/o lipido A modificado (por ejemplo, de grandes volumenes de cultivo bacteriano)
antes de la deteccion de dichas moléculas de lipido A (por ejemplo, mediante espectrometria de masas). Por tanto, la
presente invencion se distingue de los procedimientos de la técnica anterior que requieren purificacion (por ejemplo,
purificacion previa) del lipido A y/o del lipido A modificado.

[0021] EI término "fragmento” como se usa en el contexto de una membrana bacteriana se refiere a un fragmento que
comprende un componente no lipido A opcionalmente en combinacién con un lipido A natuivo o lipido A modificado.
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En una realizacién, un "fragmento" es un componente no lipido A opcionalmente en combinacién con un lipido A
modificado.

[0022] En una realizacién, una membrana bacteriana es parte de una bacteria intacta.

[0023] La "muestra de ensayo" puede ser una muestra bioldgica, tal como una muestra clinica. En una realizacion,
una muestra de ensayo es sangre completa, suero, plasma, muestras orales, tales como saliva, pus, muestra vaginal,
muestras de heces, vomito, liquido cefalorraquideo, liquido lagrimal, liquido sinovial, esputo, muestras clinicas
preparadas o procesadas (por ejemplo, para la eliminacion de sal), muestras ambientales (por ejemplo, muestras de
agua, suelo, aire), liquidos en grandes volimenes, material de animal sacrificado, productos farmacéuticos y matrices
bioldgicas. Puede prepararse una muestra de ensayo, por ejemplo, cuando sea apropiado, diluida o concentrada, o
dializada y almacenada por medios estandar. Una muestra de ensayo generalmente comprende o se sospecha que
comprende una bacteria (entre 10"y 10' células bacterianas). Una muestra de ensayo también incluye
homogeneizados de tejido, secciones de tejido y muestras de biopsia de un sujeto vivo o tomadas post-
mortem. Alternativamente, una muestra de ensayo puede ser una colonia o suspension bacteriana recuperada de
cualquier medio de crecimiento bacteriano o muestra clinica, muestra clinica preparada o procesada o muestra
ambiental, tal como se describe anteriormente.

[0024] La muestra de ensayo puede comprender, o puede ser sospechosa de comprender una bacteria resistente a
un antibiético de polipéptido catiénico ciclico. De forma adecuada, la muestra de ensayo puede comprender una
bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico.

[0025] Una muestra bioldgica puede ser una muestra clinica. La muestra clinica puede ser una muestra clinica que se
ha sometido a una o mas etapas de procesamiento. Por ejemplo, dialisis (por ejemplo, para reducir la concentracion
de una sal en dicha muestra). En una realizacién, la muestra de ensayo se procesa para eliminar la sal. La
concentracion reducida de sal puede permitir la prevencién de la deteccidon de especies que no son lipido A
indeseables en un espectro de masas, mejorando asi la interpretabilidad del espectro de masas. Se conocen en la
técnica técnicas estandar para reducir la concentracion de una sal (por ejemplo, dialisis). En unarealizacion, la muestra
de ensayo se somete a varias rondas de lavado (por ejemplo, centrifugacion y resuspension en un tampon bajo en sal
o en un tampodn sin sal). Una muestra de ensayo puede comprender una concentracion de sal de menos de 200 mM
o 100 mM. Adecuadamente, una muestra de ensayo puede comprender una concentracion de sal de menos de 50
mM, 30 mM o 10 mM.

[0026] El término "detectar", tal como se usa en el presente documento, significa confirmar la presencia o ausencia de
bacterias resistentes a un antibidtico de polipéptido ciclico catiénico (por ejemplo, polimixina) en una muestra. La
deteccion se puede realizar en la muestra de ensayo, o indirectamente en un extracto de la misma, o en una dilucion
o concentrado de la misma. El término "identificar", tal como se usa en este documento, significa confirmar la presencia
0 ausencia de un pico asignado a un Lipido A modificado en la salida del espectro de masas. Dicho pico identificado
también permite la cuantificaciéon del lipido A modificado. En los procedimientos de la invencion, la cuantificacion se
puede realizar midiendo la intensidad (por ejemplo, el valor mas grande del eje y) de un pico en una salida del espectro
de masas.

[0027] EI término "anadlisis por espectrometria de masas" abarca cualquier técnica de espectrometria de masas
adecuada para la determinacion de la relaciéon masa a carga de una molécula biolégica, y abarca tanto los modos de
iones negativos como positivos de la espectrometria de masas. Dichas técnicas de espectrometria de masas incluyen
espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizacidon/desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS),
espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizaciéon de desorcion laser mejorada en superficie (SELDI-TOF
MS), espectrometria de masas con acelerador, EM-cromatografia de gases, EM-cromatografia liquida, EM de plasma
acoplado inductivamente, espectrometria de masas de relacion de isétopos (IRMS), espectrometria de masas de
ionizacion por evaporacion rapida (REIMS) y espectrometria de movilidad iénica-EM. Preferiblemente, el analisis de
espectrometria de masas comprende (o consiste en) espectrometria de masas MALDI-TOF.

[0028] EI MALDI es una técnica de ionizacion utilizada en espectrometria de masas, que permite el analisis de
biomoléculas (biopolimeros, tales como ADN, proteinas, péptidos y azlcares) y moléculas organicas grandes (tales
como polimeros, dendrimeros y otras macromoléculas), que tienden a ser fragiles y se fragmentan cuando se ionizan
mediante otros procedimientos de ionizacion. En una realizacion, la solucién matriz actia como fuente de protones
para estimular la ionizacion del analito (por ejemplo, lipido A).

[0029] En una realizacién, el andlisis de espectrometria de masas comprende la ionizacion de un analito. En una
realizacion, el analisis por espectrometria de masas comprende la ionizacién del lipido A o un lipido A modificado.

[0030] El término "salida del espectro de masas" abarca todos los datos que proporcionan la relacién de masa/carga
(m/z) de una molécula (por ejemplo, analito) en una muestra de ensayo junto con una estimacion de la cantidad de
dicha molécula en una muestra de ensayo, por ejemplo, en el intervalo de 400 m/z a 30.000 m/z, de 1.600 m/z a 2.200
m/z o de 1.000 m/z a 3.000 m/z. El procedimiento experimental de la invencién puede optimizarse para proporcionar
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selectivamente la m/z de las moléculas de lipido A con un fondo minimo (por ejemplo, donde "fondo" son datos m/z
sobre especies que no son de lipido A).

[0031] EI término "lipido A nativo" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un lipido A que no ha sido
modificado, es decir, no comprende una modificacion con fosfoetanolamina y/o 4-amino-L-arabinosa. El término "lipido
A nativo" abarca (entre otros): hexa-acil difosforil lipido A que contiene cuatro C14:0 3-OH, un C14:0 y un C12:0; Lipido
A con hidroxilacion (-OH) de la cadena C'-2 acil-oxo-acilo; Lipido A con palmitoilacion (-C-16) de la cadena C-1 acil-
oxo-acilo; y Lipido A con hidroxilacion (-OH) de la cadena C’-2 acil-oxo-acilo y palmitoilacion (-C-16) de la cadena C-
1 acil-oxo-acilo.

[0032] En una realizacion, el lipido A nativo comprende una o mas de las siguientes estructuras:
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[0033] En realizaciones en las que la bacteria es Escherichia coli, Klebsiella spp., Shigella spp., o Salmonella spp., €l
lipido A nativo comprende la estructura como se define en (a) anteriormente.

[0034] En realizaciones en las que la bacteria es Klebsiella spp, el lipido A nativo comprende la estructura como se
define en (b) anterior. En realizaciones en las que la bacteria es Pseudomonas aeruginosa, el lipido A nativo
comprende la estructura definida en (c) anteriormente.

[0035] En realizaciones en las que la bacteria es Acinetobacter baumannii, el lipido A nativo comprende la estructura
como se define en (d) anteriormente.

[0036] En una realizacion, el lipido A nativo comprende una o mas de las siguientes estructuras:

6
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[0037] En realizaciones en las que la bacteria es Escherichia coli, Klebsiella spp, Shigella spp, o Salmonella spp
(preferiblemente Klebsiella spp.), lipido A nativo comprende la estructura como se define en uno cualquiera de (a)-(d)
anterior.

[0038] En una realizacion, el lipido A con hidroxilacion (-OH) de la cadena C’-2 acil-oxo-acilo comprende la estructura
como se define en (b) anterior. De manera adecuada, dicho Lipido A comprende una relacion masa/carga (m/z) de
aproximadamente 1837 a aproximadamente 1843 m/z, preferiblemente 1840 m/z. En una realizacién, el lipido A con
palmitoilacion (-C-16) de la cadena C-1 acil-oxo-acilo comprende la estructura definida en (c) anteriormente. De
manera adecuada, dicho Lipido A comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2060 a
aproximadamente 2066 m/z, preferiblemente 2063 m/z. En una realizacion, el lipido A con hidroxilacion (-OH) de la
cadena C’-2 acil-oxo-acilo y palmitoilacion (-C-16) de la cadena C-1 acil-oxo-acilo comprende la estructura definida en
(d) anterior. De manera adecuada, dicho Lipido A comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente
2076 a aproximadamente 2082 m/z, preferiblemente 2079 m/z.

[0039] El término "lipido A modificado" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un lipido A que se ha
modificado con una fosfoetanolamina y/o una 4-amino-L-arabinosa. Alternativamente, la 4-amino-L-arabinosa puede
denominarse 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa. El lipido A modificado con 4-amino-L-arabinoasa y/o fosfoetanolamina
puede ser un biomarcador de resistencia a antibiéticos de polipéptidos catidnicos ciclicos (por ejemplo, polimixina).

[0040] La estructura del lipido A se conoce en la técnica y puede variar entre las bacterias (por ejemplo, entre géneros,
especies o cepas). La presente invencion implica diferentes estructuras de lipido A que comprenden una modificacion
con fosfoetanolamina y/o una 4-amino-L-arabinosa en la posicion 4' fosfato y/o 1' fosfato.

[0041] EI "lipido A modificado" (por ejemplo, modificado con 4-amino-L-arabinoasa y/o fosfoetanolamina) es distinto

(tanto estructural como funcionalmente) de un lipido A nativo. Sin desear estar ligado a la teoria, se cree que la
modificacion del lipido A con fosfoetanolamina y/o 4-amino-L-arabinosa conduce a una menor carga negativa de la
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membrana externa de una bacteria, lo que conduce a una interaccién reducida de esta membrana con un antibiético
de péptido cationico ciclico (por ejemplo, polimixina). Se cree que dicha modificacion del lipido A con fosfoetanolamina
y/o 4-amino-L-arabinosa provoca la remodelacién de la membrana externa bacteriana y disminuye la permeabilidad
de la membrana. Ventajosamente, la presente invencion proporciona un procedimiento que permite
sorprendentemente la deteccion tanto de un lipido A nativo como de un lipido A modificado en una muestra de ensayo
que comprende una membrana bacteriana o un fragmento de la misma. La capacidad de detectar tanto un lipido A
nativo como un lipido A modificado en la misma muestra de ensayo es particularmente ventajosa, ya que las
cantidades relativas (por ejemplo, concentraciones) de un lipido A nativo y un lipido A modificado en la misma muestra
de ensayo pueden compararse directamente y contrastarse.

[0042] En una realizaciéon, el lipido A modificado con fosfoetanolamina comprende una modificacién con
fosfoetanolamina en el fosfato 1° y/o 4' fosfato de lipido A. De manera adecuada, el lipido A modificado con
fosfoetanolamina comprende una modificacién con fosfoetanolamina en el fosfato 1'.

[0043] En una realizaciéon, el lipido A modificado con fosfoetanolamina comprende una modificacién con
fosfoetanolamina en el fosfato 1’ del lipido A con la pérdida concomitante del grupo fosfato 4’. En otra realizacion, el
lipido A modificado con fosfoetanolamina comprende una modificacion con fosfoetanolamina en el grupo fosfato 4' del
lipido A con pérdida concomitante del grupo fosfato 1'. De forma adecuada, el lipido A modificado con fosfoetanolamina
comprende una modificacion con fosfoetanolamina en el grupo fosfato 1' del lipido A con pérdida concomitante del
grupo fosfato 4'.

[0044] En una realizacién, el lipido A modificado con 4-amino-L-arabinosa comprende una modificacién con 4-amino-
L-arabinosa en el fosfato 1’ del lipido A. En una realizacion, el lipido A modificado con 4-amino-L-arabinosa comprende
una modificacién con 4-amino-L-arabinosa en el fosfato 4’ del lipido A. De manera adecuada, el lipido A modificado
con 4-amino-L-arabinosa comprende una modificaciéon con 4-amino-L-arabinosa en el fosfato 4’ del lipido A.

[0045] En una realizacion, el lipido A modificado con fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una
modificacion con fosfoetanolamina en el fosfato 1’ y/o fosfato 4’ del lipido A. De manera adecuada, el lipido A
modificado con fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una modificacion con fosfoetanolamina en el
fosfato 1' y una modificacion con 4-amino-L-arabinosa en el fosfato 4.

[0046] A modo de ejemplo, un lipido A de Escherichia coli, Klebsiella spp, Shigella spp, o Salmonella spp modificado
por fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa puede comprender la siguiente estructura:
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[0047] En una realizacién, el lipido A modificado con 4-amino-L-arabinosa comprende una modificacién con 4-amino-
L-arabinosa en el fosfato 1’ y/o el 4' fosfato del lipido A, preferiblemente en la fosfato 4'.

[0048] Preferiblemente, el lipido A modificado por fosfoetanolamina puede comprender una o mas de las siguientes
estructuras:
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[0049] En realizaciones en las que la bacteria es Escherichia coli, Klebsiella spp., Shigella spp., o Salmonella spp, el
lipido A modificado por fosfoetanolamina puede comprender la estructura, tal como se define en (a) anteriormente. En
realizaciones en las que la bacteria es Acinetobacter baumannii, €l lipido A modificado por fosfoetanolamina puede
comprender la estructura definida en (b) anterior. En una realizacion, el lipido A modificado por fosfoetanolamina y 4-
amino-L-arabinosa comprende la estructura definida anteriormente para E. coli, Klebsiella spp., Shigella spp. y
Salmonella spp.

[0050] Preferiblemente, el lipido A modificado con 4-amino-L-arabinosa puede comprender una o mas de las siguientes
estructuras:
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[0051] EI procedimiento de la invencion puede usarse para diagnosticar la infeccion de un sujeto con una bacteria
resistente a un antibiético de polipéptido cationico ciclico a través de la resistencia codificada por plasmidos, o la
infeccién de un sujeto con una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de resistencia
codificada por cromosoma.

[0052] EI término "diagnostico” tal como se utiliza en este documento abarca la identificacion, confirmacion y/o
caracterizacion de infecciones bacterianas resistentes a polipéptidos catidnicos ciclicos. Los procedimientos de
diagndstico que implican un procedimiento de acuerdo con la invencion son Utiles para confirmar la existencia de una
infeccion. Los procedimientos de diagndstico también son utiles en procedimientos para la evaluacion del cribado
clinico, el prondstico, la eleccion de la terapia, la evaluacion del beneficio terapéutico, es decir, para el cribado y el
desarrollo de farmacos. Un diagndstico eficiente permite identificar rapidamente el tratamiento mas apropiado
(disminuyendo asi la exposicion innecesaria a los efectos secundarios dafiinos de los medicamentos) y reducir las
tasas de recaida.

[0053] También se proporciona un procedimiento para monitorizar la eficacia de una terapia para infecciones

bacterianas resistentes a los antibiéticos de polipéptidos catiénicos ciclicos, que comprende identificar y/o cuantificar
el lipido A modificado en una muestra de ensayo tomada de un sujeto a través de un procedimiento de la presente
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invencion después de terapia. En los procedimientos de monitorizacion, las muestras de ensayo pueden tomarse en
mas de una ocasion. El procedimiento puede comprender ademas comparar el nivel del lipido A modificado en una
muestra de ensayo con uno o mas controles y/o con una o mas muestras de ensayo anteriores tomadas anteriormente
del mismo sujeto de prueba, por ejemplo, antes del comienzo de la terapia, y/o del mismo sujeto de prueba en una
etapa anterior de la terapia. El procedimiento puede comprender detectar un cambio en el nivel de un lipido A
modificado en muestras de ensayo tomadas en diferentes ocasiones.

[0054] En una realizacion, el primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina
comprende una relacién de masal/carga (m/z) de aproximadamente 120 a aproximadamente 125 unidades m/z
(preferiblemente de aproximadamente 123 unidades m/z) mayor que un segundo pico definido indicativo de la
presencia de lipido A nativo.

[0055] En una realizacion, el segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter
spp. Yy Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

C. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1614 a aproximadamente 1620 m/z,
preferiblemente 1617,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa; o

d. un pico que comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1907 a aproximadamente 1913 m/z,
preferiblemente 1910,3 m/z, para Acinetobacter baumannii.

[0056] En una realizacion, el segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter
spp. Yy Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

C. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1837 a aproximadamente 1843 m/z,
preferiblemente 1840 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

d. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1847 a aproximadamente 1853 m/z,
preferiblemente 1850 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

€. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 2059 a aproximadamente 2065 m/z,
preferiblemente 2062 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2075 a aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1614 a aproximadamente 1620 m/z,
preferiblemente 1617,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1907 a aproximadamente 1913 m/z,
preferiblemente 1910,3 m/z, para Acinetobacter baumannii.

i. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Salmonella spp;

j. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1824 m/z, para Salmonella spp; o

k. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2031 a aproximadamente 2037 m/z,
preferiblemente 2034 m/z, para Salmonella spp.

[0057] En una realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a
aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente aproximadamente 1796,2 m/z para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter spp.y Klebsiella oxytoca). En otra realizacion, el lipido A nativo
comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente
1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga
(m/z) de aproximadamente 1837 a aproximadamente 1843 m/z, preferiblemente 1840 m/z para Klebsiella
pneumoniae. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente
1847 a aproximadamente 1853 m/z, preferiblemente 1850 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En otra realizacion, el
lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2059 a aproximadamente 2065
m/z, preferiblemente 2062 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una
relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2075 a aproximadamente 2081 m/z, preferiblemente 2078 m/z, para
Klebsiella pneumoniae. En ofra realizacion mas, el lipido A nativo comprende una relacién masa/carga (m/z) de
aproximadamente 1614 a aproximadamente 1620 m/z, preferiblemente 1617,2 m/z, para Pseudomonas
aeruginosa. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente
1907 a aproximadamente 1913 m/z, preferiblemente 1910,3 m/z, para Acinetobacter baumannii. En otra realizacion,
el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Salmonella spp. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relacién
masal/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente 1824 m/z, para
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Salmonella spp. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente
2031 a aproximadamente 2037 m/z, preferiblemente 2034 m/z, para Salmonella spp.

[0058] En algunas realizaciones, el primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1960 a aproximadamente 1966 m/z,
preferiblemente 1963 m/z para Klebsiella pneumoniae; entre aproximadamente 1970 y aproximadamente 1976 m/z,
preferiblemente 1973 m/z para Klebsiella pneumoniae; entre aproximadamente 2182 y aproximadamente 2188 m/z,
preferiblemente 2185 m/z para Klebsiella pneumoniae; entre aproximadamente 2198 y aproximadamente 2204 m/z,
preferiblemente 2201 m/z para Klebsiella pneumoniae; entre aproximadamente 1918 y aproximadamente 1920 m/z,
preferiblemente aproximadamente 1919,2 m/z para Salmonella spp.; entre aproximadamente 1944 vy
aproximadamente 1950 m/z, preferiblemente 1947 m/z, para Salmonella spp., entre aproximadamente 2154 y
aproximadamente 2160 m/z, preferiblemente 2157 m/z, para Salmonella spp.; entre aproximadamente 1913 y
aproximadamente 1924 m/z, o entre aproximadamente 1918 y aproximadamente 1920 m/z, preferiblemente
aproximadamente 1919,2 m/z para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica,
Enterobacter spp., Klebsiella oxytoca; entre aproximadamente 1940 y aproximadamente 1951 m/z, o entre
aproximadamente 1946 y aproximadamente 1947 m/z, preferiblemente aproximadamente 1946,9 m/z, para Klebsiella
pneumoniae; entre aproximadamente 1734 y aproximadamente 1745 m/z, o entre aproximadamente 1939 y
aproximadamente 1741 m/z, preferiblemente aproximadamente 1740,2 m/z para Pseudomonas aeruginosa; y entre
aproximadamente 2027 y aproximadamente 2038 m/z, o entre aproximadamente 2032 y aproximadamente 2034 m/z,
preferiblemente aproximadamente 2033,3 m/z, para Acinetobacter baumannii.

[0059] En algunas realizaciones, el primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina comprende una relacion de masal/carga (m/z) entre aproximadamente 1913 y aproximadamente
1924 m/z, o entre aproximadamente 1918 y aproximadamente 1920 m/z, preferiblemente aproximadamente 1919,2,
m/z para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter spp., Klebsiella
oxytoca; entre aproximadamente 1940 y aproximadamente 1951 m/z, o entre aproximadamente 1946 vy
aproximadamente 1947 m/z, preferiblemente aproximadamente 1946,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae; entre
aproximadamente 1734 y aproximadamente 1745 m/z, o entre aproximadamente 1939 y aproximadamente 1741 m/z,
preferiblemente aproximadamente 1740,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa;y entre aproximadamente 2027 y
aproximadamente 2038 m/z, o entre aproximadamente 2032 y aproximadamente 2034 m/z, preferiblemente
aproximadamente 2033,3 m/z, para Acinetobacter baumannii.

[0060] En una realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
1793 y aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z y un primer pico definido indicativo de la presencia
de lipido A modificado por fosfoetanolamina comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
1913 y aproximadamente 1924 m/z, o entre aproximadamente 1918 y aproximadamente 1920 m/z, preferiblemente
aproximadamente 1919,2 m/z para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica,
Enterobacter spp., Klebsiella oxytoca. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relaciéon masa/carga (m/z)
de entre aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente 1823,9 m/z y un primer pico definido
indicativo de la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina comprende una relacion masa/carga (m/z) de
entre aproximadamente 1940 y aproximadamente 1951 m/z, o entre aproximadamente 1946 m/z y aproximadamente
1947 m/z, preferiblemente aproximadamente 1946,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En otra realizacion mas, el
lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1614 y aproximadamente 1620
m/z, preferiblemente 1617,2 m/z, y un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1734 y aproximadamente
1745 m/z, o entre aproximadamente 1939 y aproximadamente 1741 m/z, preferiblemente aproximadamente 1740,2
m/z, para Pseudomonas aeruginosa. En ofra realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z)
de entre aproximadamente 1907 y aproximadamente 1913 m/z, preferiblemente 1910,3 m/z, y un primer pico definido
indicativo de la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina comprende una relacién masa/carga (m/z) entre
aproximadamente 2027 y aproximadamente 2038 m/z, o entre aproximadamente 2032 y aproximadamente 2034 m/z,
preferiblemente aproximadamente 2033,3 m/z, para Acinetobacter baumannii. En otra realizacién, el lipido A nativo
comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1837 a aproximadamente 1843 m/z, preferiblemente
1840 m/z para Klebsiella pneumoniae y un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1960 a aproximadamente 1966 m/z,
preferiblemente 1963 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relaciéon
masa/carga (m/z) de aproximadamente 1847 a aproximadamente 1853 m/z, preferiblemente 1850 m/z para Klebsiella
pneumoniae y un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 1970 y aproximadamente 1976 m/z,
preferiblemente 1973 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relaciéon
masa/carga (m/z) de aproximadamente 2059 a aproximadamente 2065 m/z, preferiblemente 2062 m/z, para Klebsiella
pneumoniae y un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina
comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2182 y aproximadamente 2188 m/z,
preferiblemente 2185 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relaciéon
masa/carga (m/z) de aproximadamente 2075 a aproximadamente 2081 m/z, preferiblemente 2078 m/z para Klebsiella
pneumoniae y un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina
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comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 2198 y aproximadamente 2204 m/z,
preferiblemente 2201 m/z para Klebsiella pneumoniae.

[0061] En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a
aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z, para Salmonella spp y un primer pico definido indicativo de
la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 1918 y aproximadamente 1920 m/z, preferiblemente aproximadamente 1919,2 m/z para Salmonella
spp. En otra realizacion, el lipido A nativo comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a
aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente 1824 m/z, para Salmonella spp y un primer pico definido indicativo de la
presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina comprende una relaciébn masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 1944 y aproximadamente 1950 m/z, preferiblemente 1947 m/z, para Salmonella spp. En otra
realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2031 a
aproximadamente 2037 m/z, preferiblemente 2034 m/z, para Salmonella spp y un primer pico definido indicativo de la
presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina comprende una relaciébn masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 2154 y aproximadamente 2160 m/z, preferiblemente 2157 m/z, para Salmonella spp.

[0062] La intensidad se puede normalizar al lipido A nativo. En una realizacion, se puede calcular una relacion entre
un pico definido y el lipido A nativo.

[0063] EI término "intensidad" se refiere al valor mas alto de un pico a lo largo del eje y de una salida de espectro de
masas, lo que representa la intensidad de sefal del i6n (por ejemplo, analito).

[0064] EI experto en la materia entiende que un "pico" en un espectro de masas tiene un valor de intensidad minimus
por encima de la de fondo. En una realizacion, un pico puede ser cualquier valor m/z que tenga una intensidad de al
menos dos veces (por ejemplo, 2x) la intensidad de la intensidad promedio de los picos de fondo. De forma adecuada,
un pico puede ser cualquier valor m/z que tenga una intensidad de al menos seis veces (por ejemplo, 6x) u ocho veces
(por ejemplo, 8x) la intensidad de la intensidad promedio de los picos de fondo. De forma adecuada, un pico puede
ser cualquier valor m/z que tenga una intensidad de al menos diez veces (por ejemplo, 10x) o doce veces (por ejemplo,
12x) la intensidad de la intensidad promedio de los picos de fondo.

[0065] En una realizacion, una relacion de intensidad del primer pico definido (indicativo de la presencia de lipido A
modificado por fosfoetanolamina) con respecto al segundo pico definido (indicativo de la presencia de lipido A nativo)
es al menos 0,10.

[0066] De forma adecuada, la relacion de intensidad del primer pico definido (indicativo de la presencia de lipido A
modificado por fosfoetanolamina) con respecto al segundo pico definido puede ser al menos aproximadamente 0,10:1,
0,15:1, 0,30:1, 0,45:1, 1:1, 1,15:1, 1,30:1, 1,45:1, 2:1, 2,15:1, 2,30:1 0 2,45:1. Preferiblemente, la relacién puede estar
entre 0,15:1 y 2,5:1, o la relacion puede estar entre 0,15:1y 1:1.

[0067] Ventajosamente, una relacion de al menos aproximadamente 0,10, tal como se describe anteriormente, indica
la presencia de bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico (por ejemplo, polimixina). El calculo
de esta relacion puede evitar la deteccidn de falsos positivos de la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polipéptido cationico ciclico (por ejemplo, debido a picos de fondo).

[0068] En una realizaciéon, un procedimiento de la invencion comprende ademas identificar en una salida de espectro
de masas un tercer pico definido que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 22 a
aproximadamente 28 unidades m/z (preferiblemente 25 unidades m/z) mayor que un segundo pico definido. Sin
pretender imponer ninguna teoria, se cree que dicho tercer pico definido solo se detecta en una muestra de ensayo
que comprende una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia
codificada por plasmido. Ventajosamente, los procedimientos de la invencion permiten por tanto la deteccion de
bacterias resistentes a antibidticos de polipéptidos catidnicos ciclicos codificadas por plasmidos y codificadas por
cromosomas en un unico analisis. Por ejemplo, cuando las bacterias se han aislado de un paciente infectado, esto
permite separar a los pacientes infectados con dichas bacterias, por ejemplo, para la cuarentena de pacientes
ifnectados con bacterias resistentes a polimixina codificada por plasmido.

[0069] En una realizacion, dicho tercer pico definido como se identifica en una salida de espectro de masas en
cualquier procedimiento de la presente invencién es indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina. En una realizacion preferible, dicho tercer pico definido identificado en una salida del espectro de
masas en cualquier procedimiento de la presente invencién es indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina en el grupo fosfato 1’ del lipido A con pérdida concomitante del grupo fosfato 4'.

[0070] En una realizacion, el segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Salmonella enterica, Enterobacter spp.y Klebsiella
oxytoca;
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b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae.

c. pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1837 a aproximadamente 1843 m/z,
preferiblemente 1840 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

d. pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1847 a aproximadamente 1853 m/z,
preferiblemente 1850 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

e. pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2059 a aproximadamente 2065 m/z,
preferiblemente 2062 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2075 a aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Salmonella spp;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1824 m/z, para Salmonella spp; o

i. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2031 a aproximadamente 2037 m/z,
preferiblemente 2034 m/z, para Salmonella spp.

[0071] En una realizacion, el segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Salmonella enterica, Enterobacter spp.y Klebsiella
oxytoca;

b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae.

[0072] En una realizacion, un tercer pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
22 y aproximadamente 28 unidades m/z, preferiblemente aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo
pico definido, en el que un segundo pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
1793 y aproximadamente 1799 m/z, o entre aproximadamente 1796 y aproximadamente 1797 m/z, preferiblemente
1796,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter spp. y Klebsiella
oxytoca. En una realizacion, un tercer pico definido comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre
aproximadamente 22 y aproximadamente 28 unidades m/z, preferiblemente aproximadamente 25 unidades m/z, mayor
que un segundo pico definido, en el que un segundo pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente 1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En
una realizacion, un tercer pico definido comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 22 y
aproximadamente 28 unidades m/z, preferiblemente aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo pico
definido, en el que un segundo pico definido comprende una relacion masa-carga (m/z) de entre aproximadamente
1837 y aproximadamente 1843 m/z, preferiblemente 1840 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, un
tercer pico definido comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 22 y aproximadamente 28
unidades m/z, preferiblemente aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo pico definido, en el que un
segundo pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1847 y aproximadamente
1853 m/z, preferiblemente 1850 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, un tercer pico definido
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 22 y aproximadamente 28 unidades m/z,
preferiblemente aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo pico definido, en el que un segundo pico
definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2059 y aproximadamente 2065 m/z,
preferiblemente 2062 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacién, un tercer pico definido comprende una
relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 22 y aproximadamente 28 unidades m/z, preferiblemente
aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo pico definido, en el que un segundo pico definido
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 2075 y aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacién, un tercer pico definido comprende una
relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 22 y aproximadamente 28 unidades m/z, preferiblemente
aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo pico definido, en el que un segundo pico definido
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 1793 y aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Salmonella spp. En una realizacion, un tercer pico definido comprende una relaciéon
masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 22 y aproximadamente 28 unidades m/z, preferiblemente
aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo pico definido, en el que un segundo pico definido
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1824 m/z, para Salmonella spp. En una realizacién, un tercer pico definido comprende una relacién
masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 22 y aproximadamente 28 unidades m/z, preferiblemente
aproximadamente 25 unidades m/z, mayor que un segundo pico definido, en el que un segundo pico definido
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 2031 y aproximadamente 2037 m/z,
preferiblemente 2034 m/z, para Salmonella spp.

[0073] En una realizacion, un tercer pico definido se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1818 a aproximadamente 1824 m/z,
preferiblemente 1821 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter
spp. Yy Klebsiella oxytoca;
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b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1845 a aproximadamente 1852 m/z,
preferiblemente 1848,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

c. pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1863 a aproximadamente 1868 m/z,
preferiblemente 1865 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

d. pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1872 a aproximadamente 1878 m/z,
preferiblemente 1875 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

e. pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2084 a aproximadamente 2090 m/z,
preferiblemente 2087 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2100 a aproximadamente 2105 m/z,
preferiblemente 2103 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1818 a aproximadamente 1824 m/z,
preferiblemente 1821,2 m/z, para Salmonella spp;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1846 a aproximadamente 1852 m/z,
preferiblemente 1849 m/z, para Salmonella spp; o

i. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2056 a aproximadamente 2062 m/z,
preferiblemente 2059 m/z, para Salmonella spp.

[0074] En una realizacion, el lipido A nativo (segundo pico definido) comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 1793 y aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z y un tercer pico definido comprende
una relacién masa/carga (m/z) entre aproximadamente 1818 y aproximadamente 1824 m/z, preferiblemente
aproximadamente 1821 m/z para Escherichia coli, Shigella, Salmonella enterica, Enterobacter spp.y Klebsiella
oxytoca. En una realizacion, el lipido A nativo (segundo pico definido) comprende una relacién masa/carga (m/z) de
entre aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente 1823,9 m/z y un tercer pico definido
comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre 1845 y aproximadamente 1852 m/z, preferiblemente 1848,9 m/z,
para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A nativo (segundo pico definido) comprende una relacion
masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1837 y aproximadamente 1843 m/z, preferiblemente 1840 m/z y un tercer
pico definido comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre 1863 y aproximadamente 1868 m/z, preferiblemente
1865 m/z, para Klebsiella pneumoniae.

[0075] En una realizacion, el lipido A nativo (segundo pico definido) comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 1847 y aproximadamente 1853 m/z, preferiblemente 1850 m/z y un tercer pico definido comprende
una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1872 y aproximadamente 1878 m/z, preferiblemente 1875
m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A nativo (segundo pico definido) comprende una relacion
masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2059 y aproximadamente 2065 m/z, preferiblemente 2062 m/z y un tercer
pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2084 y aproximadamente 2090
m/z, preferiblemente 2087 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A nativo (segundo pico
definido) comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2075 y aproximadamente 2081
m/z, preferiblemente 2078 m/z y un tercer pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 2100 y aproximadamente 2105 m/z, preferiblemente 2103 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una
realizacion, el lipido A nativo (segundo pico definido) comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 1793 y aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z y un tercer pico definido comprende
una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1818 y aproximadamente 1824 m/z, preferiblemente 1821,2
m/z, para Salmonella spp. En una realizacion, el lipido A nativo (segundo pico definido) comprende una relaciéon
masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente 1824 m/z y un tercer
pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1846 y aproximadamente 1852
m/z, preferiblemente 1849 m/z, para Salmonella spp. En una forma de realizacion, el lipido A nativo (segundo pico
definido) comprende una relacién masa-carga (m/z) de entre aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1824 m/z y un tercer pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) entre aproximadamente
1846 y aproximadamente 1852 m/z, preferiblemente 1849 m/z, para Salmonella spp. En una realizacion, el lipido A
nativo (segundo pico definido) comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2031 y
aproximadamente 2037 m/z, preferiblemente 2034 m/z y un tercer pico definido comprende una relacién masa/carga
(m/z) de entre 2056 y aproximadamente 2062 m/z, preferiblemente 2059 m/z, para Salmonella spp.

[0076] Ventajosamente, la identificacion de la presencia de la tercera definido como se describe anteriormente indica
la presencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia
codificada por plasmidos, preferiblemente en el que dicha bacteria es de la familia Enterobacteriaceae. Asimismo, la
ausencia del tercer pico definido puede indicar la ausencia de una bacteria resistente a un polipéptido catiénico ciclico
a través de la resistencia codificada por plasmido, preferiblemente en donde dicha bacteria es de la familia
Enterobacteriaceae.

[0077] En una realizacion, la presencia de dicho tercer pico definido indica la presencia de una bacteria de la familia
Enterobacteriaceae (por ejemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Salmonella enterica,
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Citrobacter amalonaticus o Citrobacter youngae) resistentes a un antibiético de
polipéptido catidnico ciclico mediante resistencia codificada por plasmidos.
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[0078] En otro aspecto de la invencion, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia o ausencia de una
bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico, que comprende:

a. someter una muestra de ensayo a analisis de espectrometria de masas y generar una salida de espectro de masas;
en el que dicha muestra de ensayo comprende una membrana bacteriana o un fragmento de la misma, en el que el
fragmento comprende un componente que no es lipido A;

b. identificar en dicha salida de espectro de masas un primer pico definido y/o un tercer pico definido indicativo de la
presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina, en el que dicho primer pico definido y/o tercer pico definido es
un pico presente en una salida de espectro de masas para lipido A modificado por fosfoetanolamina y en el que dicho
primer pico definido y/o dicho tercer pico definido esta ausente de una salida de espectro de masas correspondiente
para el lipido A nativo; y

c. en el que la presencia de dicho primer pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polipéptido catidnico, y en el que la ausencia de dicho primer pico definido indica la ausencia de una bacteria
resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico; y/o

en el que la presencia de dicho tercer pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético de
polipéptido catiénico a través de la resistencia codificada por plasmido, y en el que la ausencia de dicho tercer pico
definido indica la ausencia de una bacteria resistente a un polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia
codificada por plasmido.

[0079] En una realizacién, una relacion de intensidad de:
el tercer pico definido; con respecto al
segundo pico definido es al menos aproximadamente 0,15:1, o al menos aproximadamente 0,6:1.

[0080] De forma adecuada, la relacion de intensidad del tercer pico definido con respecto al segundo pico definido
puede estar entre al menos aproximadamente 0,15:1 y aproximadamente 2,5:1. De forma adecuada, la relacion puede
estar entre aproximadamente 0,6:1 y aproximadamente 1:1. De forma adecuada, la relacion puede ser de al menos
aproximadamente 0,15:1, 0,3:1, 0,45:1, 0,6:1, 0,75:1, 0,9:1, 1,15:1, 1,3:1; 1,45:1, 1,6:1, 1,75:1, 1,9:1, 2,15:1, 2,3:1 0
2,45:1.

[0081] Asi, en una realizacion, una relacion de intensidad del tercer pico definido con respecto al segundo pico definido,
en la que la relaciéon es al menos aproximadamente 0,15:1, indica la presencia de una bacteria (por ejemplo, de la
familia Enterobacteriaceae) resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia
codificada por plasmido. Asimismo, una relaciéon de menos de 0,15:1 indica la ausencia de una bacteria resistente a
un polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia codificada por plasmido.

[0082] En una realizacién, una relacion de:
la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer pico definido; con respecto a
la intensidad del segundo pico definido es de al menos aproximadamente 0,15:1.

[0083] De forma adecuada, la relacion de la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer
pico definido con respecto a la intensidad del segundo pico definido es de al menos 0,15:1, 0,3:1, 0,45:1, 0,6 :1, 0,75:1,
0,9:1,1,15:1, 1,3:1; 1,45:1, 1,6:1, 1,75:1, 1,9:1, 2,15:1, 2,3:1 0 2,45:1.

[0084] En una realizacién preferible, una relacion de:
la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer pico definido; con respecto a
la intensidad del segundo pico definido es de al menos aproximadamente 0,5:1.

[0085] De forma adecuada, la relacion de la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer
pico definido con respecto a la intensidad del segundo pico definido es de al menos aproximadamente 0,5:1, 0,75:1,
0,91, 1,15:1, 1,3:1; 1,45:1, 1,6:1, 1,75:1, 1,9:1, 2,15:1, 2,3:1, 2,45:1, 2,6:1, 2,75:1, 2,9:1, 3,15:1, 3,3:1, 3,45:1, 3,6:1,
3,75:1, 3,9:1,4,15:1, 4,3:1, 4,45:1, 4,6:1, 4,75:1, 4,9:1 0 5:1.

[0086] De manera ventajosa, en una bacteria (por ejemplo, de la familia Enterobacteriaceae, tal como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Shigella spp., Salmonella spp) resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico, al
comparar la relacion de intensidad del tercer pico definido con el segundo pico definido proporciona mas informacion
sobre el mecanismo subyacente al mecanismo de resistencia. La deteccion de una bacteria (por ejemplo, de la familia
Enterobacteriaceae) resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia codificada por
plasmido en una muestra de ensayo es de particular importancia, ya que dichas muestras de ensayo o pacientes de
los que se derivan dichas muestras de ensayo deben estar contenidas de forma segura/puestas en cuarentena para
evitar la propagacion (o el riesgo de la misma) del plasmido transmisible a otra bacteria, propagando asi la resistencia
codificada por el plasmido.

[0087] En una realizacion, una relacion de la suma de la intensidad del pico primero definido y la intensidad de la
tercera pico definido con respecto a la intensidad del segundo pico definido de al menos aproximadamente 0,5:1 es
indicativa de la presencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico a través de la
resistencia codificada por plasmido.
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[0088] En una realizacién, una relacion de:
la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer pico definido; con respecto a
la intensidad del segundo pico definido esta entre aproximadamente 0,1:1y 0,5:1.

[0089] De forma adecuada, la relacion de la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer
pico definido con respecto a la intensidad del segundo pico definido esta entre aproximadamente 0,15:1y 0,45:1, entre
aproximadamente 0,2:1 y 0,4:1 o entre aproximadamente 0,25:1 y 0,35:1.

[0090] En una realizacion, una relacion de la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer
pico definido con respecto a la intensidad del segundo pico definido de entre aproximadamente 0,1:1 y 0,5:1 es
indicativo de la presencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de la
resistencia codificada por cromosomas.

[0091] En una realizacién, una relacién de:
la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer pico definido; con respecto a
la intensidad del segundo pico definido es menor de aproximadamente 0,1:1.

[0092] De forma adecuada, la relacion de la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer
pico definido con respecto a la intensidad del segundo pico definido es menor que aproximadamente 0,1:1, 0,08:1,
0,06:1, 0,04:1, 0,02:1 0 0,01:1.

[0093] En una realizacion, la relacion de la suma de la intensidad del primer pico definido y la intensidad del tercer pico
definido con respecto a la intensidad del segundo pico definido de menos de aproximadamente 0.1:1 es indicativo de
la ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico.

[0094] En una realizacion, un procedimiento descrito en este documento comprende ademas identificar en dicha salida
de espectro de masas un cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-
arabinosa, que comprende una relacion de masa/carga de aproximadamente 129 a 133 unidades m/z (preferiblemente
aproximadamente 131 unidades m/z) mayores que el segundo pico definido indicativo de la presencia de lipido A
nativo.

[0095] En una realizacion, el segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter
spp. Yy Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

C. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1837 a aproximadamente 1843 m/z,
preferiblemente 1840 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

d. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1847 a aproximadamente 1853 m/z,
preferiblemente 1850 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

€. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 2059 a aproximadamente 2065 m/z,
preferiblemente 2062 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2075 a aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1614 a aproximadamente 1620 m/z,
preferiblemente 1617,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1907 a aproximadamente 1913 m/z,
preferiblemente 1910,3 m/z, para Acinetobacter baumanni;

i. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Salmonella spp;

j. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1824 m/z, para Salmonella spp; o

k. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2031 a aproximadamente 2037 m/z,
preferiblemente 2034 m/z, para Salmonella spp.

[0096] En una realizacion, el cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-
arabinosa se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1924 a aproximadamente 1930 m/z,
preferiblemente 1927,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter
spp. Yy Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1951 a aproximadamente 1957 m/z,
preferiblemente 1954,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

C. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1968 a aproximadamente 1974 m/z,
preferiblemente 1971 m/z, para Klebsiella pneumoniae;
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d. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1978 a aproximadamente 1984 m/z,
preferiblemente 1981 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

€. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 2190 a aproximadamente 2196 m/z,
preferiblemente 2193 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2206 a aproximadamente 2212 m/z,
preferiblemente 2209 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1745 a aproximadamente 1751 m/z,
preferiblemente 1748,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 2038 a aproximadamente 2044 m/z,
preferiblemente 2041,3 m/z, para Acinetobacter baumanni;

I. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1924 a aproximadamente 1930 m/z,
preferiblemente 1927,2 m/z, para Salmonella spp;

j. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1952 a aproximadamente 1958 m/z,
preferiblemente 1955 m/z, para Salmonella spp; o

k. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2162 a aproximadamente 2168 m/z,
preferiblemente 2165 m/z, para Salmonella spp.

[0097] En una realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
1793 y aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z y un cuarto pico definido indicativo de la presencia de
lipido A modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
1924 y aproximadamente 1930 m/z, preferiblemente 1927,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter. spp.y Klebsiella oxytoca. En una realizacion, el lipido A nativo
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z, y un cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-
arabinosa comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1951 y aproximadamente 1957 m/z,
preferiblemente 1954,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion
masa-carga (m/z) de entre aproximadamente 1837 y aproximadamente 1843 m/z, preferiblemente 1840 m/z y un
cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion
masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1968 y aproximadamente 1974 m/z, preferiblemente 1971 m/z, para
Klebsiella pneumoniae. En una realizacioén, el lipido A nativo comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 1847 y aproximadamente 1853 m/z, preferiblemente 1850 m/z, y un cuarto pico definido indicativo
de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion de masa a carga (m/z) de
entre aproximadamente 1978 y aproximadamente 1984 m/z, preferiblemente 1981 m/z, para Klebsiella
pneumoniae. En una realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 2059 y aproximadamente 2065 m/z, preferiblemente 2062 m/z, y un cuarto pico definido indicativo
de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion masa-carga (m/z) de entre
aproximadamente 2190 y aproximadamente 2196 m/z, preferiblemente 2193 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una
realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 2075 y
aproximadamente 2081 m/z, preferiblemente 2078 m/z, y un cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A
modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion de masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2206 y
aproximadamente 2212 m/z, preferiblemente 2209 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A
nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1614 y aproximadamente 1620 m/z,
preferiblemente 1617,2 m/z, y un cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-
arabinosa comprende una relacidon masa-carga (m/z) de entre aproximadamente 1745 y aproximadamente 1751 m/z,
preferiblemente 1748,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa. En una realizacion, el lipido A nativo comprende una
relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 1907 y aproximadamente 1913 m/z, preferiblemente 1910,3 m/z,
y un cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una
relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2038 y aproximadamente 2044 m/z, preferiblemente 2041,3 m/z,
para Acinetobacter baumannii. En una realizacion, el lipido A nativo comprende una relacién masa/carga (m/z) de
entre aproximadamente 1793 y aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z, y un cuarto pico definido
indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion masa-carga (m/z)
entre aproximadamente 1924 y aproximadamente 1930 m/z, preferiblemente 1927,2 m/z, para Salmonella spp. En una
realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 1820 y
aproximadamente 1826 m/z, preferiblemente 1824 m/z, y un cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A
modificado por 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1952 y
aproximadamente 1958 m/z, preferiblemente 1955 m/z, para Salmonella spp. En una realizacion, el lipido A nativo
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 2031 y aproximadamente 2037 m/z,
preferiblemente 2034 m/z, y un cuarto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-
arabinosa comprende una relacion masa-carga (m/z) entre aproximadamente 2162 y aproximadamente 2168 m/z,
preferiblemente 2165 m/z, para Salmonella spp.

[0098] En una realizacion, la presencia de dicho cuarto pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a
un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia codificada por cromosoma. En una realizacién,
la ausencia de dicho cuarto pico definido indica la ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido
catiénico ciclico a través de una resistencia codificada por cromosomas.
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[0099] En una realizacion, la presencia de dicho primer pico definido (por ejemplo, indicativo de la presencia de lipido
A modificado por fosfoetanolamina) y la ausencia de dicho cuarto definido pico indica la presencia de una bacteria
resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de resistencia codificada por plasmido. En una
realizacion, la ausencia de dicho primer pico definido y la presencia de dicho cuarto pico definido indica la presencia
de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia codificada por
cromosoma. La resistencia a la polimixina codificada por plasmido se asocia tipicamente con el lipido A modificado
por fosfoetanolamina (por ejemplo, no modificado adicionalmente por 4-amino-L-arabinosa).

[0100] En una realizacion, la presencia de dicho tercer pico definido (por ejemplo, indicativo de la presencia de lipido
A modificado por fosfoetanolamina en el grupo fosfato 1' con pérdida concomitante del fosfato 4') y la ausencia de
dicho cuarto pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico
a través de la resistencia codificada por plasmidos y la ausencia de una bacteria resistente a un antibidtico de
polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia codificada por cromosomas. En una realizacion, la ausencia de
dicho tercer pico definido y la presencia de dicho cuarto pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a
un antibiotico de polipéptido catidnico ciclico a través de una resistencia codificada por cromosomas y la ausencia de
una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia codificada por
plasmidos.

[0101] En un aspecto, se demuestra un procedimiento para detectar la presencia o ausencia de una bacteria resistente
a un antibidtico de polipéptido catidnico ciclico, que comprende:

a. someter una muestra de ensayo a analisis de espectrometria de masas y generar una salida de espectro de masas;
en el que dicha muestra de ensayo comprende una membrana bacteriana o un fragmento de la misma, en el que el
fragmento comprende un componente que no es de lipido A;

b. identificar en dicha salida del espectro de masas un cuarto pico definido (por ejemplo, cualquier cuarto pico definido
como se definié anteriormente) indicativo de la presencia de lipido A modificado por 4-amino-L-arabinosa, en el que
dicho cuarto pico definido es un pico presente en una salida de espectro de masas para el lipido A modificado por 4-
amino-L-arabinosa y en el que dicho cuarto pico definido estd ausente de una salida del espectro de masas
correspondiente para el lipido A nativo; y

c. en el que la presencia de dicho cuarto pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polipéptido cationico ciclico, y en el que la ausencia de dicho cuarto pico definido indica la ausencia de una bacteria
resistente a un antibiotico de polipéptido catiénico ciclico.

[0102] En una realizacién, un procedimiento, tal como se describe en el presente documento, comprende ademas
identificar en dicha salida de espectro de masas un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado
por fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa, que comprende una relacion masa/carga de aproximadamente 253 a
257 unidades m/z (preferiblemente aproximadamente 254 unidades m/z) mayor que el segundo pico definido indicativo
de la presencia de lipido A nativo.

[0103] En una realizacion, el segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste en:

a. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter
spp. Yy Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

C. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1837 a aproximadamente 1843 m/z,
preferiblemente 1840 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

d. un pico que comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1847 a aproximadamente 1853 m/z,
preferiblemente 1850 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

€. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 2059 a aproximadamente 2065 m/z,
preferiblemente 2062 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2075 a aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1614 a aproximadamente 1620 m/z,
preferiblemente 1617,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 1907 a aproximadamente 1913 m/z,
preferiblemente 1910,3 m/z, para Acinetobacter baumanni;

i. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1793 a aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z, para Salmonella spp;

j. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 1820 a aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1824 m/z, para Salmonella spp; o

k. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2031 a aproximadamente 2037 m/z,
preferiblemente 2034 m/z, para Salmonella spp.

[0104] En una realizacion, el quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por fosfoetanolamina
y 4-amino-L-arabinosa se selecciona del grupo que consiste en:
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a. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2047 a aproximadamente 2053 m/z,
preferiblemente 2050 m/z, para Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter
spp. Yy Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 2074 a aproximadamente 2080 m/z,
preferiblemente 2077 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

C. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2091 a aproximadamente 2097 m/z,
preferiblemente 2094 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

d. un pico que comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de aproximadamente 2101 a aproximadamente 2107 m/z,
preferiblemente 2104 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

€. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 2313 a aproximadamente 2319 m/z,
preferiblemente 2316 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2329 a aproximadamente 2335 m/z,
preferiblemente 2332 m/z, para Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relacidon masa/carga (m/z) de aproximadamente 1868 a aproximadamente 1874 m/z,
preferiblemente 1871,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de aproximadamente 2161 a aproximadamente 2167 m/z,
preferiblemente 2164,3 m/z, para Acinetobacter baumanni;

i. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2047 a aproximadamente 2053 m/z,
preferiblemente 2050,2 m/z, para Salmonella spp;

j. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2075 a aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z, para Salmonella spp; o

k. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de aproximadamente 2285 a aproximadamente 2291 m/z,
preferiblemente 2288 m/z, para Salmonella spp.

[0105] En una realizacion, el lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
1793 y aproximadamente 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de
lipido A modificado por fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre
aproximadamente 2047 y aproximadamente 2053 m/z, preferiblemente 2050 m/z, para Escherichia coli, Shigella,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter spp. y Klebsiella oxytoca. En una realizacion, el lipido A
nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1820 y aproximadamente 1826 m/z,
preferiblemente 1823,9 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2074
y aproximadamente 2080 m/z, preferiblemente 2077 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A
nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1837 y aproximadamente 1843 m/z,
preferiblemente 1840 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion de masa/carga (m/z) de entre aproximadamente
2091 y aproximadamente 2097 m/z, preferiblemente 2094 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el
lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1847 y aproximadamente 1853
m/z, preferiblemente 1850 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2101
y aproximadamente 2107 m/z, preferiblemente 2104 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A
nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2059 y aproximadamente 2065 m/z,
preferiblemente 2062 m/z, y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2313
y aproximadamente 2319 m/z, preferiblemente 2316 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el lipido A
nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2075 y aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion de masa a carga (m/z) de entre aproximadamente
2329 y aproximadamente 2335 m/z, preferiblemente 2332 m/z, para Klebsiella pneumoniae. En una realizacion, el
lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1614 y aproximadamente 1620
m/z, preferiblemente 1617,2 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1868
y aproximadamente 1874 m/z, preferiblemente 1871,2 m/z, para Pseudomonas aeruginosa. En una realizacion, el
lipido A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1907 y aproximadamente 1913
m/z, preferiblemente 1910,3 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2161
y aproximadamente 2167 m/z, preferiblemente 2164,3 m/z, para Acinetobacter baumannii. En una realizacion, el lipido
A nativo comprende una relacion masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 1793 y aproximadamente 1799 m/z,
preferiblemente 1796,2 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2047
y aproximadamente 2053 m/z, preferiblemente 2050,2 m/z, para Salmonella spp. En una realizacion, el lipido A nativo
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 2075 y aproximadamente 2081 m/z,
preferiblemente 2078 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2075
y aproximadamente 2081 m/z, preferiblemente 2078 m/z, para Salmonella spp. En una realizacion, el lipido A nativo
comprende una relacion masal/carga (m/z) de entre aproximadamente 2031 y aproximadamente 2037 m/z,
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preferiblemente 2034 m/z y un quinto pico definido indicativo de la presencia de lipido A modificado por
fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa comprende una relacién masa/carga (m/z) de entre aproximadamente 2285
y aproximadamente 2291 m/z, preferiblemente 2288 m/z, para Salmonella spp.

[0106] En una realizacion, la presencia de dicho quinto pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a
un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia codificada por cromosoma. En una realizacion,
la ausencia de dicho quinto pico definido indica la ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido
cationico ciclico a través de una resistencia codificada por cromosomas. La resistencia a la polimixina codificada por
cromosomas puede asociarse tipicamente con el lipido A modificado por fosfoetanolamina y/o el lipido A modificado
tanto con fosfoetanolamina como con 4-amino-L-arabinosa (por ejemplo, la presencia tanto del primer pico definido
como del quinto pico definido).

[0107] En una realizacion, la presencia de dicho primer pico definido (por ejemplo, indicativo de la presencia de lipido
A modificado por fosfoetanolamina) y la ausencia de dicho quinto pico definido indica la presencia de una bacteria
resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de resistencia codificada por plasmido. En una
realizacion, la ausencia de dicho primer pico definido y la presencia de dicho quinto pico definido indica la presencia
de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia codificada por
cromosoma.

[0108] En una realizacion, la presencia de dicho tercer pico definido (por ejemplo, indicativo de la presencia de lipido
A modificado por fosfoetanolamina en el grupo fosfato 1' con pérdida concomitante del fosfato 4') y la ausencia de
dicho quinto pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico
a través de la resistencia codificada por plasmido y la ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido
catiénico ciclico a través de la resistencia codificada por cromosomas. En una realizacion, la ausencia de dicho tercer
pico definido y la presencia de dicho quinto pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polipéptido cationico ciclico a través de una resistencia codificada por cromosomas y la ausencia de una bacteria
resistente a un antibiodtico de polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia codificada por plasmidos.

[0109] Sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido
cationico ciclico a través de resistencia codificada por plasmido comprende un plasmido que tiene un gen mcr-1, mcr-
2, un gen similar a mcr o una combinacion de los mismos. Una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido
catidnico ciclico a través de la resistencia codificada por plasmido puede comprender un plasmido que tiene un gen
mcr-1 (por ejemplo, mcr-1, mer-1.1, mer-1.2, mer-1.3, mcr-1.4, mer-1.5, mer-1.6, mer-1.7, mer-1.8, mer-1.9 y/o mcr-
1.10), un gen mcr-2 (por ejemplo, mcr-2 y/o mcr-2.2), un gen mcr-3 (por ejemplo, mcr-3 y/o mcr-3.2), un gen mcr-4
(por ejemplo, mcr-4), un gen mcr-5 (por ejemplo, mcr-5), un gen similar a mcr o una combinacién de los
mismos. Adecuadamente, el lipido A modificado con fosfoetanolamina en el grupo fosfato 1' del lipido A con pérdida
concomitante del grupo fosfato 4' (por ejemplo, como para el tercer pico definido descrito en el presente documento)
solo es detectable en una bacteria que comprende un plasmido que comprende uno o mas de dichos genes mcr, y no
es detectable en una bacteria que carece de dicho plasmido.

[0110] En una realizacién, una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico a través de la
resistencia codificada por plasmidos o una bacteria de la familia Enterobacteriaceae resistente a un antibiético de
polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia codificada por plasmidos comprende un plasmido que tiene un
gen de resistencia a la colistina movilizado. En una realizacion, un gen de resistencia a la colistina movilizado
comprende uno o mas de mcr-1, mcr-1.1, mer-1.2, mer-1.3, mcr-1.4, mer-1.5, mer-1.6, mer-1.7, mer-1.8, gen mcr-1.9,
mcr-1.10, mer-2, mer-2.2, mcr-3, mer-3.2, mcr-4, mcr-5 0 un gen similar a mer. En unarealizacién, un gen de resistencia
a colistina movilizadoa comprende uno o mas de mcr-1, mcr-2 o un gen similar a mcr.

[0111] Un "gen similar o de tipo mcr" como se usa en el presente documento es un gen que comprende una secuencia
que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido equivalente funcionalmente y/o estructuralmente
al polipéptido codificado por un gen mcr-1 o mcr-2. Un "gen similar o de tipo mcr" como se usa en este documento es
un gen que comprende una secuencia que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido funcional
y/o estructuralmente equivalente al polipéptido codificado por mer-1, mer-1.1, mer-1.2, mer-1.3, mer-1.4, mer-1.5, mcr-
1.6, mer-1.7, mer-1.8, mer-1.9, mer-1.10, mer-2, mer-2.2, mer-3, mer-3.2, mcr-4 o mcr-5.

[0112] En una realizacién, un gen similar a mcr es un gen que comprende una secuencia que tiene al menos 50% de
identidad de secuencia con mcr-1, mer-1,1, mer-1,2, mer-1,3, mer-1,4, mer-1,5, mer -1.6, mcr-1.7, mcr-1.8, mcr-1.9,
mcr-1.10, mcr-2, mer-2.2, mecr-3, mcr-3.2, mcr-4 o mcr-5. En una realizacion, dicho gen similar a mcr comprende al
menos 60% o 70% de identidad de secuencia con mcer-1, mer-1.1, mer-1.2, mer-1.3, mer-1.4, mer-1.5, mer-1.6, mcr-
1.7, mer-1.8, mer-1.9, mer-1.10, mcr-2, mcr-2.2, mer-3, mer-3.2, mcr-4 o mer-5. Adecuadamente, el gen similar a mcer
comprende al menos 80% o 90% (por ejemplo, al menos 95%) de identidad de secuencia con mcr-1, mer-1.1, mcr-
1.2, mer-1.3, mer-1.4, mer-1.5, mer- 1.6, mer-1.7, mer-1.8, mer-1.9, mer-1.10, mer-2, mer-2.2, mer-3, mer-3.2, mer-4 o
mcr-5.

[0113] En una realizacién, un gen similar a mcr es un gen que comprende una secuencia que tiene al menos 50% de
identidad de secuencia con mcr-1 o mcr-2. En una realizacion, dicho gen similar a mcr comprende al menos 60% o
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70% de identidad de secuencia con mcr-1 o mcr-2. De manera adecuada, el gen similar a mcr comprende al menos
80% 0 90% (por ejemplo, al menos 95%) de identidad de secuencia con mcr-1 o mcr-2.

[0114] En una realizacién, un gen mcr-1 tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 9 y SEQ ID NO: 10 o una secuencia que tiene al menos 50% de identidad de secuencia con las mismas,
adecuadamente al menos 60%, 70 %, 80% o 90% de identidad de secuencia con las mismas. En una realizacion, un
gen mcr-1 tiene la secuencia SEQ ID NO: 1, o una secuencia que tiene al menos 50% de identidad de secuencia con
la misma, adecuadamente al menos 60%, 70%, 80% o 90% de identidad de secuencia con la misma.

[0115] En una realizacién, un gen mcr-2 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, o una secuencia que
tiene al menos 50% de identidad de secuencia con la misma, adecuadamente al menos 60%, 70%, 80% o 90% de
identidad de secuencia con las mismas. En una realizacion, un gen mcr-2 tiene la secuencia SEQ ID NO: 11, o una
secuencia que tiene al menos 50% de identidad de secuencia con la misma, adecuadamente al menos 60%, 70%,
80% o0 90% de identidad de secuencia con la misma.

[0116] En una realizacion, un gen mcr-3 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 o una secuencia que
tiene al menos 50% de identidad de secuencia con las mismas, adecuadamente al menos 60%, 70%, 80% o 90% de
identidad de secuencia con las mismas.

[0117] En una realizacién, un gen mcr-4 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 15, o una secuencia que tiene al menos
50% de identidad de secuencia con la misma, adecuadamente al menos 60%, 70%, 80% o 90% de identidad de
secuencia con la misma.

[0118] En una realizacién, un gen mcr-5 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 16, o una secuencia que tiene al menos
50% de identidad de secuencia con la misma, adecuadamente al menos 60%, 70%, 80% o 90% de identidad de
secuencia con la misma.

[0119] Una bacteria puede ser resistente a un antibiético polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia
codificada por cromosomas. Sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que una bacteria resistente a un antibiético
de polipéptido catiénico ciclico a través de la resistencia codificada por cromosomas comprende una mutacién en uno
0 mas genes seleccionados entre pmrA, pmrB, pmrC, pmrD, pmrE, pmrR, phoP, phoQ, mgrB, arnA, amB, arnC, arnD,
amE, amF, armF, arnT, cptA, eptB y combinaciones de los mismos. Dichas mutaciones pueden resultar, directa o
indirectamente, en la modificacion del lipido A con 4-amino-L-arabinosa y/o fosfoetanolamina. Una "mutacion” abarca
cualquier alteracién de la secuencia de nucleétidos de un gen, una mutacion puntual, una mutacion de sentido alterado
o erréneo (“missense”), una mutacion sin sentido, una inserciéon, una delecién, una duplicacién, una mutacion por
desplazamiento del marco o una expansion repetida.

[0120] En una realizacion, una muestra de ensayo se mezcla con una solucidon matriz antes de someter dicha muestra
de ensayo al andlisis de espectrometria de masas. Una solucion matriz facilita la espectrometria de masas de una
muestra de ensayo, adecuadamente en la que la espectrometria de masas es espectrometria de masas MALDI-TOF.

[0121] En una realizacién, una solucién matriz como se describe en el presente documento permite la extraccion
selectiva, co-cristalizacion e ionizacion de lipido A nativo y/o lipido A modificado como una parte integral de una
membrana bacteriana. En una realizaciéon, una solucién matriz como se describe en el presente documento permite la
identificacion de un pico asignado al lipido A nativo y/o al lipido A modificado (por ejemplo, al permitir la extraccion
selectiva, co-cristalizacion e ionizacién del lipido A nativo y/o lipido A modificado) como parte integral de una
membrana bacteriana.

[0122] Asi, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion preparada para su uso en la
espectrometria de masas, comprendiendo dicha composicion una membrana bacteriana o fragmento de la misma y
una soluciéon matriz.

[0123] En una realizacién, una solucién matriz comprende acido 2,5-dihidroxibenzoico suspendido en un disolvente
organico. En una realizacion, una solucién matriz comprende acido 2,5-dihidroxibenzoico suspendido en un disolvente
organico a una concentracion de aproximadamente 1 a 100 mg/ml. En una realizacién, una solucion matriz comprende
acido 2,5-dihidroxibenzoico suspendido en un disolvente organico a una concentracion de aproximadamente 7 a 13
mg/ml. Preferiblemente, el acido 2,5-dihidroxibenzoico se suspende en un disolvente organico a una concentracion de
aproximadamente 10 mg/ml.

[0124] En una realizaciéon, una solucion matriz comprende uno o mas seleccionados de norharmane (NRM), 3-
hidroximetil-B-carbolina, 3-metil-a-carbolina, 2,3,4,9-tetrahidro-1H--carbolina-3-carboxilato de etilo, B-carbolina-3-
carboxilato de etilo, acido 1-metilindol-2-carboxilico, metyoduro de norharman, N-metilamida del acido B-carbolina-3-
carboxilico, clorhidrato de harmalina deshidratado, acido 1,2,3,4-tetrahidro-beta-carbolin-1-carboxilico, 1,2,3,4-
tetrahidro-9H-pirido [3,4-b] indol, harmane, harmina, harmalina o una combinacién de los mismos suspendidos en un
disolvente organico. En una realizacion, una soluciéon matriz comprende uno o mas seleccionados de norharmane
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(NRM), 3-hidroximetil-B-carbolina, 3-metil-a-carbolina, 2,3,4,9-tetrahidro-1H-B-carbolina-3-carboxilato de etilo, B-
carbolina-3-carboxilato de etilo, acido 1-metilindol-2-carboxilico, metyoduro de norharman, N-metilamida del acido B-
carbolin-3-carboxilico, clorhidrato de harmalina deshidratado, acido 1,2,3,4-tetrahidro-beta-carbolin-1-carboxilico,
1,2,3,4-tetrahidro-9H-pirido [3 , 4-b] indol, harmane, harmina, harmalina o una combinacién de los mismos suspendidos
en un disolvente organico a una concentracion de 1 a 100 mg/ml. En una realizacion, una solucién matriz comprende
uno o mas seleccionados de norharmane (NRM), 3-hidroximetil-B-carbolina, 3-metil-a-carbolina, 2,3,4,9-tetrahidro-1H-
B-carbolina -3-carboxilato de etilo, B-carbolina-3-carboxilato de etilo, acido 1-metilindol-2-carboxilico, metyoduro de
norharman, N-metilamida del acido B-carbolina-3-carboxilico, clorhidrato de harmalina deshidratado, acido 1,2,3,4-
tetrahidro-beta-carbolina-1-carboxilico, 1,2,3,4-tetrahidro-9H-pirido [3,4-b] indol, harmane, harmina, harmalina o una
combinacién de las mismas suspendida en un disolvente organico a una concentracion de 7 a 13 mg/ml. En una
realizacion preferible, una solucidon matriz comprende uno o mas seleccionados de norharmane (NRM), 3-hidroximetil-
B-carbolina, 3-metil-a-carbolina, 2,3,4,9-tetrahidro-1H-B-carbolina-3-carboxilato de etilo, B-carbolina-3-carboxilato de
etilo, acido 1-metilindol-2-carboxilico, metyoduro de norharman, N-metilamida del acido B-carbolina-3-carboxilico,
clorhidrato de harmalina deshidratado, acido 1,2,3,4-tetrahidro-beta-carbolina-1-carboxilico, 1,2,3,4-tetrahidro-9H-
pirido [3,4-b] indol, harmane, harmina, harmalina o una combinaciéon de los mismos suspendidos en un disolvente
organico en una concentracion de 10 mg/ml.

[0125] En una realizacién, una solucion matriz comprende norharmane (NRM) suspendido en un disolvente
organico. En una realizacion, una solucién matriz comprende norharmane suspendido en un disolvente organico a una
concentracion de 1 a 100 mg/ml. En una realizacién, una soluciéon matriz comprende norharmane suspendido en un
disolvente organico a una concentracion de 7 a 13 mg/ml. En una realizacion preferible, una solucion matrizcomprende
norharmane suspendido en un disolvente organico a una concentracion de 10 mg/ml.

[0126] En una realizacion, un disolvente organico comprende cloroformo y metanol en una relacion de
aproximadamente 6:1 a aproximadamente 12:1, o de aproximadamente 8:1 a aproximadamente 10:1. De forma
adecuada, un disolvente organico comprende cloroformo y metanol en una relacion de aproximadamente 9:1 v/v.

[0127] En una realizacion, el disolvente organico comprende uno o mas de cloroformo, metanol, diclorometano, éter,
dietil éter, éter de petréleo, isopropanol, butanol, hexano o una combinacién de los mismos.

[0128] En una realizacion, el disolvente organico comprende uno o mas de acido acético, acetona, acetonitrilo,
benceno, 1-butanol, 2-butanol, 2-butanona, alcohol t-butilico, tetracloruro de carbono, clorobenceno, cloroformo,
ciclohexano, 1,2-dicloroetano, dietilenglicol, éter dietilico, diglima (éter dimetilico de dietilenglicol), 1,2-dimetoxietano
(glima, DME), dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSQO), 1,4-dioxano, etanol, acetato de etilo, etilenglicol,
glicerina, heptano, hexametilfosforamida (HMPA), hexametilfésforo triamida (HMPT), hexano, metanol, metil t-butil éter
(MTBE), cloruro de metileno, N-metil-2-pirrolidinona (NMP), pentano, éter de petrdleo (ligroina), 1-propanol, 2-
propanol, piridina, tetrahidrofurano (THF), tolueno, trietilamina, agua, agua (pesada), o-xileno, m-xileno, p-xileno.

[0129] En una realizacion, la relacion de la muestra de ensayo con respecto a la solucion de la matriz es de entre
aproximadamente 0,1:1 a aproximadamente 2:1 v/v, o de aproximadamente 0,5:1 a aproximadamente 0,7:1 v/v. De
manera adecuada, la relacion entre la muestra de ensayo y la solucién matriz es de aproximadamente 0,66:1 v/v.

[0130] En una realizacion, una muestra de ensayo comprende menos de aproximadamente 10'° células
bacterianas. De manera adecuada, una muestra de ensayo puede comprender menos de aproximadamente 10°, 108,
107, 108, 10°, 104, 103, 102 0 10" células bacterianas.

[0131] En una realizacion, una muestra de ensayo comprende entre aproximadamente 10"y aproximadamente
10'° células bacterianas. De manera adecuada, una muestra de ensayo comprende entre aproximadamente 10%y
aproximadamente 108, de aproximadamente 10%a aproximadamente 10°, o de aproximadamente 10*a
aproximadamente 10° células bacterianas.

[0132] En una realizacién, el antibidtico de polipéptido catiénico ciclico es un antibiético de polimixina. De forma
adecuada, un antibidtico de polimixina puede ser uno o mas de colistina (polimixina E), polimixina B, matacina
(polimixina M) o una sal de las mismas.

[0133] Preferiblemente, un antibiético de polimixina puede ser colistina (polimixina E) o una sal de la misma. Una sal
de colistina (polimixina E) puede ser sulfato de colistina o colistimetato de sodio.

[0134] En una realizacién una bacteria tal como se usa en el presente documento puede ser una o mas seleccionadas
de los siguientes géneros: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Shigella, Salmonella,
Citrobacter, Raoultella o combinaciones de los mismos.

[0135] Convenientemente, una bacteria puede ser una o mas seleccionadas de entre las siguientes especies:

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Enterobacter asburiae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Shigella sonnei, Shigella flexneri,
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Salmonella enterica, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter youngae o
combinaciones de los mismos.

[0136] Cualquier cepa de tales géneros o especies puede ser adecuada para su uso en un procedimiento de la
invencion.

[0137] En una realizacién, una bacteria esta inactivada por calor. Una bacteria puede inactivarse por calor usando
cualquier técnica conocida en el sector, por ejemplo usando un bafio seco o un bafio de agua. Cuando se usa un bafo
seco o un bafio de agua, una bacteria puede inactivarse por calor calentando entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 50 minutos a 70 a 90 °C (adecuadamente durante 30 minutos a 80 °C). En algunas realizaciones,
una bacteria puede inactivarse por calor calentando durante al menos aproximadamente 45 minutos (preferiblemente
al menos 1 hora) hasta al menos aproximadamente 80°C (preferiblemente al menos 90°C).

[0138] En algunas realizaciones, la bacteria no esta inactivada por calor.

[0139] En una realizacion, un procedimiento de la presente invencion comprende la etapa de registrar los datos
obtenidos en la etapa (a) en un soporte de datos adecuado. Por tanto, la presente invencion también proporciona un
soporte de datos que comprende los datos obtenidos en la etapa (a) de un procedimiento del presente documento.

[0140] En un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento de cribado para identificar un inhibidor de la
resistencia a los antibiéticos de polipéptido catiénico ciclico en una bacteria, que comprende:

a. incubar una muestra que comprende una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico con un
inhibidor candidato;

b. someter dicha muestra a analisis de espectrometria de masas segun un procedimiento de la presente invencion y
generar una salida de espectro de masas; y

c. identificar la presencia o ausencia de dicho primer pico definido en la salida del espectro de masas;

en el que la presencia de dicho primer pico definido indica que dicho inhibidor candidato no es una sustancia capaz
de inhibir la resistencia a antibiéticos de polipéptido cationico ciclico en una bacteria, y en el que la ausencia de dicho
primer pico definido indica que dicho inhibidor candidato es una sustancia capaz de inhibir la resistencia a los
antibidticos de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria.

[0141] En un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento de cribado para identificar un inhibidor de la
resistencia a los antibiéticos de polipéptido catiénico ciclico en una bacteria, que comprende:

a. incubar una muestra que comprende una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico con un
inhibidor candidato;

b. someter dicha muestra a andlisis de espectrometria de masas segun un procedimiento de la presente invencion y
generar una salida de espectro de masas; y

c. identificar la presencia o ausencia de dicho primer pico definido y/o dicho tercer pico definido en la salida del espectro
de masas;

en el que la presencia de dicho primer pico definido y/o dicho tercer pico definido indica que dicho inhibidor candidato
no es una sustancia capaz de inhibir la resistencia a antibiéticos de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria, y en
el que la ausencia de dicho primer pico definido y/o dicho tercer pico definido indica que dicho inhibidor candidato es
una sustancia capaz de inhibir la resistencia a antibiéticos de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria.

[0142] En un aspecto de la divulgacion, se proporciona un procedimiento de cribado para identificar un inhibidor de la
resistencia a los antibiéticos de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria, que comprende:

a. incubar una muestra que comprende una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico con un
inhibidor candidato;

b. someter dicha muestra a andlisis de espectrometria de masas segun un procedimiento de la presente invencion y
generar una salida del espectro de masas; y

c. identificar la presencia o ausencia de dicho primer pico definido, dicho tercer pico definido, dicho cuarto pico definido
y/o dicho quinto pico definido en la salida del espectro de masas;

en el que la presencia de dicho primer pico definido, dicho tercer pico definido, dicho cuarto pico definido y/o dicho
quinto pico definido indica que dicho inhibidor candidato no es una sustancia capaz de inhibir la resistencia a
antibioticos del polipéptido cationico ciclico en una bacteria, y en el que la ausencia de dicho primer pico definido y/o
dicho tercer pico definido indica que dicho inhibidor candidato es una sustancia capaz de inhibir la resistencia a
antibidticos de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria.

[0143] Dicho procedimiento o procedimientos de cribado abarcan el uso correspondiente de espectrometria de masas
para la identificacion de un inhibidor de la resistencia a antibiéticos de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria.

[0144] En una realizacion, en el que dicho procedimiento de cribado falla para identificar un inhibidor de la resistencia
a los antibidticos de polipéptido catidnico ciclico (por ejemplo, polimixina) en una bacteria, las etapas a. - c. se repiten
con un inhibidor candidato diferente. Esta secuencia puede repetirse iterativamente hasta que se identifique la
ausencia del primer pico definido, lo que indica que el inhibidor candidato es una sustancia capaz de inhibir la
resistencia a antibiéticos del polipéptido catidnico ciclico en una bacteria. Una vez que se identifica la ausencia del
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primer pico definido, dicho inhibidor candidato puede usarse como inhibidor de la resistencia a antibiéticos del
polipéptido catidnico ciclico en una bacteria.

[0145] En una realizacién, un procedimiento de cribado para identificar un inhibidor de la resistencia a los antibiéticos
de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria comprende incubar una muestra que comprende una bacteria resistente
a un antibiético de polipéptido ciclico catiénico con un inhibidor candidato y, posteriormente, probar dicha bacteria para
la susceptibilidad a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico, en el que el andlisis de espectrometria de masas de
acuerdo con un procedimiento de la presente invencion se usa para confirmar si una sustancia es capaz o no es capaz
de inhibir la resistencia a antibiéticos de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria mediante la identificacion de la
presencia o ausencia de dicho primer pico definido y/o dicho tercer pico definido en una salida de espectro de masas.

[0146] En una realizacién, una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico puede aislarse de
una muestra clinica. En una realizacion alternativa, la bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico
puede cultivarse en condiciones de laboratorio.

[0147] Un inhibidor candidato puede ser capaz de inhibir directa o indirectamente la modificacién de lipido A con 4-
amino-L-arabinosa y/o fosfoetanolamina.

[0148] En una realizacién, un inhibidor candidato se selecciona de un inhibidor de molécula pequefia, un péptido, un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal o un fragmento de anticuerpo.

[0149] En una realizacién, un inhibidor candidato es una sustancia quimica o farmacéutica conocido seleccionada de
una biblioteca de tales inhibidores candidatos.

[0150] En una realizacion, una muestra que comprende una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catidnico
ciclico con un inhibidor candidato es una muestra de un animal no humano o humano. Un animal no humano puede
ser, por ejemplo, un primate no humano, caballo, vaca, cabra, gato, perro, oveja, roedor (por ejemplo, ratén, rata o
conejillo de Indias), pez o anfibio (por ejemplo, Xenopus).

[0151] En un aspecto, se proporciona el uso de una muestra de ensayo en el analisis de espectrometria de masas
para la deteccién de la presencia o ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico
(por ejemplo, en dicha muestra de ensayo).

[0152] Los procedimientos para determinar el porcentaje de identidad de secuencia de acido nucleico son conocidos
en la técnica. A modo de ejemplo, cuando se evalua la identidad de la secuencia de acido nucleico, una secuencia
que tiene un numero definido de nucleétidos contiguos puede alinearse con una secuencia de acido nucleico (que
tiene el mismo numero de nucleétidos contiguos) de la porcion correspondiente de una secuencia de acido nucleico
de la presente divulgacion. Las herramientas conocidas en la técnica para determinar el porcentaje de identidad de
secuencia de acido nucleico incluyen Nucleotide BLAST.

[0153] Puede usarse cualquiera de una variedad de procedimientos de alineacién de secuencias para determinar el
porcentaje de identidad, incluidos, sin limitacion, procedimientos globales, procedimientos locales y procedimientos
hibridos, tales como, por ejemplo, procedimientos de aproximacion por segmentos. Los protocolos para determinar el
porcentaje de identidad son procedimientos de rutina dentro del alcance de un experto en la técnica. Los
procedimientos globales alinean las secuencias desde el principio hasta el final de la molécula y determinan la mejor
alineacion sumando puntuaciones de pares de residuos individuales e imponiendo penalizaciones por huecos. Los
procedimientos no limitantes incluyen, por ejemplo, CLUSTAL W, ver, por ejemplo, Julie D. Thompson et al., CLUSTAL
W: Improving the Sensitivity of Progressive Multiple Sequence Alignment Through Sequence Weighting, Position-
Specific Gap Penalties and Weight Matrix Choice, 22(22) Nucleic Acids Research 4673-4680 (1994); y refinamiento
iterativo, ver, por ejemplo, Osamu Gotoh, Significant Improvement in Accuracy of Multiple Protein. Sequence
Alignments by Iterative Refinement as Assessed by Reference to Structural Alignments, 264(4) J. Mol. Biol. 823-838
(1996). Los procedimientos locales alinean secuencias identificando uno o mas motivos conservados compartidos por
todas las secuencias de entrada. Los procedimientos no limitativos incluyen, por ejemplo, Match-box, ver, por ejemplo,
Eric Depiereux y Ernest Feytmans, Match-Box: A Fundamentally New Algorithm for the Simultaneous Alignment of
Several Protein Sequences, 8(5) CABIOS 501 -509 (1992); muestreo de Gibbs, véase, por ejemplo, C. E. Lawrence
et al., Detecting Subtle Sequence Signals: A Gibbs Sampling Strategy for Multiple Alignment, 262(5131) Science 208-
214 (1993); Align-M, véase, por ejemplo, Ivo Van Walle et al., Align-M - A New Algorithm for Multiple Alignment of
Highly Divergent Sequences, 20(9) Bioinformatics:1428-1435 (2004).

[0154] Por lo tanto, la identidad de secuencia en porcentaje se determina mediante procedimientos
convencionales. Véase, por ejemplo, Altschul et al., Bull. Math. Bio. 48: 603-16, 1986 y Henikoff y Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-19, 1992. Brevemente, dos secuencias de aminoacidos se alinean para
optimizar las puntuaciones de alineacion utilizando una penalizacion de apertura de hueco de 10, una penalizacién de
extension de hueco de 1y la matriz de puntuacion "blosum 62" de Henikoff y Henikoff (ibid.), tal como se muestra a
continuacion (los aminoacidos se indican mediante los codigos estandar de una letra).
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PUNTUACIONES DE ALINEACION PARA DETERMINAR LA IDENTIDAD DE LA SECUENCIA

[0155]
ARNDCQEGHILKMFPSTWYYV
A 4

R-15

N-2 06

D-2-216

C0-3-3-389

Q-1100-35

E-1002-425
G0-20-1-3-2-2 6

H201-1300-28
|-1-3-3-3-1-3-3-4-3 4
L-1-2-3-4-12-3-4-32 4
K-120-1-311-2-1-3-2 5
M-1-1-2-3-10-2-3-212-15
F-2-3-3-3-2-3-3-3-100-306
P-1-2-2-1-3-1-1-2-2-3-3-1-2-47
$1110-1000-1-2-20-1-2-1 4
T010-1-1-1-1-2-2-1-1-1-1-2-115
W-3-3-4-4-2-2-3-2-2-3-2-3-11-4-3-211
Y2-2-2-3-2-1-2-32-1-1-2-13-3-2-227
v0-33-3-1-2-2-3-331-21-1-2-20-3-1 4
[0156] El porcentaje de identidad se calcula entonces como:

Numero total de emparejamientos idénticos
x 100

[longitud de la secuencia mas larga mas el numero de
huecos introducidos en la secuencia mas larga a efectos
de alinear las dos secuencias]

[0157] Los polipéptidos sustancialmente homologos se caracterizan por tener una o mas sustituciones, deleciones o
adiciones de aminoacidos. Estos cambios son preferiblemente de naturaleza menor, es decir, sustituciones de
aminoacidos conservativos (véase mas adelante) y otras sustituciones que no afectan significativamente el
plegamiento o la actividad del polipéptido; pequefias deleciones, tipicamente de uno a aproximadamente 30
aminoacidos; y pequefias extensiones amino- o carboxilo-terminales, tales como un residuo de metionina amino-
terminal, un pequefio péptido enlazador de hasta aproximadamente 20-25 residuos, o una etiqueta de afinidad.

SUSTITUCIONES DE AMINOACIDOS CONSERVATIVOS

Basico: arginina
lisina
histidina
Acido: 4cido glutamico
acido aspartico
Polar: glutamina
asparagina
Hidrofobo: leucina
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isoleucina
valina
Aromatico: fenilalanina
triptéfano
tirosina
Pequefio: glicina
alanina
serina
treonina
metionina

[0159] Ademas de los 20 aminoacidos estandar, los aminoacidos no estandar (tales como 4-hidroxiprolina, 6-N-metil
lisina, acido 2-aminoisobutirico, isovalina y a-metil serina) pueden ser sustituidos por residuos de aminoacidos de los
polipéptidos descritos en este documento. Un nimero limitado de aminoacidos no conservativos, aminoacidos que no
estan codificados por el codigo genético y aminoacidos no naturales pueden sustituirse por residuos de aminoacidos
polipeptidicos. Los polipéptidos descritos en el presente documento también pueden comprender residuos de
aminoacidos de origen no natural.

[0160] Los aminoacidos no naturales incluyen, sin limitacion, trans-3-metilprolina, 2,4-metano-prolina, cis-4-
hidroxiprolina, trans-4-hidroxi-prolina, N-metilglicina, alo-treonina, metil-treonina, hidroxi-etilcisteina, hidroxietilhomo-
cisteina, nitro-glutamina, homoglutamina, acido pipecdlico, terc-leucina, norvalina, 2-azafenilalanina, 3-azafenil-
alanina, 4-azafenil-alanina y 4-fluorofenilalanina. Se conocen varios procedimientos en la técnica para incorporar
residuos de aminoacidos de origen no natural en proteinas. Por ejemplo, se puede emplear un sistema in vitro, en el
que se suprimen mutaciones sin sentido utilizando ARNt supresores quimicamente aminoacilados. Se conocen en la
técnica procedimientos para sintetizar aminoacidos y aminoacilar ARNt. La transcripcion y traduccion de plasmidos
que contienen mutaciones sin sentido se lleva a cabo en un sistema libre de células que comprende un extracto de E.
coli S30 y enzimas y otros reactivos disponibles comercialmente. Las proteinas se purifican mediante
cromatografia. Véase, por ejemplo, Robertson et al., J. Am. Chem. Soc. 113: 2722, 1991; Ellman et al., Methods
Enzymol. 202: 301, 1991; Chung et al., Science 259: 806-9, 1993; y Chung et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
10145-9, 1993). En un segundo procedimiento, la traduccion se lleva a cabo en ovocitos de Xenopus mediante
microinyeccion de ARNm mutado y ARNt supresores quimicamente aminoacilados (Turcatti et al., J. Biol. Chem. 271:
19991-8, 1996). Dentro de un tercer procedimiento, las células de E. coli se cultivan en ausencia de un aminoacido
natural que deba reemplazarse (por ejemplo, fenilalanina) y en presencia del aminoacido o aminoacidos no naturales
deseados (por ejemplo, 2-azafenilalanina, 3-azafenilalanina, 4-azafenilalanina o 4-fluorofenilalanina). EI aminoacido
de origen no natural se incorpora al polipéptido en lugar de su homologo natural. Véase, Koide et al., Biochem. 33:
7470-6, 1994. Los residuos de aminoacidos de origen natural se pueden convertir en especies de origen no natural
mediante modificacién quimica in vitro. La modificacion quimica se puede combinar con mutagénesis dirigida al sitio
para ampliar ain mas la gama de sustituciones (Wynn y Richards, Protein Sci. 2: 395-403, 1993).

[0161] Un ndmero limitado de aminoacidos no conservadores, aminoacidos que no son codificados por el codigo
genético, aminoacidos de origen no natural y aminoacidos no naturales puede ser sustituidos por residuos de
aminoacidos de los polipéptidos descritos en este documento.

[0162] Los aminoacidos esenciales en los polipéptidos descritos en el presente documento pueden identificarse de
acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis de rastreo
de alanina (Cunningham y Wells, Science 244: 1081-5, 1989). Los sitios de interacciéon biolégica también pueden
determinarse mediante analisis fisico de la estructura, segun se determina mediante técnicas, tales como resonancia
magnética nuclear, cristalografia, difraccion de electrones o marcaje por fotoafinidad, junto con la mutaciéon de los
aminoacidos del posible sitio de contacto. Véase, por ejemplo, de Vos et al., Science 255: 306-12, 1992; Smith et al.,
J. Mol. Biol. 224: 899-904, 1992; Wlodaver et al., FEBS Lett. 309: 59-64, 1992. Las identidades de los aminoacidos
esenciales también pueden inferirse del andlisis de homologias con componentes relacionados (por ejemplo, la
translocacion o componentes de proteasa) de los polipéptidos descritos en el presente documento.

[0163] Las sustituciones de multiples aminoacidos pueden realizarse y probarse usando procedimientos conocidos de
mutagénesis y cribado, tales como los descritos por Reidhaar-Olson y Sauer (Science 241: 53-7, 1988) o Bowie y
Sauer (Proc Natl Acad Sci. USA 86: 2152 - 6, 1989). Brevemente, estos autores describen procedimientos para
aleatorizar simultaneamente dos o mas posiciones en un polipéptido, seleccionar el polipéptido funcional y a
continuacion secuenciar los polipéptidos mutagenizados para determinar el espectro de sustituciones permitidas en
cada posicion. Otros procedimientos que se pueden usar incluyen la expresion en fagos (por ejemplo, Lowman et al.,
Biochem. 30: 10832-7, 1991; Ladner et al., Patente de EE.UU. No. 5.223.409; Huse, Publicacion WIPO WO 92/06204)
y mutagénesis dirigida a la region (Derbyshire et al., Gene 46: 145, 1986; Ner et al., DNA 7: 127, 1988).

[0164] Las sustituciones de multiples aminoacidos pueden realizarse y probarse usando procedimientos conocidos de
mutagénesis y cribado, tales como los descritos por Reidhaar-Olson y Sauer (Science 241: 53-7, 1988) o Bowie y
Sauer (Proc Natl Acad Sci. USA 86: 2152 - 6, 1989). Brevemente, estos autores describen procedimientos para
aleatorizar simultaneamente dos o mas posiciones en un polipéptido, seleccionar el polipéptido funcional y a
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continuacién secuenciar los polipéptidos mutagenizados para determinar el espectro de sustituciones permitidas en
cada posicion. Otros procedimientos que se pueden usar incluyen la expresion en fagos (por ejemplo, Lowman et al.,
Biochem. 30: 10832-7, 1991; Ladner et al., Patente de EE.UU. No. 5.223.409; Huse, Publicacion WIPO WO 92/06204)
y mutagénesis dirigida a la region (Derbyshire et al., Gene 46: 145, 1986; Ner et al., DNA 7: 127, 1988).

[0165] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen
el mismo significado que se entiende comunmente por un experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta
descripcion. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 20 ED., John Wiley
and Sons, Nueva York (1994), y Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper
Perennial, NY (1991) proporcionan al experto un diccionario general de muchos de los términos utilizados en esta
divulgacion.

[0166] Esta divulgacion no esta limitada por los procedimientos y materiales de ejemplo descritos en el presente
documento, y cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento puede
usarse en la practica o ensayo de realizaciones de esta divulgacion. Los intervalos numéricos incluyen los numeros
que definen el intervalo.

[0167] Los encabezamientos proporcionados en este documento no son limitaciones de los diversos aspectos o
realizaciones de la presente divulgacion.

[0168] Otras definiciones de términos pueden aparecer en toda la memoria. Antes de que las realizaciones de ejemplo
se describan con mas detalle, debe entenderse que esta divulgacion no se limita a las realizaciones particulares
descritas y, como tal, puede variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en este documento tiene
el propdsito de describir inicamente realizaciones particulares, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la
presente divulgacion estara definido Unicamente por las reivindicaciones adjuntas.

[0169] Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte
de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre los limites superior e
inferior de ese intervalo también se describe especificamente. Cada intervalo mas pequefo entre cualquier valor
establecido o valor intermedio en un intervalo establecido y cualquier otro valor establecido o intermedio en ese
intervalo establecido esta incluido dentro de esta divulgacion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas
pequefios pueden incluirse o excluirse independientemente en el intervalo, y cada intervalo en el que alguno, ninguno
o ambos limites estan incluidos en los intervalos mas pequefios también esta comprendido dentro de esta divulgacion,
sujeto a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o
ambos limites, los intervalos que excluyen alguno o ambos de estos limies incluidos también estan incluidos en esta
divulgacion.

[0170] Hay que sefalar que, tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "una", y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto claramente dicte lo contrario. Asi,
por ejemplo, la referencia a "una bacteria" incluye una pluralidad de dicha bacteria y la referencia a "la bacteria" incluye
la referencia a una o mas células bacterianas y equivalentes de las mismas conocidas por los expertos en la técnica,

y asi sucesivamente.

[0171] Las publicaciones descritas en el presente documento se proporcionan Uunicamente para su divulgacion antes
de la fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada de lo aqui mencionado debe interpretarse como una
admision de que tales publicaciones constituyen la técnica anterior a las reivindicaciones adjuntas.

[0172] La presente invencion se describira ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a los siguientes Ejemplos.
FIGURAS

[0173] Las realizaciones de la presente invencion se describiran ahora, sélo a modo de ejemplo, con referencia a las
figuras que se acompafian, en las cuales:

La figura 1 muestra un esquema que representa el andlisis de lipidos en bacterias intactas mediante espectrometria
de masas. La muestra de ensayo se coloca (11) en la diana MALDI (10) y se cubre con una solucién matriz adecuada
(12). La espectrometria de masas en modo de iones negativos o positivos se lleva a cabo utilizando cualquier maquina
de espectrometria de masas adecuada (12) (por ejemplo, 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer de Applied Biosystems). La
EM puede implicar el uso de una matriz de disolventes atipicos (disolventes organicos, CHCI; , MeOH, PE, DE). MS
= espectrometria de masas; CHCIs = cloro; MeOH = metanol; PE = éter de petréleo; DE = éter dietilico.

La Figura 2 (A) muestra estructuras tipicas de: lipido A nativo (21) que tiene un tamafio de 1976 m/z; Lipido A
modificado con fosfoetanolamina (pETN) en el fosfato 1' con pérdida concomitante del fosfato 4' (22) que tiene un
tamafio de 1821 m/z; (B) muestra el lipido A modificado con pETN que tiene un tamario de 1919 m/z (23); y Lipido A
modificado con 4-amino-L-arabinosa (L-Ara4N) y pETN. Los ndmeros indican el nimero de atomos de carbono en
cada cadena de acido graso.
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La Figura 3 muestra un esquema de modificaciones del lipido A relacionadas con la resistencia a antibiéticos de
polipéptido ciclico (por ejemplo, polimixina) en una bacteria de la familia Enterobacteriaceae. La modificacion del lipido
A (31) con fosfoetanolamina (pETN) se produce en bacterias que comprenden un plasmido que tiene un gen de
resistencia a colistina movilizado (MCR) o similar a mcr (32). La modificacion del lipido A con 4-amino-L-arabinosa (L-
Ara4N) y/o fosfoetanolamina (33) se produce en bacterias que comprenden ciertas alteraciones en genes (por ejemplo,
pmrA, pmrB, pmrC, pmrD, pmrE, pmrR, phoP, phoQ , mgrB, amA, amB, arnC, arnD, arnE, arnF, arnF, arnT, cptA,
eptB).

La Figura 4 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados por un procedimiento de la presente
invencion, que demuestran la discriminacion entre Escherichia coli (A) susceptible a polimixina, E. coli (B) resistente
a polimixina codificada por cromosomas y E. coli resistente a polimixina codificada por plasmido (por ejemplo, mcr-1
positivo) (C). Para cada espectro de masas, el pico en m/z 1796,2 se asigno al lipido A nativo, el pico en m/z 1919,2
se asigno al lipido A modificado por fosfoetanolamina, y el pico en 1821,2 se asigno al lipido A modificado por
fosfoetanolamina en la posicién 1' con pérdida concomitante del fosfato 4'.

La Figura 5 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados por un procedimiento de la presente
invencion, que demuestran la discriminacion entre Escherichia coli susceptible a polimixina (por ejemplo, E. coli J53)
(panel superior) y E. coli resistente a polimixina codificada por plasmido (por ejemplo, mcr-1 positivo) (por ejemplo, E.
coli R4) (panel inferior). Para cada espectro de masas, el pico en m/z 1796,2 (50) se asigno al lipido A nativo (por
ejemplo, un segundo pico definido), el pico en m/z 1919,2 (51) se asigno al lipido A modificado por fosfoetanolamina
(por ejemplo, un primer pico definido).

La Figura 6 muestra la distribucion de las Relaciones de Resistencia a la Polimixina (PPR) para las 79 cepas de E.
coli probadas (ver Figura 18). Se realizaron tres experimentos independientes para cada cepa. Los valores de corte
para la discriminacion entre la resistencia a la polimixina y la susceptibilidad a la polimixina (0,1) y para la discriminacién
entre la resistencia codificada por cromosomas y MCR a la polimixina (0,5) se indican mediante lineas punteadas
grises y negras, respectivamente. PRR £ coii = (| 1919 + | 1821 )/l 1706. | = Intensidad (por ejemplo, intensidad de pico en
un espectro de masas).

La Figura 7 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados por un procedimiento de la presente
invencion, que demuestran la discriminacion entre Klebsiella pneumoniae susceptible a polimixina (panel superior) y
K. pneumoniae resistente a polimixina codificada por plasmido (por ejemplo mcr-1 positivo) (panel inferior). Para cada
espectro de masas, el pico en m/z 1796,2 ym/z 1840 (71) se asigna al Lipido A nativo, el pico en m/z 1919,2 (72) se
asigna al Lipido A modificado por fosfoetanolamina.

La Figura 8 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados por un procedimiento de la presente
invencion, que demuestran la discriminacion entre Klebsiella spp. susceptible a polimixina. (primer panel), Klebsiella
spp resistente a polimixina codificada por cromosoma (segundo panel), Klebsiella spp resistente a polimixina
codificada por plasmido (por ejemplo mcr-1 positivo) (tercer panel) y Klebsiella spp. que son resistentes a polimixinas
codificadas por plasmidos y cromosomas (panel inferior). Para cada espectro de masas, los picos en m/z 1824, m/z
1840, m/z 2062 y m/z 2078 se asignaron al lipido A nativo, los picos en m/z 1971 y m/z 2209 se asignaron al lipido A
modificado por L-Ara4N y los picos m/z 1963 y m/z 2201 se asignaron al lipido A modificado por pETN.

La Figura 9 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados con las cepas S1y R1 de A. baumannii. Para
cada espectro de masas, el pico en m/z 1910,3 (90) se asigna al lipido A nativo, el pico en m/z 2033,3 (91) se asigna
al lipido A modificado por fosfoetanolamina. El panel superior representa los espectros de masas obtenidos de A.
baumannii S1 susceptible a polimixina. El panel inferior representa los espectros de masas obtenidos de A. baumannii
R1 resistente a polimixina.

La Figura 10 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados con las cepas de E. coli S1 J53, R4 J53,
R4 y R1. Para cada espectro de masas, el pico en m/z 1796,2 se asigna al lipido A nativo (por ejemplo, un segundo
pico definido), el pico en m/z 1919,2 se asigna al lipido A modificado por fosfoetanolamina (por ejemplo, un primer pico
definido). El pico en m/z 1821 (+ 25 m/z del lipido A nativo) (por ejemplo, un tercer pico definido) es tipico de un
espectro de masas generado mediante un procedimiento de la invencion con bacterias Enterobacteriaceae resistentes
a polimixinas codificadas por plasmido (por ejemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Salmonella
enterica, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Citrobacter amalonaticun o Citrobacter youngae). El panel superior
representa los espectros de masas obtenidos de E. coli J53 susceptible a polimixina. El panel del medio representa
los espectros de masas obtenidos de E. coli R4 resistente a polimixina codificada por plasmido. El panel inferior
representa los espectros de masas obtenidos de E. coli R1 resistente a polimixina.

La Figura 11 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados con las cepas de K. pneumoniae S32, R46,
R42. Para cada espectro de masas, el pico en m/z 1796,2 se asigna al lipido A nativo (por ejemplo, un segundo pico
definido), el pico en m/z 1919,2 se asigna al lipido A modificado por fosfoetanolamina (por ejemplo, un primer pico
definido). El pico en m/z 1821 (+ 25 m/z del lipido A nativo) (por ejemplo, un tercer pico definido) es tipico de un
espectro de masas generado a través de un procedimiento de la invencién con bacterias Enterobacteriaceae
resistentes a la polimixina codificadas por plasmidos (por ejemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Shigella sonnei, Shigella flexneri,
Salmonella enterica, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Citrobacter amalonaticun o Citrobacter youngae). El panel
superior representa los espectros de masas obtenidos de K. pneumoniae S32 susceptible a la polimixina. El panel del
medio representa los espectros de masas obtenidos de K. pneumoniae R46 resistente a polimixina codificada por
plasmido. El panel inferior representa los espectros de masas obtenidos de K. pneumoniae KpR42 resistente a
polimixina codificada por cromosomas.
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La Figura 12 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados por un procedimiento de la presente
invencion, que demuestran la discriminacion entre Salmoella spp. susceptible a polimixina. (panel superior),
Salmonella spp. resistente a la polimixina codificada por cromosomas (panel central) y Salmonella spp resistente a
polimixina codificada por plasmido (panel inferior). Para cada espectro de masas, el pico en m/z 1796 se asignoé al
lipido A nativo, los picos en m/z 1919 y m/z 2034 se asignaron al lipido A modificado por fosfoetanolamina, el pico en
m/z se asigno a lipido A modificado con L-Ara4N, y los picos en 1919 y 2157 se asignaron al lipido A modificado por
fosfoetanolamina.

La Figura 13 muestra un grafico de relaciones de ejemplo de lipido A modificado con fosfoetanolamina con respecto
a lipido A nativo, obtenido para E. coli susceptible a polimixina (n = 44) y resistente a polimixina (n = 8), calculado de
la siguiente manera: intensidad del pico del lipido A modificado por fosfoetanolamina/intensidad del pico de lipido A
nativo, por ejemplo Intensidad del pico m/z 1919/Intensidad del pico m/z 1796. El diagrama de caja representa los
datos por sus cuartiles.

La Figura 14 muestra ejemplos de espectros de masas MALDI generados por un procedimiento de la presente
invencion de E. coli cultivada en varios medios clinicamente relevantes. (A) muestra espectros de masas para
bacterias cultivadas en medio Mueller-Hinton; se muestran espectros de masas representativos para bacterias
susceptibles a la polimixina (panel superior) que tienen PRR & coii = 0, bacterias resistentes a la polimixina codificadas
por plasmido (panel central) que tienen PRREe i = 3,83, y bacterias resistentes a polimixina codificadas por
cromosomas (panel inferior) que tienen PRR k. coi = 0,24. (B) muestra espectros de masas para bacterias cultivadas
en medio de caldo de lisogenia; se muestran espectros de masas representativos para bacterias susceptibles a la
polimixina (panel superior) que tienen PRR & coi = 0, bacterias resistentes a la polimixina codificadas por plasmidos
(panel central) que tienen PRR E. coi = 2,89 y bacterias resistentes a la polimixina codificadas por cromosomas (panel
inferior) que tiene PRR & coi = 0,35. (C) muestra espectros de masas para bacterias cultivadas en medio Mueller-Hinton
+ Polimixina B (1 mg/ml); se muestran espectros de masas representativos para bacterias resistentes a polimixina
codificadas por plasmido (panel superior) que tienen PRR-£. coi = 4,58, y bacterias resistentes a polimixina codificadas
por cromosomas (panel inferior) que tienen PRR e coi = 0,37. (D) muestra espectros de masas para bacterias
cultivadas en medio Mueller-Hinton + Polimixina B (2 mg/ml); se muestran espectros de masas representativos para
bacterias resistentes a polimixina codificadas por plasmido (panel superior) que tienen PRR k. coi = 5,69, y bacterias
resistentes a polimixina codificadas por cromosomas (panel inferior) que tienen PRR e coi = 0,21. Las cepas de E. coli
utilizadas fueron: J53 (susceptible), J53 + mcr-1 (resistente codificada por plasmido) y CNR20160235 (resistente
codificada por cromosoma).

La Figura 15 Resumen de los perfiles de picos de interés (por ejemplo, de interés particular) observados en
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp (por ejemplo, Salmonella enterica) y Acinetobacter baumannii.
La Figura 16 muestra el alineamiento de las secuencias de acido nucleico de variantes de MCR.

La Figura 17 muestra la divergencia de la variante MCR de diferentes familias.

La Figura 18 muestra las caracteristicas y los resultados de la prueba de MALDIxin para las cepas de E. coli. 2 Las
cepas de laboratorio estan subrayadas, todas las demas cepas son aislados clinicos. ® Para mecanismos
desconocidos, la ausencia de mutacién en mgrB, pmrA, pmrB, phoP y phoQ se verificd mediante PCR y secuenciacion,
y la cepa fue negativa para genes similares a mcr. ¢ Las carbapenemasas se muestran en negrita y las 3-lactamasas
de espectro extendido estan subrayadas. ¢ PRR son las siglas de Relacion de resistencia a polimixina. éLa E. coli R12
F5 productora de MCR-2 ha sido descrita previamente por Xavier BB et al. (Euro surveillance 2016; 21 (27)). *
Plasmidos naturales, el plasmido portador de mcr-5 natural ha sido descrito previamente por Borowiak M et al. (Journal
of Antimicrobial Chemotherapy (2017), 72 (12), 3317-3324). ** gen funcional similar a mcr clonado en pDM1,
un derivado de Tet R inducible por IPTG (concentracion final 0,5 mM) de pACYC184. Los genes mcr-1, mcr-2 y mecr-5
se clonaron en los sitios Sacl/Xmal del vector, mientras que para mcr-3, se usaron los sitios Ndel/Xmal.

La Figura 19 muestra los resultados de un procedimiento de la presente invencion (por ejemplo, la prueba MALDIxin)
en colonias bacterianas después de 24 horas, 48 horas, una semana y dos semanas. @ Las cepas de laboratorio estan
subrayadas, todas las demas cepas son aislados clinicos.? Para mecanismos desconocidos, la ausencia de mutacion
en mgrB, pmrA, pmrB, phoP y phoQ se ha verificado mediante PCR y secuenciacion, y la cepa fue negativa para
genes similares a mcr. PRR son las siglas de Relacion de resistencia a polimixina. * plasmido natural.

EJEMPLOS

Materiales y procedimientos

Cepas bacterianas

[0174] Las siguientes cepas bacterianas, representativas de los aislados clinicos, fueron utilizadas en un procedimiento
de la presente invencion: E. coli S1 J53, E. coli R4 J53, E. coli R1, K. pneumoniae R46, K. pneumoniae R42, A.
baumannii S1y A. baumannii R1.

[0175] Adicionalmente, se utilizé una coleccion de 79 cepas de E. coli, incluyendo 33 aislados resistentes a polimixina,
de los cuales 29 fueron productores de MCR (18 MCR-1, dos MCR-1.5, tres MCR-2, dos MCR-3 y cuatro MCR-5). Las
46 cepas de E. coli susceptibles a la polimixina fueron de varios fenotipos, desde el tipo salvaje hasta los productores
de carbapenemasas (Figura 18). La prueba MALDIxin se evalu6é prospectivamente utilizando una coleccion de 78
cepas de E. coli productoras de carbapenemasas recibidas durante octubre y noviembre de 2016, del Centro Nacional
de Referencia (NRC) francés para la Resistencia a Antimicrobianos (Tabla 2).
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[0176] Las cepas bacterianas resistentes a polimixina codificadas por plasmido comprenden un plasmido que tiene un
gen similar a mcr, tal como gen mcr-1, mer-1.1, mer-1.2, mer-1.3, mer-1.4, mer-1.5, mer-1.6, mer-1.7, mer-1.8, mer-1.9,
mcr-1.10, mcr-2, mcr-2.2, mcr-3, mcr-3.2, mer-4 o mer-5 gen, o una secuencia de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 0 SEQ ID NO: 16. La adicién
de fosfoetanolamina al lipido A en tales cepas es un plasmido mediado a través del gen similar al mcr, que confiere
resistencia codificada por plasmido a antibidticos de polimixina (por ejemplo, colistina) en aislados de humanos y
animales.

[0177] Las cepas bacterianas resistentes a polimixina codificada por el cromosoma comprenden una mutacion y/o
truncamiento en cualquiera de los genes pmrA, pmrB, pmrC, pmrD, pmrE, pmrR, phoP, phoQ, mgrB, arnA, arnB, arnC,
arnD, arnE , arnF, arnF, arnT, cptA, eptB. Por ejemplo, las mutaciones (“missense”) en pmrA o pmrB pueden causar
la activacion constitutiva del sistema PmrA/PmrB, lo que conduce a la regulacion positiva de pmrC y el operén
arnBCADTEF y, por lo tanto, a la sintesis y adicion de fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa al lipido A. La alteracion
(por ejemplo, mutacidon o truncamiento) de mgrB evita la retroalimentacién negativa sobre el sistema regulador
PhoP/PhoQ, lo que lleva a la adicion de fosfoetanolamina y 4-amino-L-arabinosa al lipido A. La alteracién de mgrB
puede deberse a la inactivacion por insercion (por ejemplo, con ISKpn25).

Pruebas de susceptibilidad

[0178] Las concentraciones minimas inhibidoras (MIC) se determinaron mediante DMO de acuerdo con las directrices
del subcomité conjunto CLSI y EUCAST. Los resultados se interpretaron utilizando el punto de corte de EUCAST
actualizado en 2017.

Procedimientos

[0179] Se recogié una punta de un microlitro (equivalente a una o menos de una colonia equivalente a de 10* a
107 células bacterianas) de bacterias, recuperadas de colonias cultivadas en cualquier medio de cultivo de bacterias
o de cualquier medio liquido de enriquecimiento (incluyendo cultivos de sangre u otras muestras clinicas con suficiente
cantidad de bacterias). Esta colonia se transfirié a un tubo Eppendorf (0,5 a 2 ml) que contenia 100 microlitros de agua
(destilada o doblemente destilada). EI medio de cultivo fue agar de caldo Luria; o se pueden usar otros medios no
selectivos, tales como agar sangre o agar sangre chocolate, medios selectivos gram-negativos, tales como medios
Drigalski o MacConkey, y varios medios cromogénicos. Las cepas se pueden cultivar en condiciones aerodbicas en
medio de agar de caldo Luria a 37 °C durante la noche.

[0180] A continuacion, las bacterias se inactivaron por calor (etapa facultativa) usando un bafio seco o un bafio de
agua durante 30 min a 80°C, o alternativamente durante 1 h a 90°C.

[0181] Las bacterias se sedimentaron y se lavaron al menos una vez con 200 pul de agua doblemente destilada para
eliminar el exceso de sales que resultan del medio de cultivo. No lavar el sedimento bacteriano para eliminar las sales
restantes puede dar lugar a un fondo no deseado en el espectro final de MALDI-TOF, entorpeciendo o eliminando la
interpretabilidad de los resultados. Alternativamente, las bacterias pueden lavarse a través de una solucion disponible
comercialmente (por ejemplo, columnas de absorcion de sal). Las bacterias pueden lavarse tres veces con 0,5 ml de
agua doblemente destilada y centrifugarse a 9000 xg durante 5 min.

[0182] Las bacterias lavadas se volvieron a suspender en 50 ul de agua doblemente destilada para proporcionar una
suspension bacteriana a una concentracion final de aproximadamente 10* a 107 bacterias por ul y se cargaron 0,4 pl
en la diana de MALDI-TOF. Tales dianas clasicas de MALDI-TOF tal como se usan en un laboratorio de microbiologia
clinica habitual son adecuadas para usar con la presente invencion.

[0183] Se mezclaron 0,6 pl (o 0,8 ul) de una matriz atipica disefiada con 0,4 pl de suspension bacteriana. De forma
adecuada, la matriz atipica comprende acido 2,5-dihidroxibenzoico a una concentracion final de 10 mg/ml suspendido
en disolventes organicos, normalmente Cloroformo/Metanol 9:1 v/v. Los disolventes organicos adicionales adecuados
para su uso con la invencion incluyen cloroformo, diclorometano, metanol, éter, éter dietilico, éter de petrdleo,
isopropanol, butanol, hexano. La Tabla 1 proporciona ejemplos de disolventes adecuados para su uso con la presente
invencion. La muestra y la solucion matriz se depositaron sobre la diana (por ejemplo, la diana de MALDI), se
mezclaron con una micropipeta y se secaron suavemente bajo una corriente de aire. Después de la optimizacion, este
sistema disolvente y la relacion entre el sistema disolvente y la muestra permiten la ionizacion selectiva del lipido A
(por ejemplo, en bacterias intactas).

[0184] Alternativamente, se recogen dos colonias de células bacterianas cultivadas en cualquier medio de cultivo de
bacterias o de cualquier medio liquido de enriquecimiento (incluidos cultivos de sangre u otras muestras clinicas con
suficiente cantidad de bacterias) y se transfieren a un tubo Eppendorf (0,5 a 2 ml). Esto puede ir seguido de la
suspension de las colonias en agua (destilada o doblemente destilada) seguido de sedimentacion y lavado de las
bacterias al menos una vez (por ejemplo, 2-5 veces) con agua destilada o doblemente destilada, por ejemplo, para
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eliminar el exceso de sales. Las bacterias se pueden resuspender en acido acético al 2% en agua (por ejemplo, 200
pl de acido acético al 2% en agua). La suspension bacteriana se puede calentar a continuacion mediante cualquier
medio adecuado, por ejemplo, usando un bloque de calor, preferiblemente durante 2 horas a 100 °C. Esto puede ir
seguido de la sedimentacion de las bacterias (por ejemplo, centrifugando durante 5 segundos a 15.000 g) y la
resuspension de las bacterias en agua destilada o doblemente destilada (por ejemplo, 50 ul de ddH»0O). Se puede
mezclar la matriz de Norharmane (por ejemplo, N6252 Sigma) o cualquiera de sus derivados (por ejemplo, 3-
hidroximetil-B-carbolina; 3-metil-a-carbolina; 2,3,4,9-tetrahidro-1H-B-carbolina-3-carboxilato de etilo ; B-carbolina-3-
carboxilato de etilo; acido 1-metilindol-2-carboxilico; metyoduro de norharman; N-metilamida del acido -carbolina-3-
carboxilico; clorhidrato de harmalina deshidratado; acido 1,2,3,4-tetrahidro-beta-carbolin-1-carboxilico; 1,2,3,4-
tetrahidro-9H-pirido [3,4-b] indol; Harmane; Harmine; Harmaline) con la suspension bacteriana. De forma adecuada,
se pueden mezclar 0,6 pl de dicha matriz con 0,4 ul de suspension bacteriana. De forma adecuada, la matriz de
Norharmane o cualquiera de sus derivados (como se indica anteriormente) esta presente a una concentracion final de
10 mg/ml suspendida en disolventes organicos, normalmente Cloroformo/Metanol 9:1 v/v. Este protocolo es
particularmente adecuado para usar en un procedimiento de la presente invencion en el que se esta investigando la
composicion de lipido A de bacterias Klebsiella y/o Salmonella.

[0185] Se generd un espectro de masas. Las maquinas de espectrometria de masas MALDI-TOF tipicas adecuadas
para su uso en un procedimiento de la presente invencion incluyen Bioyper de Bruker Daltonics y VITEK-MS de
bioMerieux. Alternativamente, el analisis MALDI-TOF MS se realiza en un analizador 4800 Proteomics (con 6ptica
TOF-TOF, Applied Biosystems) (por ejemplo, usando el modo reflectron). Las muestras se analizan tipicamente
operando a 20 kV en el modo de iones negativos usando un tiempo de retardo de extraccion establecido en 20
ns. Normalmente, los espectros de 500 a 2000 disparos laser se suman para obtener el espectro final. Todos los
experimentos se llevan a cabo tipicamente en tres muestras independientes y en tres réplicas técnicas. El control
negativo consistio en 0,5 pl de agua doblemente destilada y 0,5 pl de la solucidon matriz. Los datos de espectrometria
de masas se analizan normalmente con la version 4.9 de Data Explorer de Applied Biosystems. El espectro de masas
puede escanearse entre m/z 1000 y 2200, preferiblemente entre m/z 1500 y 2500.

[0186] Se analizo el espectro de masas resultante, y se identificaron los picos correspondientes a lipido A intacto (por
ejemplo 1796 m/z para Escherichia coli) y lipido A modificado (adicion de fosfoetanolamina (PETN) [+ 123 m/z]) y se
utilizaron para calcular las relaciones de intensidad. La relacién de lipido A modificado con respecto a lipido A nativo
se usa para discriminar entre bacterias susceptibles a polimixina y resistentes a polimixina. Para Enterobacteriaceae
resistentes a polimixina, la discriminacién entre la resistencia codificada por plasmidos y la resistencia codificada por
cromosomas se ha evaluado utilizando el tercer pico [+ 25 m/z] (por ejemplo, 1821 m/z para Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae).

[0187] Los pacientes infectados con bacterias resistentes a polimixina codificadas por plasmidos, tal como se
determina por un procedimiento de la presente invencién, fueron puestos en cuarentena para prevenir la transmision
a otros pacientes y/o sujetos.

[0188] Este procedimiento (por ejemplo, de acuerdo con las reivindicaciones) permitié la deteccion de la resistencia a
la polimixina directamente en bacterias (por ejemplo, usando muestras que comprenden una membrana bacteriana)
en menos de 15 minutos.

Analisis estadistico

[0189] Los datos se compararon de dos en dos utilizando la prueba t de Welch no emparejada. Los valores de p <0,05
se consideraron estadisticamente diferentes.

32



ES 2 898 688 T3

Tabla 1

4! (g2)9'ze 9|qI0SIN 1620 86~ 9'%9 $0°2€ O'HO |ouejow
2z 68' L ¥10°0 659°0 G6- 69 8198 Y90 ouexay
(LdWH)
92 - 8|qIosIN 868°0 Y- 0S| 2'e9l dEN8'H9D EpIWELI0I0JSOj|lIoWexay
(VdWH)
o] g'1e 3|qIoSIN €0°1 2L s'zee 2'6L1L dOENBH®D EpIWEBIOJSOf|lowexay
- 26°1 10°0 ¥89°0 9°06- 86 2001 9'HLD oueyday
09} G2y 8|qIoSIN 192°} 8'L1 062 6026 E08HED EIERTS
LEE L'L€ 8|qIoSIN GLL'L €l S61 2029 209H20 |00y Bus|ne
- (g2)9 .8 G680 9'¢€8- L L1188 208HrD 0|} 8p ojejede
€l 9'%2 8|qIOSIN 6820 Ly 5’8/ L0°9¥ 0°H%D |ouele
2l (s2)12e 8|qIoSIN £€0°L 8L} 1101 1188 %08H"D ouexolp-‘|
(oswa)
56 LY £'Ge 260t v'8l 681} €1'8. SO0 OPIXQJNS [l1aWIP
8G G2'8¢ 8|qIoSIN S¥¥6°0 8v°'09- €5} 60°€. ONZHED (4nQ) epiwewloynawip
(3na “ewn|b)
z g/ 8|qIoSIN ££98°0 2'69- S'v8 2106 200'HYD ouejaIXOleWIP-g‘|
(1819 |ewip
/9 €2, 8|qIoSIN £v6°0 89- 291 LL'YEL EOV'H9O |ooy6uayielp) ewbip
e /92 G’/ €LL0 291} S'vE ZlvL O°'HYD 1919 |neIp
vel 8'1¢ 0l /6L1°} 0l- e 21’901 E00'HD |00y Bus|nelp
€l Zr ol 1980 Sve't /'Ge- G'es 96'86 2|QYHD OUB}S0I0IIP-Z |
02 202 10> 6€..°0 9'9 £'08 91'¥8 2IH9D OUBX8Y0|0[0
. 18V 56.°0 8811 ¥'€9- 2’19 8611 E[OHD 0wJ04010[0
82 69°S G500 8504} £'Gp- L'1E) 9G'2hH 1DSH9O SRR
- [ 80°0 ¥6S° | 9'ze- 39/ 28'eS |t 10D 0UOQJED 8p 0INI0|OE1I8)
L G2l 8|qIOSIN /8820 1's2 ¥'28 AR O°'H"D 02111Ng-1 |0Yyode
6- 981 9'Ge 6660 9'98- 9'6. LE'2L O8HYO BUOUBING-Z
ve 9z /) Gl £908°0 G'88- 5'66 N2 OO'HYD |oueing-g
/€ 8L €9 5608°0 9'88- L'l 2ly. O"H"D [oueng-|
L) 82°C 810 59/8°0 G'g 108 LL'8L 9H%D ousouaq
9 ¥9°9¢ 8|qIoSIN /S8.°0 8'ch- G918 2S0° LY NEH2D OJUHUO}e0E
02 1012 8|qIoSIN S¥8L°0 176 G09S 6,085 O%HED ENOER
6¢ 29 8|q1osIN 9%¥0°} 99} 8l 250'09 %OYH2D 001}90E 0pIoB
(09)
uoewepul | p'c eopogEIp | (6 001/6) enbe (1w/B) (D3) uoisny (25) uornInga
ap oyund ajuejsuod ua pepl|ignjos pepisuaq ap oyund ap ojund Wd e|jnw.io4 ajuanjosiqg

UOIoUBAUI 8jussald B 8p zUjew uoloN|os eun us Jesn eled sopenospe sodluebio SejusA|osIp 8p BISIT | ejqe]

33



ES 2 898 688 T3

/2 /22 8|qnjosu| 1980 el ¥'8E1 1901 0480 ousg|ix-d
/2 /£°C a|qnjosu| 8980 8'Ly- 1'6E1 L1901 01480 OUB|IX-W
3 /G52 8|qIoSIN /680 2'Ge- [ad! /1901 048D 0oud|Ix-0
- - 8IqIoSIN 0L} ¥ €10k €002 0a epesad ‘enbe
- ¥5'8/ - 866'0 0 00! 208!t O°H enbe
L) v'2 200 82,0 LYEL- 6'88 6L 10 NSH9D ENETED!
¥ (G2)8ee 500 /980 €6~ 901 v126 8HLD auan|o}
vi- 2G'. 0¢ £€88°0 ¥'801- G9 9012L O8HrO (4H.L) oueinjoipiye.ia}
L} (G2)e2gt 8|qIosI|N 2860 9 Lp- 2GSkl 1'6. NSHSD eupud
2t (G2)e'8l 8|qIosIN G820 G'88- ¥'28 51°88 OBHED |ouedoid-g
Sl (g2)1'02 3|qIoSIN €080 92 - /6 G1'88 O8HED |ouedoid- |
(eutob1)

0¢- - - 959°0 0t~ 09-0¢ - - osjoned 8p 1819
6%~ ¥8° I ¥0'0 929'0 L'62}- 1'9¢ Sl'eL IChe) auejuad
(dNN)

16 43 0l €80°1 ve- 202 £1'66 ONBHSHO euoulpljoud-g-iaw-N
9’} 806 2€1 9z€'} 1°96- 8'6€ €678 2I02HO oua|ildw 8p 0INIoJd
82- - 1'G 120 601~ 2'sS 51°88 O?HHSO (3G1IN) 1819 [new (1ng-}

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 898 688 T3

EJEMPLO 1

Deteccidén de la presencia o ausencia de Escherichia coli resistente a polimixina en una muestra de ensayo

[0191] Las muestras de ensayo que comprenden células bacterianas intactas de E. coli (por ejemplo, suspensiones
bacterianas, lavadas para eliminar la sal), de la siguiente manera, se sometieron a espectrometria de masas de
acuerdo con un procedimiento de la presente invencion: (i) E. coli susceptible a polimixina; (ii) E. coli resistente a
polimixina codificada por cromosomas; vy (iii) E. coli resistente a polimixina codificada por plasmido (que comprende
un plasmido que tiene el gen mcr-1).

[0192] Para E. coli susceptible a polimixina, el espectro de masas estaba dominado por un pico en m/z 1796,2 (Figura
5, panel superior, y la Figura 10, panel superior) asignado a lipido A nativo. La ausencia de un pico que indica la
presencia de lipido A modificado con fosfoetanolamina a m/z 1919,2 (es decir, 123 unidades de masa mayor que el
lipido A nativo) indicd con éxito la ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polimixina.

[0193] En E. coli resistente a polimixina codificado por plasmido, el espectro de masas comprendia ademas picos en
m/z 1919,2 (es decir, 123 m/z unidades mayores que el lipido A nativo), asignados al lipido A modificado por
fosfoetanolamina y un pico sin asignar en m/z 1821,2 (es decir, 25 unidades de masa mayor que el lipido A nativo,
m/z 1796,2) (Figura 5, panel inferior; y Figura 10, panel central). En una realizacién, dicho pico no asignado en m/z
1821,2 se asigna al lipido A modificado con pETN en el grupo fosfato 1' con pérdida concomitante del grupo fosfato
4'.

[0194] Para E. coli resistente a polimixina codificado por el cromosoma, el espectro de masas comprendia ademas
picos en m/z 1919,2 (es decir, 123 unidades de masa mayores que el lipido A nativo), asignados a lipido A modificado
con fosfoetanolamina, y no comprendia el pico no asignado (que los presentes inventores han asignado al lipido A
modificado con pETN en el grupo fosfato 1’ con pérdida concomitante del grupo fosfato 4’) en m/z 1821,2.

[0195] El procedimiento de la presente invencion se validd adicionalmente con cepas de E. coli S1 J53, E. coli R4 J53
y E. coli R1 (Figura 10).

EJEMPLO 2

Deteccion de la presencia o ausencia de Klebsiella pneumoniae resistente a polimixina en una muestra de
ensayo

[0196] Las muestras de ensayo que comprendian células bacterianas intactas de K. pneumoniae (por ejemplo,
suspensiones bacterianas, lavadas para eliminar la sal), de la siguiente manera, se sometieron a espectrometria de
masas de acuerdo con un procedimiento de la presente invencion: (i) K. pneumoniae R46 resistente a polimixinas
codificado por el cormosoma; y (ii) K. pneumoniae R42 resistente a polimixinas codificado por el plasmido (que
comprendia un plasmido que comprende el gen mcr-1).

[0197] Para K. pneumoniae susceptible a polimixinas, el espectro de masas estaba dominado por un pico en m/z
1840,2 y m/z 1796,2 (Figura 7, panel superior; y la Figura 11, panel superior) asignado al lipido A nativo. La ausencia
de un pico que indica la presencia de lipido A modificado con fosfoetanolamina a m/z 1919,2 (es decir, 123 unidades
de masa mayor que el lipido A nativo) indicd con éxito la ausencia de una bacteria resistente a un antibidtico de
polimixina.

[0198] En K. pneumoniae resistente a polimixinas, el espectro de masas comprendia un pico en m/z 1919,2 (es decir,
123 unidades de masa mayores que el lipido A nativo, m/z 1796,2), asignado al lipido A modificado por
fosfoetanolamina (Figura 7, panel inferior; y Figura 11, panel central). La presencia de un pico que indica la presencia
de lipido A modificado por fosfoetanolamina indicod con éxito la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polimixina.

[0199] De manera similar a E. coli, un pico no asignado (que los presentes inventores han asignado a lipido A
modificado con PETN en el grupo fosfato 1’ con la pérdida concomitante del grupo fosfato 4’) a m/z 1821,2 (es decir,
25 unidades de masa mayor que el lipido A nativo, m/z 1796) también fue indicativo de la presencia de una bacteria
K. pneumoniae (por ejemplo, Enterobacteriaceae) resistente a un antibiético de polimixina a través de la resistencia a
polimixina codificada por el plasmido (Figura 11, panel central). Dicha m/z 1821,2 no estaba presente para una bacteria
K. pneumoniae (por ejemplo, Enterobacteriaceae) resistente a un antibiético de polimixina a través de la resistencia a
la polimixina codificada por cromosomas (Figura 11, panel inferior; y Figura 15), destacando la aplicabilidad de este
pico para discriminar entre los dos mecanismos de resistencia (resistencia codificada por plasmido y cromosoma).
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EJEMPLO 3

Deteccion de la presencia o ausencia de un Acinetobacter baumanni resistente a la polimixina en una muestra
de ensayo

[0200] Las muestras de ensayo que comprenden células bacterianas intactas de A. baumanni (por ejemplo,
suspensiones bacterianas, lavadas para eliminar la sal), de la siguiente manera, se sometieron a espectrometria de
masas de acuerdo con un procedimiento de la presente invencion: (i) A. baumanni susceptible a polimixinas; (ii) A.
baumanni resistente a polimixinas.

[0201] En A. baumanni susceptible a polimixinas, el espectro de masas estaba dominado por un pico en m/z 1910,3
(Figura 9, panel superior) asignado a lipido A nativo. La ausencia de un pico que indica la presencia de
fosfoetanolamina indicé con éxito la ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polimixina.

[0202] En A. baumanni resistente a polimixina, el espectro de masas comprendia ademas un pico en m/z 2033,3 (es
decir, 123 unidades de masa mayores que el lipido A nativo), asignado al lipido A modificado por fosfoetanolamina
(Figura 9, panel inferior).

EJEMPLO 4

Las relaciones de intensidad maxima permiten la deteccién de la presencia o ausencia de una bacteria
resistente a la polimixina en una muestra de ensayo.

[0203] El calculo de la relacién entre la intensidad del lipido A modificado por fosfoetanolamina y la intensidad del pico
correspondiente al lipido A nativo permite detectar la presencia o ausencia de una bacteria resistente a polimixina en
una muestra de ensayo.

[0204] Esta relacion se mostro que era tipicamente entre 0,10 y 1,7 en una bacteria resistente a polimixina, y cerca de
0 (tipicamente menos de 0,05) en una bacteria susceptible a polimixina (Figura 13).

EJEMPLO 5

Deteccion adicional de la presencia o ausencia de Escherichia coli resistente a polimixina en una muestra de
ensayo

[0205] En las cepas de E. coli susceptibles a polimixina, el espectro de masas negativo escaneado entre m/z 1600 y
2200 estaba dominado por un conjunto de picos asignados a hexa-acil lipido A bis-fosforilado (Figura 4). Se sabe que
el pico principal en m/z 1796.2 corresponde al hexa-acil difosforil lipido A que contiene cuatro C14:0 3-OH, un C14:0
y un C12:0, y se refiere como lipido A nativo (Figura 2A (21)).

[0206] En todas las cepas de E. coli resistentes a polimixina, se observo un pico adicional en m/z 1919,2 (Figura 4B y
4C) independiente del mecanismo de resistencia implicado (codificado por cromosoma o el plasmido). Este pico
corresponde a la adiciéon de un resto pETN sobre el grupo fosfato en la posicion 4 del lipido A nativo (Figura 2B (23)),
lo que lleva a un aumento de 123 unidades de masa en comparacién con la masa asignada al lipido A nativo (Figura
4By C).

[0207] En el caso de resistencia codificada por el plasmido (genes tipo mcr en Enterobacteriaceae), se observo
sistematicamente un tercer pico en m/z 1821,2, ademas de los picos correspondientes al lipido A nativo (m/z 1796,2)
y el lipido A modificado con pETN (m/z 1919,2) (Figura 4C). Este pico m/z 1821.2 se asigno a la adicion de un resto
pETN sobre el grupo fosfato en la posicion 1' del lipido A nativo con la pérdida concomitante del grupo fosfato en la
posicion 4 (Figura 2A (22)), y es un marcador especifico de enzimas similares a MCR.

[0208] Para respaldar aun mas esta observacion, se analizaron 73 aislados de E. coli, incluidas 46 cepas susceptibles
a la polimixina con varios fenotipos de resistencia a los antimicrobianos. De estas cepas, cuatro cepas poseen
resistencia codificada por cromosomas a la polimixina y 23 son productoras de MCR (Figura 18). La intensidad de los
picos correspondientes al lipido A nativo (m/z 1796 , 2), el lipido A modificado con pETN (m/z 1919, 2) y el marcador
especifico de resistencia a MCR (m/z 1821,2) se registraron de tres experimentos independientes. La relacion
(denominada relacion de resistencia a la polimixina (PRR) de aqui en adelante) de la suma de las intensidades de los
picos asociados con el lipido A modificado (para los picos de E. colien m/z 1919, 2y m/z 1821, 2) sobre la intensidad
del pico de lipido A nativo (para E. coli m/z 1796 , 2) permite una distincion precisa entre aislados susceptibles a
polimixina y resistentes a polimixina, pero también discriminacién entre resistencia codificada por cromosomas y
relacionada con MCR (es decir, codificada por plasmido) a polimixina (Figura 6). Se encontré que el valor de PRR para
todas las cepas de E. coli susceptibles era 0 (Figura 18 y Figura 6). La relacién oscil6 entre 0,109 y 0,481 (promedio
de 0,245) para las cepas de E. coli con resistencia codificada por cromosomas a la polimixina, y de 0,533 a 4,844
(promedio de 2,340) para todos los productores de MCR (Figura 18 y Figura 6). La distribucion de los valores de
PRREecoi de aislados susceptibles de polimixina en comparaciéon con cepas de E. coli con resistencia codificada por
cromosomas a la polimixina, y productores de MCR fueron todos significativamente diferentes (p < 0,01, test t de
Welch). El analisis de las curvas ROC permitio la definicion de dos valores de corte para PRR E c0i (0,1 y 0,5) que
discriminan aislados susceptibles a polimixina (PRR £.c0i < 0, 1) y aislados resistentes a polimixina (PRR £.c0i > 0, 1)
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y también permite una mayor discriminacion entre la resistencia codificada por cromosomas (0, 1 <PRR £.¢0i 0,5) y la
resistencia codificada por plasmido (PRR £ coi > 0, 5).

EJEMPLO 6

Deteccidon de la presencia o ausencia de Escherichia coli resistente a polimixina cultivada en medios
clinicamente relevantes

[0209] El funcionamiento de los procedimientos de la invencion (por ejemplo, la "prueba de MALDIxin") fue probada
usando colonias cultivadas en medios utilizados habitualmente para la prueba de susceptibilidad antimicrobiana, es
decir, agar Mueller-Hinton (MH). Ademas, debido al rapido aumento de Enterobacteriaceae productoras de MCR-1
desde 2016, también se ha sugerido examinar a los pacientes infectados utilizando medios complementados con
polimixina. En consecuencia, los procedimientos de la invencion se llevaron a cabo en tres cepas de E. coli (una cepa
de tipo salvaje, una cepa con resistencia codificada por cromosomas y una cepa productora de MCR-1), cultivadas en
agar LB, agar MH y agar MH suplementado con polimixina B a concentraciones finales de 1 mg/l o 2 mg/l. Tal como
se muestra en la Figura 14, se obtuvieron espectros similares independientemente del medio de crecimiento, con el
PRR E. coi estando entre 2,89 y 5,69 para las cepas productoras de MCR-1 y entre 0,21 y 0,37 para las cepas que
albergan resistencia codificada por cromosomas. Para identificar cualquier impacto de la edad de las colonias
cultivadas en agar LB y MH, se realizé un procedimiento de la invencion (por ejemplo, la prueba MALDIxin) en colonias
frescas (incubacion durante la noche), colonias envejecidas 48 horas, una semana y dos semanas ( las placas de agar
se mantuvieron a 4 °C). Se obtuvieron espectros similares para todas las colonias ensayadas, lo que no produjo
diferencias significativas en su PRR k. coi (Figura 19).

EJEMPLO 7

Validacién del procedimiento en una coleccién prospectiva de E. coli productora de carbapenemasas de la NRC
francesa

[0210] Para validar los procedimientos de la invencién (por ejemplo, la prueba MALDIxin), todas las E. coli productoras
de carbapenemasas recibidas de la NRC francesa durante octubre y noviembre de 2016 se analizaron a ciegas por
triplicado (tres colonias seleccionadas de la misma placa de agar MH). La coleccion de 78 cepas de E. coli productoras
de carbapenemasas que se obtuvieron incluyé dos productoras de KPC, once productoras de NDM, dos productoras
de VIM, 63 productoras similares a OXA-48 y un aislado que produjo dos carbapenemasas (Tabla 2). Entre estos
aislados, también se encontré que dos productores de NDM-1 y uno de OXA-48 eran resistentes a la colistina con MIC
de 4 mg/l. El analisis de PCR revel6 que estos tres aislados eran positivos para el gen mcr-1 (Tabla 2). Cuando se
analizaron utilizando los procedimientos de la invencion (por ejemplo, la prueba MALDIxin), todos los aislados
susceptibles a polimixina (n = 75) mostraron una PRRE. coii de 0, correspondiente a la susceptibilidad a la polimixina,
mientras que para los tres aislados productores de MCR-1 se obtuvo una PRR de e coisuperior a 0,5 (mas
especificamente 1,73 + 0,23 y 2,34 + 0,12 para los dos productores de NDM-1y 1,29 + 0,63 para el productor de OXA-
48), clasificandolas con precisién como resistentes a la polimixina mediante un mecanismo codificado por plasmido
(Tabla 2). Por lo tanto, en este estudio, los procedimientos de la invenciéon (por ejemplo, la prueba MALDIXxin)
identificaron de manera fiable y rapida todas las cepas productoras de MCR donde los procedimientos convencionales
habrian necesitado de 24 a 48 horas (procedimiento de diluciéon en caldo (alrededor de 16 a 24 horas) y posterior
extraccion de ADN y PCR para mcr-1y mcr-2 en aislamientos resistentes (alrededor de 4 horas)).

Resistencia a polimixina Resultados MADI-TOF

Carbapenemasa N MIC de mcr-1/-2 PRR ] Int tacic
colistina (mg/l) PCR E. coli nterpretacion

KPC-2 1 0,25 - 0 Susceptible

KPC-3* 1 0,25 - 0 Susceptible

NDM-1 3 0,25 - 0 Susceptible

NDM-1 1 0,5 - 0 Susceptible

NDM-1 1 4 + (mcr-1) 1,73+0,23 Resistencia
codificada por

plasmido

NDM-1 1 4 + (mcr-1) 2,34+0,12 Resistencia

codificada por
plasmido

NDM-5 2 0,25 - 0 Susceptible

NDM-5 3 0,5 - 0 Susceptible

VIM-1 1 0,5 - 0 Susceptible

VIM-4 1 0,25 - 0 Susceptible

OXA-48 27 0,25 - 0 Susceptible

OXA-48 26 0,5 - 0 Susceptible

OXA-48 1 1 - 0 Susceptible
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OXA-48* 1 4 + (mcr-1) 1,29 £ 0,63 Resistencia

codificada por
plasmido
OXA-181 4 0,25 - 0 Susceptible
OXA-204 1 0,25 - 0 Susceptible
OXA-244 1 0,25 - 0 Susceptible
OXA-244 1 0,5 - 0 Susceptible
OXA-181 + NDM- 1 0,25 - 0 Susceptible
5

Tabla 2. Deteccion y caracterizacion de resistencia a polimixina utilizando técnicas convencionales (MIC y PCR) y un
procedimiento de la presente invencion (por ejemplo, la prueba MALDIxin) sobre 78 cepas de E. coli productoras de
carbapenemasas recibidas por al NRC francesa durante octubre y noviembre de 2016. N, numero de aislados; MIC,
concentracion minima de inhibicién; PPR, relacién de resistencia a polimixina; +, PCR positiva; - PCR negativa para
el gen indicado en paréntesis. *Estas dos cepas se aislaron del mismo paciente.

EJEMPLO 8

Andlisis de genes de la familia mcr

[0211] Los genes codificados por cromosomas asociados con la resistencia a la polimixina son numerosos, y las
modificaciones génicas (alteraciones, mutaciones por deleciones) implicadas no estan descritas ni caracterizadas
sistematicamente. En cuanto a la resistencia codificada por plasmidos, se conocen cinco familias de genes mcr en
Enterobacteriaceae.

[0212] Se analiz6 la homologia de secuencia de MCR-2, MCR-3, MCR-4 y MCR-5 con MCR-1. MCR-2, MCR-3, MCR-
4 y MCR-5 comparten solo el 81%, 34%, 33% y 31% de identidad de aminoacidos con MCR-1, respectivamente (Figura
17). Esta diversidad conduciria inevitablemente a un fallo en la deteccion sistematica de la resistencia a la polimixina,
si se basa en el uso de herramientas de biologia molecular disponibles dedicadas a la deteccion de mcr-1 y/o mcr-2
(Figura 16).

[0213] Estos problemas son superados por los procedimientos de la presente invencion (por ejemplo, la prueba
MALDIxin), que proporciona una herramienta rentable (procedimiento) basado en la tecnologia MALDI-TOF que tiene
por objetivo detectar la resistencia a la polimixina utilizando una sola colonia bacteriana Gram-negativa, en menos de
15 minutos.

SECUENCIAS

[0214]

SEQ ID NO: 1 (mcr-1)
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ATGATGCAGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG
GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG
ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC
TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA
TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC
CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT
GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC
TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA
TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG
TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAG
CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA
ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG
CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA
AAGTCAAAGACCGCACCGCATTCATCCGCTGA
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SEQ ID NO: 2 (mcr-1.2)

ATGATGCTGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC

GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG

GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG
ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC
TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA
TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC
CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT
GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC
TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA
TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG
TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAG
CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA
ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG
CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA
AAGTCAAAGACCGCACCGCATTCATCCGCTGA
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SEQ ID NO: 3 (mcr-1.3)

ATGATGCAGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAGGTCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG
GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG
ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC

TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA

TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC
CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT
GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC
TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA
TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG
TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAG
CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA
ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG
CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA
AAGTCAAAGACCGCACCGCATTCATCCGCTGA
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SEQ ID NO: 4 (mcr-1.4)

ATGATGCAGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG
GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG

ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC
TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA
TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC

CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT

GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC

TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA
TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG
TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATAATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAG
CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA
ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG
CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA
AAGTCAAAGACCGCACCGCATTCATCCGCTGA
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SEQ ID NO: 5 (mcr -1.5)

ATGATGCAGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG
GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG
ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC
TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA
TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC
CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT
GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC
TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA

TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG

TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGTACAG

CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA

ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG

CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA
AAGTCAAAGACCGCACCGCATTCATCCGCTGA
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SEC ID NO: 6 (mcr-1.6)
ATGATGCAGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC

GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG
GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG
ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC
TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA
TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC
CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT
GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC
TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA
TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG
TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAATGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAG
CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA
ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG

CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA

AAGTCAAAGACCACACCGCATTCATCCGCTGA
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SEC ID NO: 7 (mcr-1.7)
ATGATGCAGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC

GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG
GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG
ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC
TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA
TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC
CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTACGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT
GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC
TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA
TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG
TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAG
CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA
ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG
CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA
AAGTCAAAGACCGCACCGCATTCATCCGCTGA
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SEC ID NO: 8 (mcr-1.8)
ATGATGCGGCATACTTCTGTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGC

GAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCA
AACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTG
GCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTG
TTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACG
GTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGG
ATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGC
TTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTG
GGCTTGATCGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCA
TTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGC
CAATCTACTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAA
GATACCATTTATCACGCCAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCC
ACGCCTAGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAAT
GGCTATGAGCGCGATACTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAG
CAATGTCACATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATC
TGGGCGCGGATGAGTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATAC
GCTGGATCGCTTGGGCGTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCG
TGATGGATAAGCTGCCAAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCC
ATCTGCAACACCAATCCTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGA
TGACTTTGTCGCTGCCAATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCA
ATCACGGGCCTGCGTATTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGTG
TGTGAAGGTAATGAGCTTGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAAT
GCCTTGCTTGCCACCGATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAG
CAATGCCTATGATGTCTCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGA
ACGGTGTCTATCTACATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTG
CCTGCATTTTTCTGGACGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGT
CCTGACCCATGACGCGATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACA
AAGTCAAAGACCGCACCGCATTCATCCGCTGA
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SEC ID NO: 9 (mcr-1.9)
GTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGCGAGTGTTGCCGTTTTCTT

GACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGG
ACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATC
ACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATC

ATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACGGTCTATGATACGACCAT
GCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGGATCTATTAAACGCAGCG

TTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGCTTGTGGCTTTTGTTAAG
GTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTGGGCTTGATCGTGGCAA
GTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCATTATGCCAGTTTCTTTC
GCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGCCAATCTACTCGGTGGGT
AAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAAGATACCATTTATCACGC
CAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCCACGCCTAGTGGTGTTC
GTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAATGGCTATGAGCGCGATA
CTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAGCAATGTCACATCGTGC
GGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATCTGGGCGCGGATGAGT
ATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATACGCTGGATCGCTTGGGC
GTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCGTGATGGATAAGCTGCC
AAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCCATCTGCAACACCAATC
CTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGATGACTTTGTCGCTGCC
AATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCAATCACGGGCCTGCGTA
TTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGCGTGTGAAGGTAATGAGCT
TGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAATGCCTTGCTTGCCACCG
ATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAGCAATGCCTATGATGTC
TCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGAACGGTGTCTATCTACA
TGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTGCCTGCATTTTTCTGGA
CGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGTCCTGACCCATGACGC
GATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACAAAGTCAAAGACCGCA
CCGCATTCATCCGCTGA
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SEC ID NO: 10 (mcr -1.10)
GTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGCGAGTGTTGCCGTTTTCTT

GACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGG
ACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATC
ACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATC
ATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACGGTCTATGATACGACCAT
GCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGGATCTATTAAACGCAGCG
TTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGCTTGTGGCTTTTGTTAAG
GTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTGGGCTTGATCGTGGCAA
GTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCATTATGCCAGTTTCTTTC
GCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGCCAATCTACTCGGTGGGT

AAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAAGATACCATTTATCACGC
CAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCCACGCCTAGTGGTGTTC

GTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAATGGCTATGAGCGCGATA
CTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAGCAATGTCACATCGTGC
GGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATCTGGGCGCGGATGAGT
ATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATACGCTGGATCGCTTGGGC
GTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCGTGATGGATAAGCTGCC
AAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCCATCTGCAACACCAATC
CTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGATGACTTTGTCGCTGCC
AATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCAATCACGGGCCTGCGTA
TTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGCGTGTGAAGGTAATGAGCT
TGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAATGCCTTGCTTGCCACCG
ATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAGCAATGCCTATGATGTC
TCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGAACGGTGTCTATCTACA
TGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTGCCTGCATTTTTCTGGA
CGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGTCCTGACCCATGACGC
GATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACAAAGTCAAAGACCGCA
CCGCATTCATCCGCTGA
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SEC ID NO: 11 (mer-2)
ATGACATCACATCACTCTTGGTATCGCTATTCTATCAATCCTTTTGTGCTGATGGGTTTG

GTGGCGTTATTTTTGGCAGCGACAGCGAACCTGACATTTTTTGAAAAAGCGATGGCGGT
CTATCCTGTATCGGATAACTTAGGCTTTATCATCTCAATGGCGGTGGCGGTGATGGGTG
CTATGCTACTGATTGTCGTGCTGTTATCCTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTCCTGATTT
TGCTACTGATTATGGGTGCGGTGACGAGCTATTTTACCGATACTTATGGCACGGTCTAT
GACACCACCATGCTCCAAAATGCCATGCAAACCGACCAAGCCGAGTCTAAGGACTTGAT
GAATTTGGCGTTTTTTGTGCGAATTATCGGGCTTGGCGTGTTGCCAAGTGTGTTGGTCG
CAGTTGCCAAAGTCAATTATCCAACATGGGGCAAAGGTCTGATTCAGCGTGCGATGACA
TGGGGTGTCAGCCTTGTGCTGTTGCTTGTGCCGATTGGACTATTTAGCAGTCAGTATGC
GAGTTTCTTTCGGGTGCATAAGCCAGTGCGTTTTTATATCAACCCGATTACGCCGATTTA
TTCGGTGGGTAAGCTTGCCAGTATCGAGTACAAAAAAGCCACTGCGCCAACAGACACCA
TCTATCATGCCAAAGACGCCGTGCAGACCACCAAGCCGAGCGAGCGTAAGCCACGCCT
AGTGGTGTTCGTCGTCGGTGAGACGGCGCGTGCTGACCATGTGCAGTTCAATGGCTAT
GGCCGTGAGACTTTCCCGCAGCTTGCCAAAGTTGATGGCTTGGCGAATTTTAGCCAAGT
GACATCGTGTGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATTTGGGTC

AAGATGACTATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTAGATACGCTTGAC
CGCTTGGGTGTGGGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCAGACTCAAAAGGCGTGATGGA

TAAGCTACCTGCCACGCAGTATTTTGATTATAAATCAGCAACCAACAATACCATCTGTAA
CACCAATCCCTATAACGAATGCCGTGATGTCGGTATGCTTGTCGGGCTAGATGACTATG
TCAGCGCCAATAATGGCAAAGATATGCTCATCATGCTACACCAAATGGGCAATCATGGG
CCGGCGTACTTTAAGCGTTATGATGAGCAATTTGCCAAATTCACCCCCGTGTGCGAAGG
CAACGAGCTTGCCAAATGCGAACACCAATCACTCATCAATGCCTATGACAATGCGCTAC
TTGCGACTGATGATTTTATCGCCAAAAGCATCGATTGGCTAAAAACGCATGAAGCGAAC
TACGATGTCGCCATGCTCTATGTCAGTGACCACGGCGAGAGCTTGGGCGAAAATGGTG
TCTATCTGCATGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGAGCTGTGCCTGCG
TTTTTTTGGTCAAATAATACGACATTCAAGCCAACTGCCAGCGATACTGTGCTGACGCAT
GATGCGATTACGCCAACACTGCTTAAGCTGTTTGATGTCACAGCGGGCAAGGTCAAAGA
CCGCGCGGCATTTATCCAGTAA
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SEC ID NO: 12 (mcr-2.2)
GTGTGGTACCGACGCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTGTGGCGAGTGTTGCCGTTTTCTT

GACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGG
ACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATC
ACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATC
ATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGGCACGGTCTATGATACGACCAT
GCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGGATCTATTAAACGCAGCG
TTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCTACCAAGTTTGCTTGTGGCTTTTGTTAAG
GTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGATGCGCCGATTGGGCTTGATCGTGGCAA
GTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTGGCGTTCAGCAGTCATTATGCCAGTTTCTTTC
GCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGCCAATCTACTCGGTGGGT
AAGCTTGCCAGTATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAAGATACCATTTATCACGC
CAAAGACGCGGTACAAGCAACCAAGCCTGATATGCGTAAGCCACGCCTAGTGGTGTTC
GTCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGCTTCAATGGCTATGAGCGCGATA
CTTTCCCACAGCTTGCCAAGATCGATGGCGTGACCAATTTTAGCAATGTCACATCGTGC
GGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTATGTTCAGCTATCTGGGCGCGGATGAGT
ATGATGTCGATACCGCCAAATACCAAGAAAATGTGCTGGATACGCTGGATCGCTTGGGC
GTAAGTATCTTGTGGCGTGATAATAATTCGGACTCAAAAGGCGTGATGGATAAGCTGCC
AAAAGCGCAATTTGCCGATTATAAATCCGCGACCAACAACGCCATCTGCAACACCAATC
CTTATAACGAATGCCGCGATGTCGGTATGCTCGTTGGCTTAGATGACTTTGTCGCTGCC
AATAACGGCAAAGATATGCTGATCATGCTGCACCAAATGGGCAATCACGGGCCTGCGTA
TTTTAAGCGATATGATGAAAAGTTTGCCAAATTCACGCCAGCGTGTGAAGGTAATGAGCT

TGCCAAGTGCGAACATCAGTCCTTGATCAATGCTTATGACAATGCCTTGCTTGCCACCG
ATGATTTCATCGCTCAAAGTATCCAGTGGCTGCAGACGCACAGCAATGCCTATGATGTC

TCAATGCTGTATGTCAGCGATCATGGCGAAAGTCTGGGTGAGAACGGTGTCTATCTACA
TGGTATGCCAAATGCCTTTGCACCAAAAGAACAGCGCAGTGTGCCTGCATTTTTCTGGA
CGGATAAGCAAACTGGCATCACGCCAATGGCAACCGATACCGTCCTGACCCATGACGC
GATCACGCCGACATTATTAAAGCTGTTTGATGTCACCGCGGACAAAGTCAAAGACCGCA
CCGCATTCATCCGCTGA
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SEC ID NO: 13 (mcr-3)
ATGCCTTCCCTTATAAAAATAAAAATTGTTCCGCTTATGTTCTTTTTGGCACTGTATTTTG

CATTTATGCTGAACTGGCGTGGAGTTCTCCATTTTTACGAAATCCTTTACAAATTAGAAG
ATTTTAAGTTTGGTTTCGCCATTTCATTACCAATATTGCTTGTTGCAGCGCTTAACTTTGT
ATTTGTTCCATTTTCGATACGGTATTTAATAAAGCCTTTTTTTGCACTTCTTATCGCACTTA
GTGCAATCGTTAGTTACACAATGATGAAGTATAGAGTCTTGTTTGATCAAAACATGATTC
AGAATATTTTTGAAACCAATCAAAATGAGGCGTTAGCATATTTAAGCTTACCAATTATAGT
ATGGGTTACTATTGCTGGTTTTATCCCTGCCATTTTACTTTTCTTTGTTGAAATTGAATAT
GAGGAAAAATGGTTCAAAGGGATTCTAACTCGTGCCCTATCGATGTTTGCATCACTTATA
GTGATTGCGGTTATTGCAGCACTATACTATCAAGATTATGTGTCAGTGGGGCGCAACAA
TTCAAACCTCCAGCGTGAGATTGTTCCAGCCAATTTCGTTAATAGTACCGTTAAATACGT
TTACAATCGTTATCTTGCTGAACCAATCCCATTTACAACTTTAGGTGATGATGCAAAACG
GGATACTAATCAAAGTAAGCCCACGTTGATGTTTCTGGTCGTTGGTGAAACCGCTCGTG
GTAAAAATTTCTCGATGAATGGCTATGAGAAAGACACCAATCCATTTACCAGTAAATCTG
GTGGCGTGATCTCCTTTAATGATGTTCGTTCGTGTGGGACTGCAACCGCTGTATCCGTC
CCCTGCATGTTCTCCAATATGGGGAGAAAGGAGTTTGATGATAATCGCGCTCGCAATAG
CGAGGGCCTGCTAGATGTGTTGCAAAAAACGGGGATCTCCATTTTTTGGAAGGAGAACG
ATGGAGGCTGCAAAGGCGTCTGCGACCGAGTACCTAACATCGAAATCGAACCAAAGGA
TCACCCTAAGTTCTGCGATAAAAACACATGCTATGACGAGGTTGTCCTTCAAGACCTCG
ATAGTGAAATTGCTCAAATGAAAGGGGATAAGCTGGTTGGCTTCCACCTGATAGGTAGC
CATGGCCCAACCTACTACAAGCGCTACCCTGATGCTCATCGTCAGTTCACCCCTGACTG
TCCACGCAGTGATATTGAAAACTGCACAGATGAAGAGCTCACCAACACCTATGACAACA
CCATCCGCTACACCGATTTCGTGATTGGAGAGATGATTGCCAAGTTGAAAACCTACGAA
GATAAGTACAACACCGCGTTGCTCTACGTCTCCGATCATGGTGAATCACTGGGAGCATT
AGGGCTTTACCTACACGGTACACCGTACCAGTTTGCACCGGATGATCAGACCCGTGTTC
CTATGCAGGTGTGGATGTCACCTGGATTTACCAAAGAGAAAGGCGTTGATATGGCGTGT
TTGCAGCAGAAAGCCGCTGATACTCGTTACTCACACGATAATATTTTCTCATCTGTATTG
GGTATCTGGGACGTCAAAACATCAGTTTACGAAAAGGGTCTAGATATTTTCAGTCAATGT
CGTAATGTTCAATAA
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SEC ID NO: 14 (mcr-3.2)
ATGCCTTCCCTTATAAAAATAAAAATTGTTCCGCTTATGTTCTTTTTGGCACTGTATTTTG

CATTTATGCTGAACTGGCGTGGAGTTCTCCATTTTTACGAAATCCTTTACAAATTAGAAG
ATTTTAAGTTTGGTTTCGCCATTTCATTACCAATATTGCTTGTTGCAGCGCTTAACTTTGT
ATTTGTTCCATTTTCGATACGGTATTTAATAAAGCCTTTTTTTGCACTTCTTATCGCACTTA
GTGCAATCGTTAGTTACACAATGATGAAGTATAGAGTCTTGTTTGATCAAAACATGATTC
AGAATATTTTTGAAACCAATCAAAATGAGGCGTTAGCATATTTAAGCTTACCAATTATAGT
ATGGGTTACTATTGCTGGTTTTATCCCTGCCATTTTACTTTTCTTTGTTGAAATTGAATAT
GAGGAAAAATGGTTCAAAGGGATTCTAACTCGTGCCCTATCGATGTTTGCATCACTTATA
GTGATTGCGGTTATTGCAGCACTATACTATCAAGATTATGTGTCAGTGGGGCGCAACAA
TTCAAACCTCCAGCGTGAGATTGTTCCAGCCAATTTCGTTAATAGTACCGTTAAATACGT
TTACAATCGTTATCTTGCTGAACCAATCCCATTTACAACTTTAGGTGATGATGCAAAACG
GGATACTAATCAAAGTAAGCCCACGTTGATGTTTCTGGTCGTTGGTGAAACCGCTCGTG
GTAAAAATTTCTCGATGAATGGCTATGAGAAAGACACCAATCCATTTACCAGTAAATCTG
GTGGCGTGATCTCCTTTAATGATGTTCGTTCGTGTGGGACTGCAACCGCTGTATCCGTC
CCCTGCATGTTCTCCAATATGGGGAGAAAGGAGTTTGATGAAAATCGCGCTCGCAATAG
CGAGGGCCTGCTAGATGTGTTGCAAAAAACGGGGATCTCCATTTTTTGGAAGGAGAACG
ATGGAGGCTGCAAAGGCGTCTGCGACCGAGTACCTAACATCGAAATCGAACCAAAGGA
TCACCCTAAGTTCTGCGATAAAAACACATGCTATGACGAGGTTGTCCTTCAAGACCTCG
ATAGTGAAATTGCTCAAATGAAAGGGGATAAGCTGGTTGGCTTCCACCTGATAGGTAGC
CATGGCCCAACCTACTACAAGCGCTACCCTGATGCTCATCGTCAGTTCACCCCTGACTG
TCCACGCAGTGATATTGAAAACTGCACAGATGAAGAGCTCACCAACACCTATGACAACA
CCATCCGCTACACCGATTTCGTGATTGGAGAGATGATTGCCAAGTTGAAAACCTACGAA
GATAAGTACAACACCGCGTTGCTCTACGTCTCCGATCATGGTGAATCACTGGGAGCATT
AGGGCTTTACCTACACGGTACACCGTACCAGTTTGCACCGGATGATCAGACCCGTGTTC
CTATGCAGGTGTGGATGTCACCTGGATTTACCAAAGAGAAAGGCGTTGATATGGCGTGT
TTGCAGCAGAAAGCCGCTGATACTCGTTACTCACACGATAATATTTTCTCATCTGTATTG
GGTATCTGGGACGTCAAAACATCAGTTTACGAAAAGGGTCTAGATATTTTCAGTCAATGT
CGTAATGTTCAATAA
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SEC ID NO: 15 (mcr -4)
GTGATTTCTAGATTTAAGACGTTATCGGTTAACCAATTCACTTTCATCACTGCGTTGTTTT

ATGTTGCCATTTTCAATCTACCGCTCTTTGGTATAGTGCGAAAAGGAATTGAAAAACAAC
CAGAAGTTGATCCCCTTTTCATCGCATCTATGCCGCTATTTTTAACATTTGCGCTGAGTT

TTTTGTTTTCAATTTTTACCGTCAAATACCTGCTGAAGCCCTTTTTTATCGTATTGACGTT
ACTTTCCTCAAGTGTATTTTTTGCAGCCTATCAATACAATGTCGTGTTTGACTACGGCAT

GATAGAAAACACGTTTCAAACACATCCTGCTGAAGCATTGATGTATGTAAATCTTGCATC
AATTACCAATCTACTGCTGACTGGGCTATTACCGTCATATCTTATTTATAAGGCCGATATT
CATTATCAGCCCTTTTTTAAGGAGTTATTGCATAAATTAGCCTTTATGCTGCTAATGTTCG
TTGGCATTGGGATAGTCGCCTTTTTTTACTATCAAGATTATGCTGCATTTGTTCGAAACAA
CAGTGAGTTAAGGCGTTACATTGTCCCTACCTATTTTGTCAGTAGTGCATCTAAATATCT
CAATGAGCACTATTTGCAGACGCCCATGGAATACCAACAACTTGGCCTAGATGCGAAGA
ATGCCAGTCGTAACCCGAACACTAAACCTAACTTATTAGTGGTTGTTGTGGGTGAAACT
GCGCGCTCAATGAGCTATCAATATTATGGATATAACAAGCCAACCAATGCTCATACCCAA
AATCAGGGGCTGATTGCGTTTAACGATACTAGCTCATGCGGCACGGCCACGGCGGTGT
CTCTACCCTGTATGTTTTCACGAATGGGGCGGGCAGACTATGATCCTCGCCGTGCTAAT
GCTCAAGACACAGTGATTGATGTGTTAAGTCATAGTGGTATAAAAGTACAGTGGTTTGAT
AATGATTCTGGCTGTAAAGGTGTGTGTGATCAGGTTGAAAATCTCACGATAGATTTGAAG
AGTGATCCGAAGCTGTGTTCTGGCCAATATTGTTTTGACCAAGTATTGCTCAACAAATTA
GATAAAATTCTGGCAGTAGCACCAAGTCAAGATACAGTAATTTTTTTGCATATCATTGGT
AGTCATGGACCAACTTATTATCTTAGATACCCGCCAGAGCATCGTAAATTTATACCGGAT
TGTCCGCGCAGTGATATTCAAAATTGCAGTCAAGAAGAACTGATTAACACCTACGACAA
CACTATTCTATATACGGATTTTATTCTCAGTGAAGTGGTGAATAAATTAAAAGGTAAGCA
GGATATGTTCGATACTGCAATGCTGTATCTCTCTGACCATGGTGAGTCTTTGGGTGAAAA
GGGCATGTATTTACATGGTGCGCCCTATAGTATTGCACCGAAAGAACAAACTAGCGTAC
CAATGCTGGCTTGGGTATCTAATGACTTTAGCCAAGATAATCAGTTGAACATGACTTGTG
TTGCACAGCGAGCAGAACAGGGCGGCTTTTCCCACGACAATTTGTTCGACAGTTTGCTA
GGACTTATGAATGTAAAAACCACCGTCTATCAGAGCCAACTCGATATTTTTGCACCTTGC
AGGTATTAG
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SEC ID NO: 16 (mcr-5)

ATGCGGTTGTCTGCATTTATCACTTTCTTGAAAATGCGCCCGCAAGTGCGCACTGAATTT
TTGACTCTGTTCATCAGCCTTGTGTTCACCCTGCTGTGCAATGGCGTGTTTTGGAATGC
CCTTCTTGCTGGACGCGACTCCCTAACTTCTGGAACATGGCTAATGCTCCTTTGCACTG
GGTTGCTGATCACCGGGCTGCAATGGTTGTTGCTCCTTCTGGTGGCCACGCGCTGGAG
TGTCAAGCCACTACTGATTCTGCTTGCTGTCATGACGCCCGCCGCCGTTTATTTCATGC
GCAACTACGGGGTTTATCTCGACAAGGCCATGCTGCGGAATCTGATGGAGACGGACGT
CAGGGAAGCCAGTGAGCTGTTGCAATGGAGAATGCTGCCCTACTTGTTGGTTGCAGCC
GTATCCGTGTGGTGGATTGCGAGAGTCAGGGTTTTACGAACGGGCTGGAAACAAGCGG
TAATGATGCGCAGCGCTTGTCTGGCTGGCGCTCTCGCCATGATTTCCATGGGTCTGTG

GCCAGTCATGGATGTGCTGATACCCACGCTTCGTGAAAACAAGCCGCTTCGCTATTTGA
TCACTCCTGCAAACTACGTCATCTCGGGCATTCGGGTTTTGACTGAACAGGCGTCATCG

TCAGCAGACGAAGCAAGGGAAGTCGTTGCAGCCGATGCGCATCGAGGGCCTCAAGAAC
AAGGCCGCCGTCCTCGTGCTCTCGTACTGGTTGTCGGGGAAACCGTCAGGGCGGCTAA
TTGGGGGTTGAGCGGCTATGAACGACAAACCACCCCTGAGTTGGCCGCACGCGACGTG
ATCAATTTTTCCGATGTCACCAGTTGCGGGACGGATACGGCTACATCCCTTCCCTGCAT
GTTTTCCCTCAATGGTCGGCGCGACTACGACGAACGCCAGATTCGTCGGCGCGAGTCC
GTGCTGCACGTTTTAAACCGTAGTGACGTCAACATTCTCTGGCGCGATAACCAGTCGGG
CTGTAAAGGCGTCTGTGATGGACTGCCCTTTGAAAACCTGTCTTCGGCAGGCCATCCCA
CACTGTGCCATGGCGAGCGCTGCCTGGATGAAATTCTGCTCGAAGGGTTGGCCGAGAA
GATAACAACAAGCCGCAGCGATATGCTGATCGTTCTGCATATGCTGGGCAATCACGGCC
CAGCGTATTTCCAGCGCTATCCCGCAAGCTACCGACGCTGGTCGCCAACCTGCGACAC
CACCGATCTGGCCAGCTGTTCGCATGAAGCCTTGGTGAACACCTACGACAACGCCGTG
CTTTACACCGATCATGTGCTTGCCCGTACCATTGACCTGCTGTCCGGCATCCGCTCACA
CGACACGGCGCTGCTGTACGTTTCCGATCATGGGGAATCGCTCGGCGAGAAAGGCCTG
TATCTCCATGGCATACCTTACGTCATCGCGCCGGATGAGCAGATCAAGGTGCCGATGAT
CTGGTGGCAGTCGAGTCAGGTTTATGCCGACCAAGCCTGTATGCAAACTCATGCCTCTC
GGGCACCGGTAAGTCACGATCACCTGTTTCACACCTTGCTCGGGATGTTCGACGTGAAA
ACCGCTGCCTACACGCCAGAGTTGGACCTTCTGGCAACATGCAGAAAAGGACAACCAC
AATGA
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<170>
<210> 1
<211> 1626
<212> ADN
<213>

<400> 1
atgatgcagc

agtgttgccg
acctatccca
gcgatgctac
attttgctat
tatgatacga
ttaaacgcag
gcttttgtta
atcgtggcaa
agtttctttc
tcggtgggta
tatcacgcca
gtgttcgtcg
gatactttcc
tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aagtgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 2

<211> 1626
<212> ADN

atacttctgt
ttttcttgac
tcgcggacaa
tgatcaccac
taatcatggg
ccatgctcca
cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct
gcgtgcataa
agcttgccag
aagacgcggt
tcggtgagac
cacagcttgc
cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga

ES 2 898 688 T3

PatentIn version 3.5

Escherichia coli

gtggtaccga
cgcgaccgcc
tctcggettt
gctgttatca
cgcggtgacc
aaatgcccta
gcgtatcatt
tccgacttgg
gattttactg
gccgctgegt
tattgagtat
acaagcaacc
ggcacgcgcc
caagatcgat
ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

cgctcggtca
aatcttacct
gtgctgacga
tcgtatcgct
agttatttta

cagaccgacc

ggtttgggtg
ggcaagggtt
cctgtggtgg
agctatgtca
aaaaaagcca
aagcctgata
gatcatgtca
ggcgtgacca
tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgcacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

55

gtccgtttgt
tttttgataa
tcgctgtcgt
atgtgctaaa
ctgacactta
aagccgagac
tgctaccaag
tgatgcgccg
cgttcagcag
atccgatcat
gtgcgccaaa
tgcgtaagcc
gcttcaatgg
attttagcaa
gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

aagaccgcac

tcttgtggceg
aatcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttg
tggcacggtc
caaggatcta
tttgcttgtg
attgggcttg
tcattatgcc
gccaatctac
agataccatt
acgcctagtg
ctatgagcgc
tgtcacatcg
cgcggatgag
tcgcttgggce
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgatgat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213>

<400> 2
atgatgctgc

agtgttgccg
acctatccca
gcgatgctac
attttgctat
tatgatacga
ttaaacgcag
gcttttgtta
atcgtggcaa
agtttctttc
tcggtgggta
tatcacgcca
gtgttcgtcg
gatactttcc
tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aagtgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 3
<211> 1626
<212> ADN
<213>
<400> 3

atacttctgt
ttttcttgac
tcgcggacaa
tgatcaccac
taatcatggg
ccatgctcca
cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct
gcgtgcataa
agcttgccag
aagacgcggt
tcggtgagac
cacagcttgc
cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga
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Escherichia coli

gtggtaccga
cgcgaccgcc
tctcggettt
gctgttatca
cgcggtgacc
aaatgcccta
gcgtatcatt
tccgacttgg
gattttactg
gccgctgegt
tattgagtat
acaagcaacc
ggcacgcgcc
caagatcgat
ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

Escherichia coli

atgatgcagc atacttctgt gtggtaccga

cgctcggtca
aatcttacct
gtgctgacga
tcgtatcget
agttatttta

cagaccgacc

ggtttgggtg
ggcaagggtt
cctgtggtgg
agctatgtca
aaaaaagcca
aagcctgata
gatcatgtca
ggcgtgacca
tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgcacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

cgctcggtca

56

gtccgtttgt
tttttgataa
tcgctgtcgt
atgtgctaaa
ctgacactta
aagccgagac
tgctaccaag
tgatgcgccg
cgttcagcag
atccgatcat
gtgcgccaaa
tgcgtaagcc
gcttcaatgg
attttagcaa
gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

aagaccgcac

gtccgtttgt

tcttgtggeg
aatcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttg
tggcacggtc
caaggatcta
tttgcttgtg
attgggcttg
tcattatgcc
gccaatctac
agataccatt
acgcctagtg
ctatgagcgc
tgtcacatcg
cgcggatgag
tcgcttgggce
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgatgat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

tcttgtggcg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626
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agtgttgccg
acctatccca
gcgatgctac
attttgctat
tatgatacga
ttaaacgcag
gcttttgtta
atcgtggcaa
agtttctttc
tcggtgggta
tatcacgcca
gtgttcgtcg
gatactttcc
tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aagtgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 4
<211> 1626
<212> ADN
<213>
<400> 4

ttttcttgac
tcgcggacaa
tgatcaccac
taatcatggg
ccatgctcca
cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct
gcgtgcataa
agcttgccag
aagacgcggt
tcggtgagac
cacagcttgc
cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga
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cgcgaccgcc
tctcggettt
gctgttatca
cgcggtgacc
aaatgcccta
gcgtatcatt
tccgacttgg
gattttactg
gccgetgegt
tattgagtat
acaagcaacc
ggcacgcgcc
caagatcgat
ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

Escherichia coli

atgatgcagc atacttctgt gtggtaccga

agtgttgccg ttttcttgac cgcgaccgcc

acctatccca tcgcggacaa tctcggettt

gcgatgctac tgatcaccac gctgttatca

aatcttacct
gtgctgacga
tcgtatcget
agttatttta

cagaccgacc

ggtttgggtg
ggcaagggtt
cctgtggtgg
agctatgtca
aaaaaagcca
aagcctgata
gatcatgtca
ggcgtgacca
tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgcacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

cgctcggtca
aatcttacct
gtgctgacga

tcgtatcgct

57

tttttgataa
tcgctgtcgt
atgtgctaaa
ctgacactta
aagccgagac
tgctaccaag
tgatgcgccg
cgttcagcag
atccgatcat
gtgcgccaaa
tgcgtaagcc
gcttcaatgg
attttagcaa
gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

aagaccgcac

gtccgtttgt
tttttgataa
tcgctgtcgt

atgtgctaaa

ggtcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttg
tggcacggtc
caaggatcta
tttgcttgtg
attgggcttg
tcattatgcc
gccaatctac
agataccatt
acgcctagtg
ctatgagcgc
tgtcacatcg
cgcggatgag
tcgcttgggce
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgatgat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

tcttgtggceg
aatcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttyg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626

60
120
180
240
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attttgctat
tatgatacga
ttaaacgcag
gcttttgtta
atcgtggcaa
agtttctttc
tcggtgggta
tatcacgcca
gtgttcgtcg
gatactttcc
tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aagtgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 5
<211> 1626
<212> ADN
<213>

<400> 5
atgatgcagc

agtgttgccg
acctatccca
gcgatgctac
attttgctat

tatgatacga

taatcatggg
ccatgctcca
cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct
gcgtgcataa
agcttgccag
aagacgcggt
tcggtgagac
cacagcttgc
cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga

atacttctgt
ttttcttgac
tcgcggacaa
tgatcaccac
taatcatggg

ccatgctcca

ES 2 898 688 T3

cgcggtgacc
aaatgcccta
gcgtatcatt
tccgacttgg
gattttactg
gccgetgegt
tattgagtat
acaagcaacc
ggcacgcgcc
caagatcgat
ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

Escherichia coli

gtggtaccga
cgcgaccgcec
tctcggettt
gctgttatca
cgcggtgacc

aaatgcccta

agttatttta

cagaccgacc

ggtttgggtg
ggcaagggtt
cctgtggtgg
agctatgtca
aaaaaagcca
aagcctgata
gatcatgtca
ggcgtgacca
tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgcacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

cgctcggtca
aatcttacct
gtgctgacga
tcgtatcget
agttatttta

cagaccgacc

58

ctgacactta
aagccgagac
tgctaccaag
tgatgcgccg
cgttcagcag
atccgatcat
gtgcgccaaa
tgcgtaagcc
gcttcaatgg
attttagcaa
gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

aagaccgcac

gtccgtttgt
tttttgataa
tcgctgtcgt
atgtgctaaa
ctgacactta

aagccgagac

tggcacggtc
caaggatcta
tttgcttgtg
attgggcttg
tcattatgcc
gccaatctac
agataccatt
acgcctagtg
ctatgagcgc
tgtcacatcg
cgcggatgag
tcgcttgggc
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgataat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

tcttgtggeg
aatcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttg
tggcacggtc

caaggatcta

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626

60
120
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240
300
360
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ttaaacgcag
gcttttgtta
atcgtggcaa
agtttctttc
tcggtgggta
tatcacgcca
gtgttcgtcg
gatactttcc
tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aagtgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 6
<211> 1626
<212> ADN
<213>

<400> 6
atgatgcagc

agtgttgccg
acctatccca
gcgatgctac
attttgctat
tatgatacga
ttaaacgcag
gcttttgtta

atcgtggcaa

cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct
gcgtgcataa
agcttgccag
aagacgcggt
tcggtgagac
cacagcttgc
cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga

atacttctgt
ttttcttgac
tcgcggacaa
tgatcaccac
taatcatggg
ccatgctcca
cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct

ES 2 898 688 T3

gcgtatcatt
tccgacttgg
gattttactg
gccgetgegt
tattgagtat
acaagcaacc
ggcacgcgcc
caagatcgat
ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

Escherichia coli

gtggtaccga
cgcgaccgcec
tctcggettt
gctgttatca
cgcggtgacc
aaatgcccta
gcgtatcatt
tccgacttgg

gattttactg

ggtttgggtg
ggcaagggtt
cctgtggtgg
agctatgtca
aaaaaagcca
aagcctgata
gatcatgtca
ggcgtgacca
tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgtacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

cgctcggtca
aatcttacct
gtgctgacga
tcgtatcget
agttatttta
cagaccgacc
ggtttgggtg
ggcaagggtt
cctgtggtgg

59

tgctaccaag
tgatgcgecg
cgttcagcag
atccgatcat
gtgcgccaaa
tgcgtaagcc
gcttcaatgg
attttagcaa
gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

aagaccgcac

gtccgtttgt
tttttgataa
tcgctgtcgt
atgtgctaaa
ctgacactta
aagccgagac
tgctaccaag
tgatgcgccg

cgttcagcag

tttgcttgtg
attgggcttg
tcattatgcc
gccaatctac
agataccatt
acgcctagtg
ctatgagcgc
tgtcacatcg
cgcggatgag
tcgcttgggc
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgatgat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

tcttgtggceg
aatcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttg
tggcacggtc
caaggatcta
tttgcttgtg
attgggcttg

tcattatgcc

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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agtttctttc
tcggtgggta
tatcacgcca
gtgttcgtcg
gatactttcc
tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aaatgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 7
<211> 1626
<212> ADN
<213>

<400> 7
atgatgcagc

agtgttgccg
acctatccca
gcgatgctac
attttgctat
tatgatacga
ttaaacgcag
gcttttgtta
atcgtggcaa

agtttctttc

tcggtgggta

gcgtgcataa
agcttgccag
aagacgcggt
tcggtgagac
cacagcttgc
cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga

atacttctgt
ttttcttgac
tcgcggacaa
tgatcaccac
taatcatggg
ccatgctcca
cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct
gcgtgcataa

agcttgccag

ES 2 898 688 T3

gccgctgegt
tattgagtat
acaagcaacc
ggcacgcgcc
caagatcgat
ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

Escherichia coli

gtggtaccga
cgcgaccgcec
tctcggettt
gctgttatca
cgcggtgacc
aaatgcccta
gcgtatcatt
tccgacttgg
gattttactg
gccgctgegt

tattgagtat

agctatgtca
aaaaaagcca
aagcctgata
gatcatgtca
ggcgtgacca
tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgcacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

cgctcggtca
aatcttacct
gtgctgacga
tcgtatcgct
agttatttta

cagaccgacc

ggtttgggtg
ggcaagggtt
CCtgtggtgg
agctatgtca

ddadaaagcCca

60

atccgatcat
gtgcgccaaa
tgcgtaagcc
gcttcaatgg
attttagcaa
gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

daagaccacac

gtccgtttgt
tttttgataa
tcgctgtcgt
atgtgctaaa
ctgacactta
aagccgagac
tgctaccaag
tgatgcgcecg
cgttcagcag
atccgatcat

gtacgccaaa

gccaatctac
agataccatt
acgcctagtg
ctatgagcgc
tgtcacatcg
cgcggatgag
tcgcttgggc
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgatgat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

tcttgtggceg
aatcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttg
tggcacggtc
caaggatcta
tttgcttgtg
attgggcttg
tcattatgcc
gccaatctac

agataccatt

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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tatcacgcca
gtgttcgtcg
gatactttcc
tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aagtgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 8
<211> 1626
<212> ADN
<213>
<400> 8

aagacgcggt
tcggtgagac
cacagcttgc
cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga

ES 2 898 688 T3

acaagcaacc
ggcacgcgcc
caagatcgat
ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

Escherichia coli

atgatgcggc atacttctgt gtggtaccga

agtgttgccg
acctatccca
gcgatgctac
attttgctat
tatgatacga
ttaaacgcag
gcttttgtta
atcgtggcaa
agtttctttc
tcggtgggta
tatcacgcca
gtgttcgtcg

gatactttcc

ttttcttgac
tcgcggacaa
tgatcaccac
taatcatggg
ccatgctcca
cgtttatcat
aggtggatta
gtcttgcgct
gcgtgcataa
agcttgccag
aagacgcggt
tcggtgagac

cacagcttgc

cgcgaccgcc
tctcggettt
gctgttatca
cgcggtgacc
aaatgcccta
gcgtatcatt
tccgacttgg
gattttactg
gccgetgegt
tattgagtat
acaagcaacc
ggcacgcgcc

caagatcgat

aagcctgata
gatcatgtca
ggcgtgacca
tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgcacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

cgctcggtca
aatcttacct
gtgctgacga
tcgtatcget
agttatttta

cagaccgacc

ggtttgggtg
ggcaagggtt
cctgtggtgg
agctatgtca
aaaaaagcca
aagcctgata
gatcatgtca

ggcgtgacca

61

tgcgtaagcc
gcttcaatgg
attttagcaa
gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

aagaccgcac

gtccgtttgt
tttttgataa
tcgctgtcgt
atgtgctaaa
ctgacactta
aagccgagac
tgctaccaag
tgatgcgccg
cgttcagcag
atccgatcat
gtgcgccaaa
tgcgtaagcc
gcttcaatgg

attttagcaa

acgcctagtg
ctatgagcgc
tgtcacatcg
cgcggatgag
tcgcttgggce
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgatgat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

tcttgtggeg
aatcagccaa
gctctttggce
gcctgtgttg
tggcacggtc
caaggatcta
tttgcttgtg
attgggcttg
tcattatgcc
gccaatctac
agataccatt
acgcctagtg
ctatgagcgc

tgtcacatcg

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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720
780
840
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tgcggcacat
tatgatgtcg
gtaagtatct
aaagcgcaat
tataacgaat
aacggcaaag
aagcgatatg
aagtgcgaac
ttcatcgctc
ctgtatgtca
ccaaatgcct
caaactggca
acattattaa
cgctga
<210> 9
<211> 1608
<212> ADN
<213>

<400> 9

cgacggcgta
ataccgccaa
tgtggcgtga
ttgccgatta
gccgcgatgt
atatgctgat
atgaaaagtt
atcagtcctt
aaagtatcca
gcgatcatgg
ttgcaccaaa
tcacgccaat

agctgtttga

ES 2 898 688 T3

ttctgtgccg
ataccaagaa
taataattcg
taaatccgcg
cggtatgctc
catgctgcac
tgccaaattc
gatcaatgct
gtggctgcag
cgaaagtctg
agaacagcgc
ggcaaccgat

tgtcaccgcg

Escherichia coli

gtgtggtacc gacgctcggt cagtccgttt

accgcgaccg
aatctcggct
acgctgttat
ggcgcggtga
caaaatgccc
atgcgtatca
tatccgactt
ctgattttac
aagccgctgce
agtattgagt
gtacaagcaa
acggcacgcg
gccaagatcg
tattctgtgc

aaataccaag

ccaatcttac
ttgtgctgac
catcgtatcg
ccagttattt

tacagaccga

ttggtttggg
ggggcaaggg
tgcctgtggt
gtagctatgt
ataaaaaagc
ccaagcctga
ccgatcatgt
atggcgtgac
cgtgtatgtt

aaaatgtgct

cttttttgat
gatcgctgtc
ctatgtgcta
tactgacact
ccaagccgag
tgtgctacca
tttgatgcgc
ggcgttcagc
caatccgatc
cagtgcgcca
tatgcgtaag
cagcttcaat
caattttagc
cagctatctg

ggatacgctg

tgtatgttca
aatgtgctgg
gactcaaaag
accaacaacg
gttggcttag
caaatgggca
acgccagtgt
tatgacaatg
acgcacagca
ggtgagaacg
agtgtgcctg
accgtcctga

gacaaagtca

gttcttgtgg
aaaatcagcc
gtgctctttg
aagcctgtgt
tatggcacgg
accaaggatc
agtttgcttg
cgattgggct
agtcattatg
atgccaatct
aaagatacca
ccacgcctag
ggctatgagc
aatgtcacat
ggcgcggatg
gatcgcttgg

62

gctatctggg
atacgctgga
gcgtgatgga
ccatctgcaa
atgactttgt
atcacgggcc
gtgaaggtaa
ccttgcttgce
atgcctatga
gtgtctatct
catttttctg
cccatgacgc

aagaccgcac

cgagtgttgc
aaacctatcc
gcgcgatgct
tgattttgct
tctatgatac
tattaaacgc
tggcttttgt
tgatcgtggc
ccagtttctt
actcggtggg
tttatcacgc
tggtgttcgt
gcgatacttt
cgtgcggceac
agtatgatgt

gcgtaagtat

cgcggatgag
tcgcttgggce
taagctgcca
caccaatcct
cgctgccaat
tgcgtatttt
tgagcttgcc
caccgatgat
tgtctcaatg
acatggtatg
gacggataag
gatcacgccg

cgcattcatc

cgttttcttg
catcgcggac
actgatcacc
attaatcatg
gaccatgctc
agcgtttatc
taaggtggat
aagtcttgcg
tcgcgtgeat
taagcttgcc
caaagacgcg
cgtcggtgag
cccacagctt
atcgacggcg
cgataccgcc

cttgtggcgt

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626

60
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gataataatt
tataaatccg
gtcggtatgc
atcatgctgc
tttgccaaat
ttgatcaatg
cagtggctgc
ggcgaaagtc
aaagaacagc
atggcaaccg

gatgtcaccg
<210> 10

<211> 1608
<212> ADN

<213>

<400> 10
gtgtggtacc

accgcgaccg
aatctcggct
acgctgttat
ggcgcggtga
caaaatgccc
atgcgtatca
tatccgactt
ctgattttac
aagccgctgc
agtattgagt
gtacaagcaa
acggcacgcg
gccaagatcg
tattctgtgc
aaataccaag
gataataatt
tataaatccg
gtcggtatgc

atcatgctgc

cggactcaaa
cgaccaacaa
tcgttggctt
accaaatggg
tcacgccagc
cttatgacaa
agacgcacag
tgggtgagaa
gcagtgtgcc
ataccgtcct

cggacaaagt

gacgctcggt
ccaatcttac
ttgtgctgac
catcgtatcg
ccagttattt

tacagaccga

ttggtttggg
ggggcaaggg
tgcctgtggt
gtagctatgt
ataaaaaagc
ccaagcctga
ccgatcatgt
atggcgtgac
cgtgtatgtt
aaaatgtgct
cggactcaaa
cgaccaacaa
tcgttggctt

accaaatggg

ES 2 898 688 T3

aggcgtgatg
cgccatctgce
agatgacttt
caatcacggg
gtgtgaaggt
tgccttgett
caatgcctat
cggtgtctat
tgcatttttc
gacccatgac

caaagaccgc

Escherichia coli

cagtccgttt
cttttttgat
gatcgctgtc
ctatgtgcta
tactgacact
ccaagccgag
tgtgctacca
tttgatgcgc
ggcgttcagc
caatccgatc
cagtgcgcca
tatgcgtaag
cagcttcaat
caattttagc
cagctatctg
ggatacgctg
aggcgtgatg
cgccatctgce
agatgacttt

caatcacggg

gataagctgc
aacaccaatc
gtcgctgcca
cctgcgtatt
aatgagcttg
gccaccgatg
gatgtctcaa
ctacatggta
tggacggata
gcgatcacgc

accgcattca

gttcttgtgg
aaaatcagcc
gtgctctttg
aagcctgtgt
tatggcacgg
accaaggatc
agtttgcttg
cgattgggct
agtcattatg
atgccaatct
aaagatacca
ccacgcctag
ggctatgagc
aatgtcacat
ggcgcggatg
gatcgcttgg
gataagctgc
aacaccaatc
gtcgctgcca

cctgcgtatt

63

caaaagcgca
cttataacga
ataacggcaa
ttaagcgata
ccaagtgcga
atttcatcgc
tgctgtatgt
tgccaaatgc
agcaaactgg
cgacattatt

tccgctga

cgagtgttgc
aaacctatcc
gcgcgatgct
tgattttgct
tctatgatac
tattaaacgc
tggcttttgt
tgatcgtggc
ccagtttctt
actcggtggg
tttatcacgc
tggtgttcgt
gcgatacttt
cgtgcggcac
agtatgatgt
gcgtaagtat
caaaagcgca
cttataacga
ataacggcaa

ttaagcgata

atttgccgat
atgccgcgat
agatatgctg
tgatgaaaag
acatcagtcc
tcaaagtatc
cagcgatcat
ctttgcacca
catcacgcca

aaagctgttt

cgttttcttg
catcgcggac
actgatcacc
attaatcatg
gaccatgctc
agcgtttatc
taaggtggat
aagtcttgcg
tcgcgtgeat
taagcttgcc
caaagacgcg
cgtcggtgag
cccacagctt
atcgacggcg
cgataccgcc
cttgtggcgt
atttgccgat
atgccgcgat
agatatgctg

tgatgaaaag

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1608
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180
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tttgccaaat
ttgatcaatg
cagtggctgc
ggcgaaagtc
aaagaacagc
atggcaaccg
gatgtcaccg
<210> 11
<211> 1617
<212> ADN
<213>

<400> 11
atgacatcac

gtggcgttat
tatcctgtat
atgctactga
ctactgatta
accaccatgc
ttggcgtttt
gccaaagtca
gtcagccttg
tttcgggtgce
ggtaagcttg
gccaaagacg
gtcgtcggtg
ttcccgcagce
acatcgacgg
gtcgataccg
atcttgtggc
cagtattttg
gaatgccgtg
aaagatatgc
tatgatgagc
gaacaccaat

gccaaaagca

tcacgccagce
cttatgacaa
agacgcacag
tgggtgagaa
gcagtgtgcc
ataccgtcct

cggacaaagt

atcactcttg
ttttggcagc
cggataactt
ttgtcgtgct
tgggtgcggt
tccaaaatgc
ttgtgcgaat
attatccaac
tgctgttgct
ataagccagt
ccagtatcga
ccgtgcagac
agacggcgcg
ttgccaaagt
cgtattctgt
ccaaatacca
gtgataataa
attataaatc
atgtcggtat
tcatcatgct
aatttgccaa
cactcatcaa

tcgattggct

ES 2 898 688 T3

gtgtgaaggt
tgccttgett
caatgcctat
cggtgtctat
tgcatttttc
gacccatgac

caaagaccgc

Escherichia coli

gtatcgctat
gacagcgaac
aggctttatc
gttatcctat
gacgagctat
catgcaaacc
tatcgggctt
atggggcaaa
tgtgccgatt
gcgtttttat
gtacaaaaaa
caccaagccg
tgctgaccat
tgatggcttg
gccgtgtatg
agaaaatgtg
ttcagactca
agcaaccaac
gcttgtcggg
acaccaaatg
attcaccccc
tgcctatgac

aaaaacgcat

aatgagcttg
gccaccgatg
gatgtctcaa
ctacatggta
tggacggata
gcgatcacgc

accgcattca

tctatcaatc
ctgacatttt
atctcaatgg
cgctatgtgc
tttaccgata
gaccaagccg
ggcgtgttgc
ggtctgattc
ggactattta
atcaacccga
gccactgcgc
agcgagcgta
gtgcagttca
gcgaatttta
ttcagctatt
ctagatacgc
aaaggcgtga
aataccatct
ctagatgact
ggcaatcatg
gtgtgcgaag
aatgcgctac

gaagcgaact

64

ccaagtgcga
atttcatcgc
tgctgtatgt
tgccaaatgc
agcaaactgg
cgacattatt

tccgctga

cttttgtgct
ttgaaaaagc
cggtggcggt
taaagcctgt
cttatggcac
agtctaagga
caagtgtgtt
agcgtgcgat
gcagtcagta
ttacgccgat
caacagacac
agccacgcect
atggctatgg
gccaagtgac
tgggtcaaga
ttgaccgctt
tggataagct
gtaacaccaa
atgtcagcgc
ggccggegta
gcaacgagct
ttgcgactga

acgatgtcgc

acatcagtcc
tcaaagtatc
cagcgatcat
ctttgcacca
catcacgcca

aaagctgttt

gatgggtttg
gatggcggtc
gatgggtgct
cctgattttg
ggtctatgac
cttgatgaat
ggtcgcagtt
gacatggggt
tgcgagtttc
ttattcggtg
catctatcat
agtggtgttc
ccgtgagact
atcgtgtggc
tgactatgat
gggtgtgggt
acctgccacg
tccctataac
caataatggc
ctttaagcgt
tgccaaatgc
tgattttatc

catgctctat

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1608

60
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180
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720
780
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gtcagtgacc acggcgagag cttgggcgaa aatggtgtct
gcctttgcac caaaagaaca gcgagctgtg cctgcgtttt
ttcaagccaa ctgccagcga tactgtgctg acgcatgatg

aagctgtttg atgtcacagc gggcaaggtc aaagaccgcg

<210> 12

<211> 1608

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 12
gtgtggtacc gacgctcggt cagtccgttt gttcttgtgg

accgcgaccg ccaatcttac cttttttgat aaaatcagcc
aatctcggct ttgtgctgac gatcgctgtc gtgctctttg
acgctgttat catcgtatcg ctatgtgcta aagcctgtgt
ggcgcggtga ccagttattt tactgacact tatggcacgg
caaaatgccc tacagaccga ccaagccgag accaaggatc
atgcgtatca ttggtttggg tgtgctacca agtttgcttg
tatccgactt ggggcaaggg tttgatgcgc cgattgggct
ctgattttac tgcctgtggt ggcgttcagc agtcattatg
aagccgctgce gtagctatgt caatccgatc atgccaatct
agtattgagt ataaaaaagc cagtgcgcca aaagatacca
gtacaagcaa ccaagcctga tatgcgtaag ccacgcctag
acggcacgcg ccgatcatgt cagcttcaat ggctatgagc
gccaagatcg atggcgtgac caattttagc aatgtcacat
tattctgtgc cgtgtatgtt cagctatctg ggcgcggatg
aaataccaag aaaatgtgct ggatacgctg gatcgcttgg
gataataatt cggactcaaa aggcgtgatg gataagctgc
tataaatccg cgaccaacaa cgccatctgc aacaccaatc
gtcggtatgc tcgttggctt agatgacttt gtcgctgcca
atcatgctgc accaaatggg caatcacggg cctgcgtatt
tttgccaaat tcacgccagc gtgtgaaggt aatgagcttg
ttgatcaatg cttatgacaa tgccttgctt gccaccgatg
cagtggctgc agacgcacag caatgcctat gatgtctcaa
ggcgaaagtc tgggtgagaa cggtgtctat ctacatggta
aaagaacagc gcagtgtgcc tgcatttttc tggacggata
atggcaaccg ataccgtcct gacccatgac gcgatcacgc

gatgtcaccg cggacaaagt caaagaccgc accgcattca

65

atctgcatgg
tttggtcaaa
cgattacgcc

cggcatttat

cgagtgttgc
aaacctatcc
gcgcgatgct
tgattttgct
tctatgatac
tattaaacgc
tggcttttgt
tgatcgtggc
ccagtttctt
actcggtggg
tttatcacgc
tggtgttcgt
gcgatacttt
cgtgcggcac
agtatgatgt
gcgtaagtat
caaaagcgca
cttataacga
ataacggcaa
ttaagcgata
ccaagtgcga
atttcatcgc
tgctgtatgt
tgccaaatgc
agcaaactgg
cgacattatt

tccgctga

tatgccaaat
taatacgaca
aacactgctt

ccagtaa

cgttttcttg
catcgcggac
actgatcacc
attaatcatg
gaccatgctc
agcgtttatc
taaggtggat
aagtcttgcg
tcgcgtgceat
taagcttgcc
caaagacgcg
cgtcggtgag
cccacagctt
atcgacggcg
cgataccgcc
cttgtggcgt
atttgccgat
atgccgcgat
agatatgctg
tgatgaaaag
acatcagtcc
tcaaagtatc
cagcgatcat
ctttgcacca
catcacgcca

aaagctgttt

1440
1500
1560
1617
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<210> 13
<211> 1626
<212> ADN
<213>

<400> 13
atgccttccc

gcatttatgc
gattttaagt
gtatttgttc
cttagtgcaa
attcagaata
atagtatggg
gaatatgagg
cttatagtga
aacaattcaa
tacgtttaca
aaacgggata
cgtggtaaaa
tctggtggeg
gtcccctgca
agcgagggcc
gatggaggct
caccctaagt
agtgaaattg
ggcccaacct
cgcagtgata
cgctacaccg
tacaacaccg
tacctacacg
gtgtggatgt
aaagccgctg
gacgtcaaaa
caataa
<210> 14

<211> 1626
<212> ADN

ttataaaaat
tgaactggcg
ttggtttcgc
cattttcgat
tcgttagtta
tttttgaaac
ttactattgc
aaaaatggtt
ttgcggttat
acctccagcg
atcgttatct
ctaatcaaag
atttctcgat
tgatctcctt
tgttctccaa
tgctagatgt
gcaaaggcgt
tctgcgataa
ctcaaatgaa
actacaagcg
ttgaaaactg
atttcgtgat
cgttgctcta
gtacaccgta
cacctggatt
atactcgtta

catcagttta

ES 2 898 688 T3

Escherichia coli

aaaaattgtt
tggagttctc
catttcatta
acggtattta
cacaatgatg
caatcaaaat
tggttttatc
caaagggatt
tgcagcacta
tgagattgtt
tgctgaacca
taagcccacg
gaatggctat
taatgatgtt
tatggggaga
gttgcaaaaa
ctgcgaccga
aaacacatgc
aggggataag
ctaccctgat
cacagatgaa
tggagagatg
cgtctccgat
ccagtttgca
taccaaagag
ctcacacgat

cgaaaagggt

ccgcttatgt
catttttacg
ccaatattgc
ataaagcctt
aagtatagag
gaggcgttag
cctgccattt
ctaactcgtg
tactatcaag
ccagccaatt
atcccattta
ttgatgtttc
gagaaagaca
cgttcgtgtg
aaggagtttg
acggggatct
gtacctaaca
tatgacgagg
ctggttggct
gctcatcgtc
gagctcacca
attgccaagt
catggtgaat
ccggatgatc
aaaggcgttg
aatattttct

ctagatattt

66

tctttttgge
aaatccttta
ttgttgcagc
tttttgcact
tcttgtttga
catatttaag
tacttttctt
ccctatcgat
attatgtgtc
tcgttaatag
caactttagg
tggtcgttgg
ccaatccatt
ggactgcaac
atgataatcg
ccattttttg
tcgaaatcga
ttgtccttca
tccacctgat
agttcacccc
acacctatga
tgaaaaccta
cactgggagc
agacccgtgt
atatggcgtg
catctgtatt

tcagtcaatg

actgtatttt
caaattagaa
gcttaacttt
tcttatcgca
tcaaaacatg
cttaccaatt
tgttgaaatt
gtttgcatca
agtggggcgc
taccgttaaa
tgatgatgca
tgaaaccgct
taccagtaaa
cgctgtatcc
cgctcgcaat
gaaggagaac
accaaaggat
agacctcgat
aggtagccat
tgactgtcca
caacaccatc
cgaagataag
attagggctt
tcctatgceag
tttgcagcag
gggtatctgg
tcgtaatgtt

60
120
180
240
300
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420
480
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720
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<213>

<400> 14
atgccttccc

gcatttatgc
gattttaagt
gtatttgttc
cttagtgcaa
attcagaata
atagtatggg
gaatatgagg
cttatagtga
aacaattcaa
tacgtttaca
aaacgggata
cgtggtaaaa
tctggtggeg
gtcccctgca
agcgagggcc
gatggaggct
caccctaagt
agtgaaattg
ggcccaacct
cgcagtgata
cgctacaccg
tacaacaccg
tacctacacg
gtgtggatgt
aaagccgctg
gacgtcaaaa
caataa
<210> 15
<211>
<212>
<213>
<400> 15

ADN

1626

ttataaaaat
tgaactggcg
ttggtttcgc
cattttcgat
tcgttagtta
tttttgaaac
ttactattgc
aaaaatggtt
ttgcggttat
acctccagcg
atcgttatct
ctaatcaaag
atttctcgat
tgatctcctt
tgttctccaa
tgctagatgt
gcaaaggcgt
tctgcgataa
ctcaaatgaa
actacaagcg
ttgaaaactg
atttcgtgat
cgttgctcta
gtacaccgta
cacctggatt
atactcgtta

catcagttta

ES 2 898 688 T3

Escherichia coli

aaaaattgtt
tggagttctc
catttcatta
acggtattta
cacaatgatg
caatcaaaat
tggttttatc
caaagggatt
tgcagcacta
tgagattgtt
tgctgaacca
taagcccacg
gaatggctat
taatgatgtt
tatggggaga
gttgcaaaaa
ctgcgaccga
aaacacatgc
aggggataag
ctaccctgat
cacagatgaa
tggagagatg
cgtctccgat
ccagtttgca
taccaaagag
ctcacacgat

cgaaaagggt

Escherichia coli

gtgatttcta gatttaagac gttatcggtt

ccgcttatgt
catttttacg
ccaatattgc
ataaagcctt
aagtatagag
gaggcgttag
cctgccattt
ctaactcgtg
tactatcaag
ccagccaatt
atcccattta
ttgatgtttc
gagaaagaca
cgttcgtgtg
aaggagtttg
acggggatct
gtacctaaca
tatgacgagg
ctggttggct
gctcatcgtc
gagctcacca
attgccaagt
catggtgaat
ccggatgatc
aaaggcgttg
aatattttct

ctagatattt

aaccaattca

67

tctttttgge
aaatccttta
ttgttgcagc
tttttgcact
tcttgtttga
catatttaag
tacttttctt
ccctatcgat
attatgtgtc
tcgttaatag
caactttagg
tggtcgttgg
ccaatccatt
ggactgcaac
atgaaaatcg
ccattttttg
tcgaaatcga
ttgtccttca
tccacctgat
agttcacccc
acacctatga
tgaaaaccta
cactgggagc
agacccgtgt
atatggcgtg
catctgtatt

tcagtcaatg

ctttcatcac

actgtatttt
caaattagaa
gcttaacttt
tcttatcgca
tcaaaacatg
cttaccaatt
tgttgaaatt
gtttgcatca
agtggggcgc
taccgttaaa
tgatgatgca
tgaaaccgct
taccagtaaa
cgctgtatcc
cgctcgcaat
gaaggagaac
accaaaggat
agacctcgat
aggtagccat
tgactgtcca
caacaccatc
cgaagataag
attagggctt
tcctatgcag
tttgcagcag
gggtatctgg
tcgtaatgtt

tgcgttgttt

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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1626
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tatgttgcca
ccagaagttg
tttttogtttt
ttactttcct
atgatagaaa
tcaattacca
attcattatc
ttcgttggca
aacaacagtg
tatctcaatg
aagaatgcca
actgcgcgct
caaaatcagg
tctctaccct
gctcaagaca
aatgattctg
agtgatccga
gataaaattc
agtcatggac
tgtccgecgea
actattctat
gatatgttcg
ggcatgtatt
atgctggctt
gcacagcgag
cttatgaatg
tattag
<210> 16
<211>
<212>
<213>
<400> 16

ADN

1644

ttttcaatct
atcccctttt
caatttttac
caagtgtatt
acacgtttca
atctactgct
agcccttttt
ttgggatagt
agttaaggcg
agcactattt
gtcgtaaccc
caatgagcta
ggctgattgc
gtatgttttc
cagtgattga
gctgtaaagg
agctgtgttc
tggcagtagc
caacttatta
gtgatattca
atacggattt
atactgcaat
tacatggtgc
gggtatctaa
cagaacaggg

taaaaaccac

ES 2 898 688 T3

accgctcttt
catcgcatct
cgtcaaatac
ttttgcagcc
aacacatcct
gactgggcta
taaggagtta
cgcctttttt
ttacattgtc
gcagacgccc
gaacactaaa
tcaatattat
gtttaacgat
acgaatgggg
tgtgttaagt
tgtgtgtgat
tggccaatat
accaagtcaa
tcttagatac
aaattgcagt
tattctcagt
gctgtatctc
gccctatagt
tgactttagc
cggcttttcc

cgtctatcag

Escherichia coli

atgcggttgt ctgcatttat cactttcttg

ttgactctgt tcatcagcct tgtgttcacc

cttcttgctg gacgcgactc cctaacttct

ttgctgatca ccgggctgca atggttgttg

ggtatagtgc
atgccgctat
ctgctgaagc
tatcaataca
gctgaagcat
ttaccgtcat
ttgcataaat
tactatcaag
cctacctatt
atggaatacc
cctaacttat
ggatataaca
actagctcat
cgggcagact
catagtggta
caggttgaaa
tgttttgacc
gatacagtaa
ccgccagagce
caagaagaac
gaagtggtga
tctgaccatg
attgcaccga
caagataatc
cacgacaatt

agccaactcg

aaaatgcgcc
ctgctgtgca
ggaacatggc

ctccttctgg

68

gaaaaggaat
ttttaacatt
ccttttttat
atgtcgtgtt
tgatgtatgt
atcttattta
tagcctttat
attatgctgc
ttgtcagtag
aacaacttgg
tagtggttgt
agccaaccaa
gcggcacggc
atgatcctcg
taaaagtaca
atctcacgat
aagtattgct
tttttttgca
atcgtaaatt
tgattaacac
ataaattaaa
gtgagtcttt
aagaacaaac
agttgaacat
tgttcgacag

atatttttgc

cgcaagtgcg
atggcgtgtt
taatgctcct

tggccacgcg

tgaaaaacaa
tgcgctgagt
cgtattgacg
tgactacggc
aaatcttgca
taaggccgat
gctgctaatg
atttgttcga
tgcatctaaa
cctagatgcg
tgtgggtgaa
tgctcatacc
cacggcggtg
ccgtgctaat
gtggtttgat
agatttgaag
caacaaatta
tatcattggt
tataccggat
ctacgacaac
aggtaagcag
gggtgaaaag
tagcgtacca
gacttgtgtt
tttgctagga

accttgcagg

cactgaattt
ttggaatgcc
ttgcactggg
ctggagtgtc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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aagccactac
tacggggttt
gccagtgagc
tggtggattg
agcgcttgtc
gtgctgatac
tacgtcatct
agggaagtcg
gctctcgtac
gaacgacaaa
agttgcggga
gactacgacg
gacgtcaaca
ccctttgaaa
gatgaaattc
atcgttctgc
taccgacgct
ttggtgaaca
gacctgctgt
gaatcgctcg
gagcagatca
tgtatgcaaa
ctcgggatgt

tgcagaaaag

tgattctgct
atctcgacaa
tgttgcaatg
cgagagtcag
tggctggegce
ccacgcttcg
cgggcattcg
ttgcagccga
tggttgtcgg
ccacccctga
cggatacggc
aacgccagat
ttctctggeg
acctgtcttc
tgctcgaagg
atatgctggg
ggtcgccaac
cctacgacaa
ccggcatccg
gcgagaaagg
aggtgccgat
ctcatgcctc
tcgacgtgaa

gacCaaccaca

ES 2 898 688 T3

tgctgtcatg
ggccatgctg
gagaatgctg
ggttttacga
tctcgecatg
tgaaaacaag
ggttttgact
tgcgcatcga
ggaaaccgtc
gttggccgea
tacatccctt
tcgtcggegce
cgataaccag
ggcaggccat
gttggccgag
caatcacggc
ctgcgacacc
cgccgtgett
ctcacacgac
cctgtatctc
gatctggtgg
tcgggcaccg
aaccgctgcc

atga

acgcccgecg
cggaatctga
ccctacttgt
acgggctgga
atttccatgg
ccgctteget
gaacaggcgt
gggcctcaag
agggcggcta
cgcgacgtga
ccctgcatgt
gagtccgtgc
tcgggctgta
cccacactgt
aagataacaa
ccagcgtatt
accgatctgg
tacaccgatc
acggcgctgce
catggcatac
cagtcgagtc
gtaagtcacg

tacacgccag

69

ccgtttattt
tggagacgga
tggttgcagc
aacaagcggt
gtctgtggcc
atttgatcac
catcgtcagc
aacaaggccg
attgggggtt
tcaatttttc
tttccctcaa
tgcacgtttt
aaggcgtctg
gccatggcga
caagccgcag
tccagcgcta
ccagctgttc
atgtgcttgc
tgtacgtttc
cttacgtcat
aggtttatgc
atcacctgtt

agttggacct

catgcgcaac
cgtcagggaa
cgtatccgtg
aatgatgcgc
agtcatggat
tcctgcaaac
agacgaagca
ccgtcctegt
gagcggctat
cgatgtcacc
tggtcggcgce
aaaccgtagt
tgatggactg
gcgctgectg
cgatatgctg
tcccgcaagce
gcatgaagcc
ccgtaccatt
cgatcatggg
cgcgccggat
cgaccaagcc
tcacaccttg

tctggcaaca

300
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ES 2 898 688 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar la presencia o ausencia de una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido
catiénico ciclico, que comprende:

a. someter una muestra de ensayo a analisis de espectrometria de masas y generar una salida de espectro de masas;
b. identificar en dicha salida de espectro de masas un primer pico definido indicativo de la presencia de lipido A
modificado por fosfoetanolamina, en el que dicho primer pico definido es un pico presente en una salida de espectro
de masas para el lipido A modificado por fosfoetanolamina y en el que dicho primer pico definido esta ausente de una
salida de espectro de masas correspondiente para el lipido A nativo; y

c. en el que la presencia de dicho primer pico definido indica la presencia de una bacteria resistente a un antibiético
de polipéptido catidnico ciclico, y en el que la ausencia de dicho primer pico definido indica la ausencia de una bacteria
resistente a un antibiético de polipéptido catidnico ciclico.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho lipido A modificado por fosfoetanolamina es una parte
integral de una membrana bacteriana o un fragmento de la misma; y/o

en el que dicho analisis de espectrometria de masas comprende analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF; y/o
en el que dicho primer pico definido comprende una relacion masa/carga (m/z) de 120 a 125 unidades m/z mayor que
un segundo pico definido indicativo de la presencia de lipido A nativo.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, en el que dicho segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste
en:

a. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1793 a 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z, para
Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter spp. y Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1820 a 1826 m/z, preferiblemente 1823,9 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

c. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de 1837 a 1843 m/z, preferiblemente 1840 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

d. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1847 a 1853 m/z, preferiblemente 1850 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

€. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 2059 a 2065 m/z, preferiblemente 2062 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 2075 a 2081 m/z, preferiblemente 2078 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

g. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1614 a 1620 m/z, preferiblemente 1617,2 m/z, para
Pseudomonas aeruginosa;

h. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1907 a 1913 m/z, preferiblemente 1910,3 m/z, para
Acinetobacter baumanni;

i. un pico que comprende una relaciéon masa/carga (m/z) de 1793 a 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z, para
Salmonella spp;

j. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1820 a 1826 m/z, preferiblemente 1824 m/z, para
Salmonella spp; o

k. un pico que comprende una relacion masal/carga (m/z) de 2031 a 2037 m/z, preferiblemente 2034 m/z, para
Salmonella spp; ylo

en el que una relacién de intensidad de:

el primer pico definido; con respecto al

segundo pico definido es al menos 0,10:1.

4. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas identificar en dicha
salida de espectro de masas un tercer pico definido que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 22 a 28 unidades
m/z mayor que un segundo pico definido indicativo de la presencia de lipido A nativo.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que dicho segundo pico definido se selecciona del grupo que consiste
en:

a. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1793 a 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z, para
Escherichia coli, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter spp. y Klebsiella oxytoca;

b. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1820 a 1826 m/z, preferiblemente 1823,9 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

c. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de 1837 a 1843 m/z, preferiblemente 1840 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

d. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1847 a 1853 m/z, preferiblemente 1850 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

€. un pico que comprende una relaciéon masa-carga (m/z) de 2059 a 2065 m/z, preferiblemente 2062 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;

f. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 2075 a 2081 m/z, preferiblemente 2078 m/z, para
Klebsiella pneumoniae;
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g. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 1793 a 1799 m/z, preferiblemente 1796,2 m/z, para
Salmonella spp;

h. un pico que comprende una relacién masa/carga (m/z) de 1820 a 1826 m/z, preferiblemente 1824 m/z, para
Salmonella spp; o

i. un pico que comprende una relacion masa/carga (m/z) de 2031 a 2037 m/z, preferiblemente 2034 m/z, para
Salmonella spp.

6. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que una relacion de intensidad de:

el tercer pico definido; con respecto al

segundo pico definido es al menos 0,15:1, o al menos 0,6:1; y/o

en el que una relacion de:

la suma de la intensidad de dicho primer pico definido y la intensidad de dicho tercer pico definido; con respecto a
la intensidad de dicho segundo pico definido es al menos 0,15:1; preferiblemente al menos 0,5:1.

7. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que una bacteria resistente a un antibiotico
de polipéptido catidnico ciclico a través de la resistencia codificada por plasmido comprende un plasmido que tiene un
gen de resistencia a colistina movilizado; opcionalmente

en el que dicho gen de colistina movilizado comprende uno o mas de un gen similar a mcr, mcr-1, mer-1.1, mcr-1.2,
mcr-1.3, mer-1.4, mer-1.5, mer-1.6, mer-1.7, mer-1.8, mer-1.9, mer-1.10, mer-2, mer-2.2, mer-3, mer-3.2, mer-4, mer-5,
SEQID: 1, SEQID: 2, SEQ ID: 3, SEQ ID: 4, SEQ ID: 5, SEQ ID: 6, SEQ ID: 7, SEQ ID: 8, SEQ ID: 9, SEQ ID: 10,
SEQ ID: 11, SEQID: 12, SEQ ID: 13, SEQ ID: 14, SEQ ID: 15, SEQ ID: 16, o una secuencia que tiene al menos un
50% de homologia con las mismas.

8. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha muestra de ensayo se mezcla
con una solucién matriz antes de someter dicha muestra de ensayo a andlisis de espectrometria de masas,
opcionalmente en el que dicha soluciéon matriz permite la extraccion selectiva, co-cristalizacién e ionizacién de lipido
A nativo y/o lipido A modificado como parte integral de una membrana bacteriana; y/o

en el que la solucién matriz comprende acido 2,5-dihidroxibenzoico suspendido en un disolvente organico,
opcionalmente en el que dicho disolvente organico comprende cloroformo y metanol en una relacion de 6:1 a 12:1, o
en una relacion de 9:1 viv.

en el que dicho disolvente organico comprende cloroformo, metanol, diclorometano, éter, éter dietilico, éter de petréleo,
isopropanol, butanol, hexano o una combinacién de los mismos; opcionalmente

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 8, en el que la relacion de la muestra de ensayo con respecto a la solucion
matriz esta entre 0,1:1y 2:1 v/v, 0 0,66:1 v/v.

10. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha muestra de ensayo comprende
entre 10" y 10'° células bacterianas; y/o

en el que dicho antibiético de polipéptido catidnico ciclico es un antibiético de polimixina; preferiblemente

en el que dicho antibidtico de polimixina es uno o mas de colistina (polimixina E), polimixina B, matacina (polimixina
M) o una sal de las mismas.

11. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha bacteria se selecciona entre
los siguientes géneros: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Shigella, Salmonella,
Citrobacter, Raoultella y combinaciones de los mismos; y/o

en el que dicha bacteria se selecciona entre las siguientes especies: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Salmonella enterica, Citrobacter freundii, Citrobacter
koseri, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter youngae y combinaciones de las mismas.

12. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha bacteria se inactiva por calor
o en el que dicha bacteria no se inactiva por calor; y/o en el que dicha muestra de ensayo se procesa para eliminar la
sal; y/o

que comprende ademas la etapa de registrar los datos obtenidos en la etapa (a) en un soporte de datos adecuado.

13. Procedimiento de cribado para identificar un inhibidor de la resistencia a antibiéticos de polipéptidos catiénicos
ciclicos en una bacteria, que comprende:

a. incubar una muestra que comprende una bacteria resistente a un antibiético de polipéptido catiénico ciclico con un
inhibidor candidato;

b. someter dicha muestra a analisis de espectrometria de masas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, y
generar una salida de espectro de masas; y

c. identificar la presencia o ausencia de dicho primer pico definido en la salida del espectro de masas;

en el que la presencia de dicho primer pico definido indica que dicho inhibidor candidato no es una sustancia capaz
de inhibir la resistencia a antibiéticos de polipéptido cationico ciclico en una bacteria, y en el que la ausencia de dicho
primer pico definido indica que dicho inhibidor candidato es una sustancia capaz de inhibir la resistencia a antibiéticos
de polipéptido catidnico ciclico en una bacteria.
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14. Procedimiento, segun la reivindicaciéon 13, en el que dicho inhibidor candidato se selecciona entre cualquiera de
un compuesto natural, un compuesto quimico sintético, péptido, un anticuerpo monoclonal o policlonal o un fragmento
de anticuerpo, preferiblemente en el que dicho inhibidor candidato es una sustancia quimica o sustancia farmacéutica
seleccionada de una biblioteca de tales inhibidores candidatos; y/o en el que dicha muestra es de un ser humano o de

un animal no humano.
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FIGURA 6
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FIGURA 11
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FIGURA 14A
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FIGURA 15
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GAARAGEAATTEARANARCARCCAGAACTTGATCOOCIT IR CATICCATO TR  FECOGOTA!
% * £ * ¥
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FIGURA 16 (continuacion)
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PYTEGCUGCEATRCTACTEATCACCACGL PGP TRATCALEE T~ e e e JPAGLTRPG
TITEEORCGATCOTAC TRATCACCACHEC TR T TATCATOC T ~ — v e e JTOECTATG
PTREGUGCRATRCTACTEATCAQCATCCLPETTRARCADCET v i i e AFOGORATE
PIECCRGURATRCTRC TEATCALRCARGUPGETATCATOR D v st RECGUTARTE
PTRECUCIEATRCTRCTEATCAQCACCIPETTRARCATCET v s s s REQGIITATE
TTTCGUEEATRCTRCTEATCACCALGIPETTRATCATORT i e RTCGOTATE

TGO ECEATEC TAU TS A TCRCCAC RO TR T AT RATOE T v i ATCCCTATS
TG CRCEA TGN T A TEATCA CTRCRCTE T TRTIATIE T - s v e o RRCRCTRTNG
TETERCECCATEUTACTEATCACCACGO TG T TAT AT m o i v ATCHROTATG
RS CECCA TG T A TER T CACTRACHC TE T TR TIRTINE T P TRACRUTRI L 0 A0S &S 64 AL Y S

TIPGCORCEATGCTACTEAT AN CACGC TG T TATTATOGT » v v v v oo e =~ RPOGOTRRG
ATCRSTEOTA TG RN TERTECTEETROTETIRATN wa w T v wav v mn e  RFCIRCTER TR
CITTCCACTESGTTRO TERATCACCOGACTECARTESTTCTTCUTCCTTCTRETRGORALE
FIROTPETPCCAGLGC TP AACTITR AT TIG TICCA T T T s e e CERTARCGETAEY

TTRCTTCTTGURAGISCTTAACTTTR TAT T IR T TN CATT IV e mmim s e CRATACGRTATY
T A A AT T GO U T AT T R TE T TR C AR YT R T A -~ w o COCTCAARTACK
2 2% * £
TECTR e e m » BAGCUTC TET PEGAT T T TCC TAT FRATEATEGHRUGIGGCTRRACCAGTTATT
TEOTA i SAGC CTE TR TTRAT T T TGO TATTARTCATRECCH COGTGACCAGTTATY
TROTR~ w o s BAGC UG TRTREA YT TCCTATTARTCRAPEGRUGCRGTRACCAGTTALY
TECER S ARCCUTGCECTECA T TTICCTATERATUATOGIIG CUCITATKIAGETATY
TEOTR v oo ~BAGCOTCTET PEATTTIGCTATTAR TOATGGCUGLGHE TERCURGSTTATT
FECTR» s s BAGCUTCYET PO AP TTPCCTRT T RATERPECEOGCCEIRACCRGTTAEY
TECTR- o = ARBTCTGTCTPCATTTTCCTATTRRATCATRGRO GG TRRTIAGETAEY
TEOTH- 2o ARG TG TCTECATT T TG C TAT TRATCATEC G GUGECTRANCAGYTATT

TEOTA~ ~ = e ARG O ST TS T RS AT T T TS O TAT TRAA TC A TR QGO G UG S TG ACCAGTTATT
FEOTA o oo ARG PO P A P DTS AT T AR FCA T G G IR G TR ACCAGTTATT
TEOT R o s ARG O PG TG T R A T T T T GO TR T TR A TCA TG CRN G UG CTCACCRGTTATT
TEOTA~ ~ = = e ARG O P T TS AT T TC O TAC TE A T TATC GO TC CCOTCACGAGC TATT
G G AT T ARG A PAC T A T T O TGS TG P G PO A IO AT C U GO GO T AT
TEAT A~ ~ e e ARG OO T T T P P PTG AC T FO T T AT GUAC TTAGTC CAATC G TTAGTTACA
TAAT A~~~ AR D T D T E G A TR T A T RO AT PTACTE CAARCE DTAGTTACK
PEEELG - —ome e AR D T T A T DA PP GA CO P T A P TECC P C AR TR DAL DT RIS
* TRERXE & ¥ & ® ® * *
PR T R A T A TG GO ACE L C T AT AT ACGACCA TG C PO C AR AR TGOCC T RORGALT
T ACTGAC AR T A TGO ACGE TC PATCATACHACCATGC TOC ARAA TG CCO TACAGACT
PTAC TG AT A TGO ACE S TC AT ATACCACCA DAL PO CARAATHCCOTACAGALY
P T A A T A TG A GG LA T A TACGACCA TGP CAARA PEOCOTACAGALC
A I AC A T A I ACE S T e ATS ATACCACCA TGO T CARAATHCCCTACRGACT
DA TR AT A TG GC A T CEATOATACCACCA DO O TS AR AR TECCC TACAGALY
PR CTG AR T A TGO CACGE T R TG A TACGACCA TGO T CCARAATGOCO T ACAGRET
AT G A AT T AT CCACCE IO TR TR A TAC GACCA TG TCCARRATGCCC TRACAGREC
PTACTGACAC T TATGECACSE IO TAT GATACGACCATEUTUCARAATGCCUTACACACS
DA T A T A TG A G P A TR A TACGACCATE N PCC A AAA TGO CO T ACAGALC
PTACTRACAC T T A TG CCACCH O TA T ATACCACCATGO TCUARRATGCCOTRCAGATS
PP ACCGAT AL T T ARG CUACGE U TA TG AT ACUACTA TG ICCAR AR TGCCATCUARALT
AR G G AR T R GG T T T A T O R ACAR G CA TG T O AA TS FRATCGAGAT
A TG A TG ARG T A T A AR T TP G T TRA T AR A A CA TCA T T ACAATAT I TTCARACK
AR TOA TG AAGTADASAG T T RO T CAT CAA AU ATCATTC ACAR TAT TP TR GABACE
S AGEO T AT CANTACAR Y GG TS T G AL TAL GO A TR ATAGAA AL ACUPTTCABACH
*F ¥ XX¥EEx W * ¥ ¥ x®
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CACC ARG G A A ARG AT C T AT T ARG RGO T T PATCATEC PATAT TGO T ING
RO RAG G AGAC A AR AT S T A T T ARG CA GO O T TP ATCATCUA TATCATTROTTTOR
GROCARAGIUGAGATCARRGARCTATI AR GUAGURT T PATCATCUCRATTATDRGTIING
ARG A AL ARG G AT C TR D T A AR G CA G P T AT A TR C O PRI R T TR G PR
CACCAAGCCCAGALCARGEATC T AT TARACGCAGLO T I PATCATCCH TATOATIOGTTTEG
GACC ARG G A AL ABGGA T C I T T AR AR GCS T T P A TCA TR CE PATU AT TR TP TG
GACCAR GO AR AT ARG CA TC T A T T A AR GCAGCR T TFATCA TR CATATIATTOCTIING
CACCRAGOCOAS AL ARG OCATOTATTAAACCCACCEGTITRATNATCOOTATC AR TCOTTRRG
GACCARGIC A AL ARG CA T C T A T T A RALGCAGOR T T EATCA TR CO AT AT TCE PTG
G RGO GAG AT ARG GATC TATTA AR GUAGG TTTATCATR COTATCATTOGTTTRG
QRO RGO GRS ACC ARG CATC T T T A AR CGCAGCS T T TATC AT COTATCATTE R TTTGE
A ARG A T T ARG GAC D AT AR T T TR GO T I T T T PG TRCCART TATOCGRCTTES
GACGTCAGR ARG AR TCARC TR T IRCA - ATRCAGAATCOTCUN CTACTTS DISGT RGO A
AN AR AC GO D A A AT A A G D T ACC AR T TA DAL TA T OGS T TACTAT TR OTS
AR ARARTRAGHCC P TAGCATAT TR AAGC PR ACC AA D TA T AR PA TROR D TAC TATRGCRG
R T T R A A T EGA IO TR TG P AR T P TRCATC AR T TAC - CRATC TACTCOPGACT
] R X X
GG~ PO A AR PTICC T PG T GEN DT G T TARGE T GG~ AT TATCOB AL PTG
S - PEC T ACC ARG T TG CT TE Y GO T T PG T TARGE PRG - ~ ~ AT TATCOOANTTECGE
GG - PECTAC AR P THCC U PC TGO P TR TC L TARGE GG - - - APTA PCCE AL PRERGE
STE - PO RO AR T T SO TG T CON T T T TG T TARCETEG -« ATTATCOSALTRGRGE
G- POCTACCRAG TIPCC T PETCEU T T EIC T TARGE GG~ ~ ~ AT TATCOB AL P TEE6H
BTG TGO R AR TGO PR TGN T T T PG T TAAGGTEG » « AT TATCOGALTPERGH
STG-TECTACO ARG TT TGO T RGTC RO TT T TG T TAAGGTCG~ ~ ~ATTATCOS ACTIRE GG
ST - RO A ARG TR O T RO TG C F R E PO T TRAC O TEG - - ~ARTATCCCACTREERG
STG -~ TGO A AR T T TGO TG TG GO T T TG T T ARG G TCG ~ ~ ~ATTATCOCAL TTORRE
ST~ T A ARG T TG OT PTG EC TP T G T TRAC R TE G~ - ~ AT TCCSROUTPEEGE
BT - THCTACC ARG T D THO T IO THOGC T P T IR T T ARG T B ~ ~~ ATTRTICCEACTTCERG
GG~ TETTECCAAC TRTC TTCRTCRCAGTIGCCARAGTC A~ ~~ATTATCCAACATEEGE
BC -~ CRPATCCHRE IR~ ST OH AT RO ACAD TEAGERT LT~ ~ ACRAACCERC TGO AAA
G A PO TR A T T T A D T T P T T - TUCAAA T TEAA TATRACCAAAAATCE T
ST T A TCCC TECCAT T T RS T T T O T T TG - PTCRAAA TTCRATATCRAGCRAARATCGTT
COGC AT T ACCETCATATC D TA D T TATARGGCCOATAT TCATTATCAGCS ~ ~ ~OTTTTE
® X X *x X X
CARGGE T T -~ T AT O O G T PE A G TG A T C PG OAAG TC T TCCRC TR AT T TACTGS
ARG T - - AT O G G R D T S G D T AT S TR G CA RS PO T PG OO THRAT I TACTEHC
CRAGGETT - - TR A T OO A TE GO P TR A T G TR G U ARG T TTCORC TRATT T TACTRC
ARG G T - -~ AT G O G T DG S GO L R A PG PG O AR T C TS CRC TR A DT T PACTES
CAAGGRT T~ TRAT R OGN CA T TG G T TR AT G TRGCARG TCTTGCRCTRATTI TACTGC
ARG T ~ A T R G GA T DG G P G A TG P RS ORAG TC T T CRC TR T T PAC TGS
CABGGETT- ~TGA TGO AT RGO PR A PGS PG OAA R TC R TS COCTOA PR TPACTGE
CRACTROTE- - PEATCIECCEAT P RO TECAPOE PG EC AR T P TEC G PCA PTTRRCTOC
CARSROT T ~ FCATCORCCRAT IO CEC THCA TON FOSCAAN TP TECO U TCATTTTACTCD
CARGEGTY~ ~PEA PGCECCEAT PEGEC T IGA POE POEC ARG T P TEUCO PEA PTTRACTGE:
CARGROT T - TCATCORCCRAT IO GRC T TCATOR TOECAAS TC R TECCC TCATTTTACTOC
CAAAGRTC-~TOATTCAGCE TECCATCACATAGRC TS TCAGCOT TOTCC TP TEOTIOTER
CAASCORTAA TCA TG URCARCECT IR T TERCTERCRC —~ TORCOCCATCATTTOCATOR
AR AR ~ PP AR T T T A T G A RO T R PG AT LA P T A TAGTCATTCOCOTTA
CARRGEGA-~ T PO T ARG R E e OO TA TR A TS T TG CATCACTTATACTCATICORGTEA
PRAAGGAGT - AT TECA T A A DT AG O DT T A T C TR C T AR T PTG T TCOU AT TGGIATAG
¥& x X * x x
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FIGURA 16 (continuacion)
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CTRTRETEEERTTCAGRGICATIATRCLAGTTIN T ECAISTRCATARRCOROITEIGY
CTETERTERCOTICAGUAGTOATTATECCAGTTTU DI TOGLGTROATARRQRCROTROGT
R TG O R T R G AR GTCA T A TGO TR GNP T TGN TR QAT R A CHEITRUG Y
CTETCEETRECRPTNAGEACTCATIATCCCAGT TN PT TCCUCTECAT RARCCECTNIET
C RS TGO A T ARG AGTCA T TR TCC ARG TN R T I COLETRCA TRAGQCHEITRIGT
CEETEE TGN TNAGRGCTCATTATCCURGTI TN I T TCCUCTRCATARRCCROTICGT
CTETRSTRECETTCAQCAGTCATIATSCOAGTTRE TP TLCOSTRCATARGLCRCTRICT
CTETEEICEOGCTICAGCARTCATIATEOCCAGTIPCETTLRCETECATAAGCUGLRGLGT
CREPCERGRIGTRCARCARTCAT TR PG CRARITTPCTU N C PG AT AR CCIGLIGERRTY
CTETGETECOG TR CACCACTCATIRATCUCAGTIPOT T TOGOCTGCATARGCCGCRROGT
CTEPGEYGRI ST Y CAGCARTCATIRA TEIC AR TP CTUTCRCE TG AT AAGCLIGUIGRET
COCATTHGARTAT T TASCACSTEACTATI GAG TTICT T TILCGICOR T ARCCLAGTGQET
STCRETGCCCAGTCATECATE PECPCATACTCAOGCITCETCARBACAAGUUGCTIORQ
PTGIAGCACTATRCTHICRAGAT IR TETCTHAGTCGEOIRCARCANTTUARNCOTCCRE
TIGCAGCACTATACTATCRAGATTATERTC TNAGTCRGERGCARCAATTCAAALQTCRAL
RO TR T T RACRATCAAGATIRTROC TRCATTTRTTCCARACARCRCTCACTTAAGS
%% * ¥
ASCTATC AR RCNG AT CA TGO AR TOTACTIRC TROR ARG C RO NUAC YA T PEASTA T
AGCTATG TRAATCCRA TR TRC CAQTOTART UGG TR G TARGC TRGCQISTATTEAGTATA
AGOTATC TOAR PN G A PO TOONAR TOTROTOCC TRGETRATC FPCLOAC DA T P ATUTA DA
ARCTAPGTCAATOUCATCATRONRATUTACTRRC TEGETAAGC TRGUUAG TAT TCALTATA,
AGOTATE TCAR TCCGATCR TGO RBATOTACTCOC TREE TRAGC TPECCAC TATPEAGTATA.
ARCTA TG AR TCUGA TCA TRC AR TOTACTUGE TRGE TAARC TROCCAG TR T PCAGTATA.
ARCTATCTCARTOCCATCATOCIAATCTACTUGETCGR TAASC TICRCAGTAT IOAGSTATA,
AGCTATETICAATCCGATCATOCCAATCTACTECOTAGETRARCCT TGO ARTATICAGTATA,
ARCTATCTCAA TG ATOATECIRATOTACTOCGTEGR TAALRCTRCNCACTAT PO ARTATA.
ACCTATCTCANFOCCATCATCCOAATC TACTUSC TSGR TARSCTTCUC ACTAT TORGTRTA.
AGCTATOTCAATCCOATCATCCCAATC TACTCOOTCRETAACUTTCCCARTATICAGTATA,
TTITATATCRACOUGAT TANCCLGAT ITATTULCTEGRTAAGC TTGRCAGTATCCAGTALA,
I AT AC PO TR AR A P AC AT AT O T RS GRS CAT OO S TT P TS ACTOABC AG ~(0E?
COTHGAGATESTTCCARCOARTVTCOT TAATAGTACCHETTAAA TACK YT TRCANTUET RS
O AR T T I AR AR T T T P T AR T AGCTACCS T TARA TACE PT TACAR TG T TR
COTTATATIS TOCCTACU TR T TG TOAG TAG THCATC TAAAT AT TURRTRAGT ACTAT

X AN X *
AARBAGCCAGTECCCCARBACATRCCATTTATCACGCCABAGACGCGHRTACAAGCARCT
AARRACCCACTHRCCUCARA R TACCATTTATUACCLCARRAACKLGEYATRATARCC
AARAAGCCRAGTHUGUC AARAGATACCATTYTATCACK I CARARACGKCOGTACBAGCARCC
SARBAGCCAG TROCCCARZAGATACCRTTTATCACGCURAIAGACCCEGTACAAGCARCT
AARRACCCASTRCOUCAABAGATACCAT TTATUACROCAAAGR CROC R AR ARCARCT
ARAAJAGCUAGTEUECCAARAGATACRAT RTATCACGCUAAAGAUGCEGTATAAGCAACK
ANARAGCCAG TGO ARBAGA TACT AT PTATCAUGCURRAGANCIRGTACARGOARCY
AARRAACTLAGTGUECUARARGATRA AT TTATCACC I RAAGRLICURCTACRACCARTT
BAARAGCUAGTECECCARBAGR PRI PTATCACH OUARAGANGCEETACAAGCARCK
ARRARCUIAGTCORCORAARCATACATITATCANCUIRARCANCURGTRCARCUAACE
ARRARGUCAGTOUECURAARGATATCARTTTATCACC UL AARGACGUGSTACARGUIALT
AARBAGROVGCRICCARCAGATRONR TP APCATECURARG AL GO TR AR/
FLRATCCTCAGLRAGACER A AAGCERAGTCGTTRIAGLCGA TR CUATURAGGORIITCA
TTCOTCRA-ACCRATCCCATTE ~ - ACRAVTITRCETG ~ ~ -~ ATCATCCABARCRGEATAT ~
TTEETER-ACCARTOCCARTE ~ ~ACRRO T T RRGETG ~ ~ -~ ATGA TGO ABARCRGEATA ~
TERSRCECCORTEC AR TR AR A ACTINGIOT - - MR TCCEAATANTRCTAGTINEG

# * * * A
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ARCCOTERTATRCCTRAGCERCHCO PR TEITETTICTCETCEGETCRGACERCATCGIIEECE
AAGCUTGRTATECGC TARKCLACKOO RAGREHTE T TGN T GHETGAGACGHRCALGLGLOG
AJGTCTEATATRCGTAAGCLACSCUT AR TGS TRITUCTLGTCERTRAGACHHCACGRIERCEG
ARGQCPEATRTEORTAAGCCACGLUOTAGCTRG PE T PR CHERCRG FRACANGEUACRC GO
ARCQCTCATATECGTRACCCAQGIUTAGTERE TETTCRTCETOGETRACACGGRALCCRRCE
A ACCO TCAT A PO TAAG CACCCU TACTRG PO T T OGN T OR TERC TO AT ACTCOAORORCCR
AAGCUTEATATCOG TRAGCCACGRCTACTLETETTCSTOGTOCRTCAGARGRCANGOGING
ARCEOUTHERTIATHCGTARC R CBCCPAETCHETETTICTCCTOMIPERGACGRCRTGNGIRIE
AACTCCTEATATEOGTRAGCCACCLUTAGTOE TETTUGTOCTCGETRACKIGECRCCOCRCG
ARGTCTHATAPECGTAAGCOACHCUTRAG TGS TRITOCTRGTCGE TRAGACEHCALGREUNG
AARCCTCATRATCORTRAGLCALGUUTACTEERETRCRTCRTCRGTEAGRCGGUACROERCCR
AARCORAGCCACU TRAGICACGUCTAGTRGTCTTCEPOE TR GICAGATGGRGORTRCTR
AGAATRAG -~ HOLRCUSTRCTLGTCCRCTOGTANTGETTETUL GRE AR CTCARGRCGHE
TARATOAAR -G~~~ TRARCCCACG TR GATGRT IO TGO TG TIGETRARAQCRCTUCTEIETA
TARATCARR~ « 6o TRAGCUCACCTICATCTTTCTRCTCCTTEITERARCCRC TCGTCETA
TARACOCTCA~~ACAUTRABCCTRACTTATTACTESTICTTCTOGCTEAARITECGCCCT-CA
& LR F Ok KRR RE RE A% &% ¥ ®
ATCATRICARCOT TR -ATEECTRICR GGG ATRA P TTCCCANRGIITRCUARLNIVNGR
ATCRIE PCAGCPTUA-ATERCPRATEASCCUGATACTTRCCCATRGO TTEOC RRCATOGA
ATCATETCAGUTTEA-ATEGCTATHAGCGUCATACT TP CONACAGE TTHCUARRATIGH
ATCATETCACSOTRCA-ATRGUTATCAGCRUGATACTYTECCACARU TTEUCRAGATOGR
ATCATETCACOTTCA-ATCEOTATCAGC UL ATACTITCOCACAGC TTECC AAGATOGA
ATCATCICACCTLCA-ATCGUTARCACURCEATACTITORCRCASC T ICRUAAGATCRA
AT AT G T O A - A TR GO P A TG AC UGN ATAC PR CACAGC TTICNCAAGRTORA
ATCATERCRGCTTOR - ATEEC TRILACCCLGATAC P T PCCTATRGORTRCIRAGATUCA
ATCATETICAGUTITCA~ATEECTATEAGLRUGATACTTTCOCACARGUITHCOARGATOGA
AT TR I CACE T TR ~ A TGECT RIS AGCGUGATACT T TCOIATRGI T IHCURARRTOGR
ATCATETCRCOTTCA-ATHEUTARCAGCECEATAQTRTCQCARAGC T TCUCAAGARC N
ACCATCICCASTTCAATOGUTATCRCOSTERAGRCTITOCCRCARC TRENC AR ARTIRA
CTRARTTECCEOTTER - CUGERITATCARUEANRARCCR O C TOAST TEERCGURINGCRN
ARARTTTCTOCATCA-ATCCCTATCACARAGAUACOAATOCATTTACCAGTARATOTGS
ARARTTICTCERTER-ATEEC TR ACAARGC AL ACC AR TOCATTTRCCRACTRANPORGR
ARG TATCAATATTATHCATATAACAAGCURATC AR TR ECATACT - ~ U RAMRTOAG
& * Hh RN x% &
TEGCETRRCCAAT TP TACC AR TETORCATCR TECCSC AVRTOGACSRCETATTORGRCCCE
TEECETGACCAATTDTAGCARTGTCACATCRIRCCHUATCATCCACGGCETARTCRGRROCG
FEC G IS ACC AR T D TRCCAR T TCACR PORN TECERCATATCGRCERONPATTURC TG
TERCHSREACCAATYTRACTIATC PCATRTUGCRECGGUACATORACRGUGTATTOTATINOG
TEAUCTEACARTYTTACCARTE PRACATCE PECCSCACATOCACEEOETATTRTATORCC
PRECEPGACC AR TR T T RARIAARTCTCACATCGPCCRGIRCATCHACEGUE TR TPOTETECCE
TERCFIGACCAARTITTAGT AR T GUCACATCRICTRGIACA TR ANGRICTATTCTEIRCCE
TEGLGTRACCANTTTTACCANTRTEACATCHTECCLCACATCOACCRCETR VTV TRCNS
TEECETERCCRATT T TAGCAATGTCACATCRTGUGGCACRTOGACGRCGTARTLRETRONG
THECUCTHACCARTT T TACCRATETCACR IO TECGRCACATCOACEL CRTATTNTGC TSNS
TERGTEACCAATITIACTAATCTCATATCCRGCEGCACATORACKEUCTATTRTGTERCR
TECUTTCCOCANTYTTACCTAACTRACATOC TETCECACATCCACCLOGTATIOTGTCQOS
= - CEPERATCRATRTERCNCATCECAC AT PCCUGERTEGCATACCCUTARR PCCTTEFQCL
IEECETGATOTCUTTTAATGATCT IO TIC GRS THRGHRACTCUAATC GO TR TATCORTUCCT
G G TGS A I T T AR T RIS T IO TP CH TR CUGACTRCARC G TR A TICG PO
GOCCSTEATTCOCT T TRACKRTACTACC U PRCGHCACCECOACEROEE TRTRTOTARNC
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TEIRTCTTCACCER I TELCCRCEOXTCARTATCATCTCCATATCENCARNTRCLRALN
TETAPGIRCAGCENTOPCOGOCCEEATRACTATGARGTOGATACCOOCAARTACLARGA
TEPRATGITCAGCTRATNREECIRCESATCARTATCATCTCCA PANCEICARN TR CURALK
TETATCITCAGUTARCTRECQGCREATCACTATCATETCCATALCGOCARATACTAAGA
e PATCT I CASCT ATU TG IRCECATCARTATCARCTCGATACCERCARR TR ARG A
PETATEPTCRCOTATCTEGLRGUGCATEACTATEA TG TCCRTRCCGCCARR TRUCRAGA
FOTRIEPTIAGITATCTRGRCONGEATEACTRTEATI PORAT R CORCUARA TACCARGA
TETATEITCAGCTATCTEGHLGUCGATRACTATEGATE PRGATACUCCCAARTACTARGA
PO TR TR ETTAGIPANCTEGROGICGATERCTR TR AN TCGR TR ONCCIARR TRICAAGA
TCTATEIRCAGCTATOTECGCGUSGATRAGTATEATG TRGATACCGOUARRTACCARGA
TEPAPCIPCARC TR PELCCRCHRATCARTAPCADC TUGATATCOUCAANTACT ARG
TETATGITRCAGCTATTICOETORAGA TGAUTATCATC TUGA TACCCOCARKTACTARMGR
TECATGTRTICCITCARTCG TG ECOICATTACCACCARACECCAGAT TR TIGEIGCRA
TOCATGTITCTCCAATATEOCRACARAGCAGT TTCATCATAR TCECOCTUSCAATAGOGA
PECATGRTCTCCRARATRGEGAGAAAGEAGTYTCATRARAXTOGCRCTOCURARRGAGH
TOTRINEPTTPCRCERATECCECORCEIRGACTRTRRANMICTRCLCCTCCTRATONTCANGR
AR RXERY TH #R % R ¥H
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ARBRTETRCTEECATACGUTGEATTGOT TG UG TAAGTATC TTGTGGUOTEATRAATAATTCR
AR TGO EEA T A TREA T O T TOGCECETAAGTATU DT TGRC S PCA TANTARTTCE
ARRPCTRCTCEATECCUT R A PO TTRGHECETARCTATC YT RGRCGRGATRATARTRCGE
ARRTCTCOTCEATACQUINGATCOUT TS CRCETARS TR IO TREPGECETGATARTRATTCG
AFATHTEOTESATACKO TRGA TGO TR ERGOGTARGRAPOT PO TOONCTER T AR TAATTIG
AARNTETGCTECATACRC TECATUEC TIGEGUETRAC TATC T TG TG GO TRATAATAA TG
ANATCTHCPEEATACGUTERA TN TIRGRUETAAGTATUR TR RGROG REGATARTANTRCE
ARRPCTECTCCATACCUTCEATCCUTTRGRUC TARGTATC TR TGO RGAT RN TRATTCS
ARRFCTECTCEATACGL TGHATCHITTECRCETAACTATCITERCLRCOTCGATARTARTTCE
AAATCTCCTAGATACAC TICACCGCTTECETETGES TATOTIC TGO UG TCATAR TRATTCA
CTCOCTCOTOCACE TP TAAACCATAGTGACCTCAACATTC RO TG A CELGATAACCAGTOG
SESCTIEOTASR PTG CARARAXBCEHGENITTOCA T DT OTINCARCHAGRACCATGHR
QEGCUTACTACATCTET TECRAA AR ARCEROEATC TOLATTIT IR CARRGAGRACBATAGA
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Gﬂﬁ”ﬁﬁﬁ&ﬁGG&GiuATGG&Tﬁ&&CTCCCAQAAGﬁ&CAAETTSCCGA?T&TRAA?Q?G&
GERCTUAARAGGOGTERATECATAAGC TROCAABAGCHI AR TT TGO GATTATARATIORT
CACRCAARAGCUOTRATCEATAAGUT CUCARRAGIRC AN T TTCCCEATTATRAA TG

GAOTCARARGCEOCTEATCGATAAGC TR CARARCUGCAATTTRCOGATTATAARTOORE
GROVCAAARGELCTRATOGATAAGU TR CARARCUGSCAATTTRCCHATTATAARTCOGE
GAOTUAAAACECETCATCRATRAGCTECUAARAGCCUAATTIGOCGATTATARRECCRC
CAUTUAAAAGHCE TEATECA TAAGC TR CURARARCGU AR TTTCULGATTATABATCOGS
CRACTCARABAGCCCTRATCERTRARCCTECCARBAGCCUCC AATTTRCCCATTATRAAR TICGEL
GACTCARARCCLCTHATOGATARGUTCCCARRACCSCART TTECORATTATRAATCCGE
CACTCAARRCERGTRATCEATARGU T CCCARBAGCUC AR TP TECCER I TATRAATURNGR
GACTCARARCGCOTCATOEATARGUTECCARAAAGRECAATTICCOGATTATAAR TR
CARUITCRAIACHOETECATECATRACCTACITECCRCGNAG TR TR POATTATASATCARC

GEOTERAAMGBOETCICTCATEEACTRON - = s = U ERGR - - - RRRCCTIET
LEOTRCARAGCARTOTGNLANCGAGTACUTAR ~ v v s CATDCER = - BATC - e

SRCTECARAGEUETUTRCCACCCAS TATCTAR - s v v CRPOER e o BATL
GHOTCTAAAGETOTETETRATCRGH T TG ARRA ~ v o o w PUPCRC v o = wGRTR v
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FIGURA 16 (continuacion)

MOR-1.2
MOR~1.8
NOR-1

MOR-1. ¥
MOR~1.5
MOR-1. &
MOR-1.6
¥OR-1.3

CACCASCARCGCUATUIGCAACACCAATOC T TATAACCAATCORG CCATRTCRGTATEQYC
GROCAACRAACGCURTURCCRACRCCRATCC T RA PR AARGLUCUGATETLGETRTEOTT
CROCRRCARCCOCATCICCARCRCCRRTCC T TATAACGARTCCOGCEATEYCOGTRYCOYC
SACTAATARCGCCATUIGUARCACCARTCC T RATARLGAARGLOGCCR TR TT GG TRTHOIT
SRCTAATARAGCURTIIGIRATIACTRATCC T YA TAR NG RAARGECONCATETNGE TR TROTN
SACTAACARCGCUATUTGUAACACCARTQC TRATARNGARPGLUOGLUGATERTC GG TATEOT
RARCTRAT R A COERTUTGERACRCTRATUC T PATRATCAA PCRUCUCA TN GG TR TR
GRCCRACRAC GO AT TG RAC R A ATC O TTATAATCRAATCLLGUCATETUCCTATRCTT

MOR-1, 10 GACCAACAACOUCATCTGCAACACCAATCUTTATAACSANTGCOCCOATERCCETATGCTT

MCR~1.D
MOR-E L2
BOR~3
HCE-5
MOR~3
MOR-3.2
MOR-4

ME-1.2
MCB~1.8
MOE~1
MR-1.7
MOB-1.5
MOH~1.4
Riie TN 0
BOR-L.3
MR-1.18
MIH-1.9
ROR.2,2
MOR-2
BOE-~S
BOR-3
HOR-3.2
MOR-4

FACTARTAACNCGUIATN TGIAATACTAATCC TTATAANCAARGLOGUEATE TNCGTATECTY
GACURACAACRCATCTRUAACAQUAATOCTTATRACS AATGULGECATETCCGTATROTT
ABCCAACRATALCARCIGTAACANCAATCUC TATAACCARTGCCGTEATERCEHRTARGOTY
CTTCCGLRG~CCOATE -~ ~OCACROTETECC ~ -~ ATEOUCARCCUTGUC TECATC ARATTCT -~
GAACCARAGGATCAUCCTABSTICTEUGA T A~ ARBATSUATGUTATGACCAGETRTETCOTT
CAACCARAGCATCAICOTRRETIITCCCATR - ARRB CATRTCCTATCACCAGCEERELCCRT
CATTTRARGFAGTCGATCORAALCTRTRITCTG ~GCCAATATTR TITTGACCARAGTRITECTC
® & x ® % & R
GIPCCCTTAGRTGALTTDRCTCGC RGO CAATAR ~COLTCAARGATATCCIGATCRERC TR
GTECGITTRGATCANDTVCTICCIGCIRAPAR - CORCARAGATATCC TONTCATECERC
GTDPEGUTTAGATGACTTRCTURCTGCUAATAR - QGEOAAAGATATCC TOATCATRCTSC
ST EGCUTTRAGATCANTT PO TUGC TECTAR TAR~CORCARRGATATGCIGRTCATEOTEC
GTECGUTIRGATCRITTITCTLCCTCCLRAATAR CORCARICATRTCCTEATCATOCTSC
QIEEGUITAGATEACTTTPETLGCTOCUARTRAR -~ CORCARAGATATCCTORECRIGCTRC
GTEEGIPIRGATCANIPTTTICCHCCIAATAR SCOECARAGA TATHCTSRTCATOCTEC
STTCGITTACATCANTTTCTOCUTSCIAATAA ~CGRCARACATATCSCTRATCATHOTRC
CRTCRCTRACATCACTYTCTCCQIGQCAATAA - CERTAJACATATCOTCATCATEUTEY
CTICGUTITAGATCANTTTCTUCUTCCUAATAR WCGRCARAGATATCUCTCATCATCCTIRT
GTTSRCTTRCATCACTTITETCGUTCCCAATAA ~CEGEOARACATATEUTCATCATGOTED
GRCRGGUTAGATERCTATETCASCECCANTAR - THOCARRRTATEUTCA PCRTERITAL
SOTCEAAGGERTEROCCACARSATAACAATRAGCOGLAGC GATATEOTCATORTICTREN
C&ﬁG%CGQCG&TA&MT&éA&TT&C?Q&A&?G&A&%G~MMGEA?§3SL‘G&?TQGC?TQQ
CRAGR O OGA T A - TR ARN TTR O TN AAN PEARARINC + - - (IR ARG RS TR G
AACARAATTAGATAR - AATTOTGGCAGTAGCACCAACTU AR GATACAGTANTTTTTITEGD
I £\ # XRRE E— % ¥
ACCARATGHECARTCACEGGOUR G TATT I P ARG CGATATCATGAAR AT TIGCUARATYC
ACCARAATHEGCARTCRCGEHCOTRCRTATTI TRAGCCATATRATRAARACSTTITGCLCARATIC
ACCARATEERCAATCACCGEOUTECETATTE PRAGCCATATGATGAARAGRTTGCOCARATIC
ACTARATGERCAATCRACEGGOUTEICT AT T E R AACCEATAPCAVEARARLRTIRCCANRTRC
ACCARATHOOCAATCARGGRCUTGCRTATTI TAAGUGATATEATEIAACTTTERCARATTC
ACCARATGORCANTCACCUHOCTEUETATT IR AAGUSATADEATERAARACTTIROCARAYYC
RCCARATCECCARTCRCEGCCONTECCTATT IR ACCORTATCATCRARRALTTTRCOARATYE
AT AARTEEECARTCACERSCITGIGTATT I PAARCRATATGATCARAAEDTTCCORARTIC
AGTAANTGRCCARATORCHECUITHICTATT I TAARCRATATCATCARRAGTTTCCUARARTIC
ACCAARTCRGCAATCARGEECURGUFTATTE PAAGCGATATCATCAA B AGDT TECURAR TR
ACNAARPEESCARTCRCERCENTEIETATT TP AMICEA TATCATC ARR AP T TEOURAAR TR
RO BAA TR AR TOCA TG GO CGECTACT T TAMCETTATCA TCARCAATTTCCURRR LTI
ATATCCTCECCAATTCACHOCOCTACCETATTICCARCEUTATCOCCCARGUTALCGATHLRGG
AT A TS TARGCUR TR CIIARICTACTACAASCEOITANCONCATCCTCR T TR
ACETCATASOTACCCATHRCOLRAALCTACTACAAG COCTALCO TCATCC TCATOR TLAGTTS
ATRTOATTES TACTOATRGACCAAC T TATTATOITAGATACCOGCOACAGCATOCTAARTYY
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FIGURA 16 (continuacién)

B3 .2
HUR-1 8
BE-3
MOR~1.7
MIR~1 .5
MOR~1 .4
MOR-1.6
BOR~1,3
MOR~1.18
MOR-1.89
BIR2.2
MUR-2
MOR B
POR~3
HOR~3 .2
HOR-&

ACQUCAGTOICTEARAGCTARA TG AR T IS COARCTCUCRACATCAGTOCTICATCANATG
ACGUCASTOTOCTRRAGGCTAATGACC T ICCIARGTCICARCATCARTCCTTRRATCARATE
ACERCAGTETOSTEAAGETRATCAGC TICUCAAGTGUSARCATCAGTRCTTGATCARTS
ACECCATTRPCVCARGEPAAVCACC TGN ARCTRCEARTRTURGIQCIREATTRAWS
ACCULAGTRIC TR ARG TARTCARCTISCOAAGCTROCAACATCAGTOOTICATLAATS
ACHCCATTRTCTCARCERARPCAGCTTENCARCTRCEARIATURGECCTTCATTARTR
ACECCACTRTGTIGAAGETAATGAGUT TGN CAAATRCGARACATOAGTCUTTIGATOARTR
ACGCORCTCIRTERACETAATCACOTTCCOARCTEUSBRACATCACTOUTTCATCARTS
AUGURAGCG IO TERAGCTARTRAGEIT IS CUAAITOUCARCATC AR TCOTTCATCANTG
ACGOURROCTETERAAGETAATGAGOT TROCARCTOUGRACADCARTOUTERRTCAARG
ACGAGC G IO TRRARSTAR TS AGI TICCUAARNTGUCARCATCARTOCTISATCAA TG
ACQUQOGTETCUGAAGEOAANGAGIT IS OCAAATROCARCACCANTCACTCATCAATG
GO RACCTOCRACACCACCEATOTEGCURAGITETTCRCATCARNCTICTICGTORACK
ACCCLPEACTRTCCRCCCACTGATATICARBRACTCGCACRGATCRAGASTUTCACCARCR
RCCCCTEACTEPCCACECAETCATATTCARARCTRC AC AR TURRGRCUTCRCIRATR
ATACCHGATTETCCECECATTCATATTCARARA PTRCACTUAAZAAIAATPCATTIACA
£ £% 3 U ERE E S ® A¥
CPTRTGACAATECCTICETTECCACCHRATRR T T TCATUCCTCARAG TR CAG TERCTECAS
LEPTARPGACAATECCTRENPTECCRCCHAT AT PICATTCCLCARRG TR CARTEEC TSRS
CITATGRACAATRCCTIGRTTRCCACTRATRATT IV TUGCTCARAGTATICAGTGECTECAL
QTTATGACAARSCOTTOOTRGCRACOGATGATTICATCSUTCASAGTATCLAGTRGUTGRAG
PTG AR PR CT TGO T IR CCACCRRTRA T T CATUCCTCAARCTRTINCASTEECTOCAS
CTPATGRACARTCCOTTRCTRCOCACOGATAATTICATCCUTCARAGTARCORGIGEUTECRE
CITATGACRATCQOT TS CTYCOLACC CATCGATTICATCROTCARAGS TATCORGTOGITRIAL
CITATCACAATOCRTRRLITECCARCOATEATYTCATORCTOAAAC TATUCAGTRCCTRCAR
CTTATRACRATEQUITTECTTECLACCCATCATTICATCRITCA ARG TATCOAGTOGITRIAR
CITATCACARATECCTREITTERCACCEATRATYTCATORCTCAAACTATCCARTERCTRCAR
CPIRTERCARTRCCTPEOPTECCRCIRTERT IR TGO TCARRGCTR I CANTEGCTECAS.
COTATCACAATEUGC AT ECCACTUERATGAT DT AT GO AR ARCURTCCATTEGCTARAR
COTACEACARCRCCETCN T TACACCHERATT ATH TRC T TRCICETACTIRAT TEACOTRO TR T - -
COTATGACAACACCATONGOTACACCGAT T TCCTEATTRCACAGATCATTOUC ARG TIC AR
QUPREEANASIRCINIICCUTACRCUGATTECCERATTEERAGACAVCGATTEROCARGCTTGARS
COTAUCATRATACTATTCTATATACSCATTITATICTCARTCAAGTGRICARTAAATTARAN
¥ OAX A¥FRX ¥ ¥ W FE ¥ER B % £ X
ACTCATACCARPCCUTATCATCTOTUAATCC P OTATERCAC AT ATECOSABAGTID
ACGLACAGCAATGCUTATEATE TOTCAATGC TR TATG RCAGCRATCATCGCGASAGTC
RCECATRGIRAPCOUEATCATCTOTTARTCC TETA NG RCACCEAT IR TGRSR
ACRCATAGTARATCOO TATCATCTCTIRATCOTCTATH PCAGCEATORATRCCHEAAACTY
ACRTANRGEARDCCUTATCATG RO T RATCCRCIATGRCACCERTINTECCEARAGES
ACRCACAGAATGOITATCGATGTCTNAATGUTCTATETCAGCRATUARECCRARAGCTL
AUGUACAGCAATGCCRATGATRTCIC AATGUTE TR TE IUAGUGATCATGEUGRARSETC
ATCORCAGCARTECOPRTEATRI T CARTEITE A TO MR GOICATCRAVCCCCARACRC
AUGCACAGCAATCOCTATGAT G TC T AATEOTL PR PO TCAGUGATOARCGUG ARAGTC
AGCACAGCARATECOTATEATRTCT CARTEOTE TATSTIRGICATCA PO CARALRC
ACGOACASCAATECOTATRATE TUTCAATGCTRTATS TCRAGLCATCATGGUGARARTC
ATGURTEAASCEAANTACHIATR IS C O TEITU AT TOAG T AN C AN GG AT
~CLGGEATORGUTCACARGAQACGHUGC TRODPETACG YT TOCCATCATCGRCGASTUCC
ACTPAGAAGAT AR A AACASCGIETIGOROTACEROTUCEATURTRCTRAATCAL
ACTPACCARCATARSTACAMIACCCISTTCC TCTRCEPCTLCE R PO R TEOTURA PR
SUTAAGCAGCATATGETCORATACTCCAATOUTCTATOTCTC REACCATEEREAGTCRT
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FIGURA 16 (continuacién)

NOR-1.2
HOR-1.8
HOR~1

MOR-1,7
BOR-1.8
MOR-1.4
MOR~1.8
MIR-1.3

TEEETGAGARTGEIRTC TATCTACATEETATCCOARATCOCTRTCCACCARARGARCAGOEN
TERCTRAGRACHETETCTATCTACATCETATCCORAATCCU T T TECACCARABLR ARG
TEEHSTEASAACHESTETCTATCTACATGETATOCORRATCURTT TS CACCARAAGRACAROGN
TEECTEACRACGETETURATOTACATCOTATCCOARATCUC TR TCCACCARARGAACATOLY
PGS TEACARCERTRECTATCERCATCE TR TS CORRATCCU TTTECACCAARRGRALREGN:
OSSP EAGRACHGTOTC TATOT ACATOETRATC CORAR TCCU T PTRCACCRARRRGRACRGOG,
TG TEAGARCGHTOTT PATOTACATGRTATSCOAAATHCC TR TOCACCARARGARCAGORN
TEEE PRARAATGCTRTO R A TC TACA TGO TATOUCARA TECC TP TOUACURRARGRACAGOD

HOR-1, 10 TRCCTCARRANGOTO TR TATUTACATECTATGRCAAR TECC T TOIACTAARAGRACAGOGL,

MOR-1 . &
MOR-2,3
MCR 2
HOR-%
MOR-3
MOR-3.2
MOB-4

MUR~1,2
NCR~1.8
MORWL
MIR-1. 7
NOR-~1.35
NOB-1.4
MIE~L. 6
MIRLLL3
NUB~1. 18
S N S
MOR-2.2
MR -3
MOR-S
MOR-3
MOR~3.3
MOR~4

TEEG T EAGAACGETETC PATC TACATGRTATGCOBARTCUCT T TEC ACUARRRGARCAGERT,
TEOG T CAGRAC GO TG P AT TACR T U TATGCCABR TRCC T T TEC ACTARBRGARCAGERT,
TREGIGARRATEGCTETN TATCTRIATIROTATGICAAN TN C T PEI AT AR AR GRACACCEM
TORECEACARAGECOTE P ATOTCCATCRCATACOTTACCTOATCECCOCAEATRAGCAGATY,
TEEGAGCATTAGGECT T TACC T AUACEOTACATCCTRCCAGT PTG U ACUGEATCATC AGART!
TRGGACCR P TAGGEC T T P ACK TAL A CHCTAC AT O TRCIACT U TEIACTGC A TCA TC AGALT
TECGTCAARAGGOCATETAT TTACATEC TRCCUCC TATAS TATTCUACCCARAGARCABALT,
* ¥ X XX X RN X AX AR X ® ® XA ¥H % X% X#
ACTETECOTCCATETTIOTEG ~ e BCGGAT ~ wm m e mimm e oo - BAGCARRCTEECATE
AGTCTRCOTECATTTEPCTGG v BCGRAT v o e - ARGERAACTERCATC
AGTETECCTRCATITTTOTEG ~ - ACGEAT ~ - o o - ABGEARACTERCATC
AGTERECOTECATETTIOTEG ~ e ACGEAT - e m e - ARGCAARCTEECATC
ACTETECCTECATTTTPOTCE o  ACGEAT i s o« ARGEAARCTEGCATC
ACTCTCCOTECATTITIOTEG -~ ACGEAT ~ Son i St AAGCRARCTERCATC
ATICPRCCPECRMITEIOTEE o RPEURT. o comsisiininis ABGCAARCTGGCATC
ACTEROCOTECATELTIOTEG e BOGEAT o oo - RAGCARACTRECATE
ARG PGCC T EOAT DT ECTEG e BEGGAT - i e e ARG CARACPEGEATE
AT CTCOC TECATE T T ICTO - AOGERT~ o £ s AAGCARACTERCATC
ACTERCCCTECATETTROTEG -~ BUGEAT o e e - AAGCARRC TEGCATE
HETGRECTTELOTEYTTTTEG» = TERERE - s i i s R o BERCRRCRTTTL
ARG TECOGATEATOTGATEGCAGTOGRETC ~m s o e e GG TTPATGLOGACET
CEPEP U ATGCACG RO TEGATE TCACCIGEA TTTAC AR AGAG ARAGECU TS ATA
TG T PCC A TCCACG T TEGATG T CACOTGEA PITACT RARGAG AABGCCGTTRATA
AGCGTRCCAATCOTCCUT IGCCTATC T AATCACTTTAGECAACATARTCAGT TGARCA
¥R ER X ®R * * X
ATGCCA~ - APCRCARCCENTACCE T CCREANO - -~ ~ RTERCHCCAROALG - ~CORACA
ACCOCA--ATCCCARCCEATACCETOC PEACEC - w ATCACCOCATCRCG e~ COCACR
ACGCCA- -ATCEOAACCEATACCETCCPEACCE  ~ ~ - ATCACECCATCALG o e COGACA
ACGOCA- - ATEECAACCONTACCENCCTGARCE -~ -~ ~ ATGRCOCCATOANG - -~ ~CORACA
ACGCCA- - ATCGCARCCCATACCERCC TRACCE -~~~ ATCACCOGATCACG ~ -~ = ~CCGACR
ACGCCA- - APCCCARCCOATACCERCCREACRC -~~~ ATCACCTCAPCANG ~ -~ ~COBACA
ATGOCR- - APORCAACOTATACCETCCTG ANCE - v  ATERCECEATCATG ~ v o IOHERCA
ACGCCA- ~ATCECAACCEATACCETCCTGATC v - ATGACGOGATCANG « v CCEACA
ACGCCRA~ ~ATCECARCCOATACCERCC TRACCE -~~~ ATGRCACCATCACG -~~~ ~CCRACA
ACHCCR -~ N PERCARC OO TACCOPCOTE AT = ATGRCOCG A PCANG e ~COEACA
ACRCCA-~ATGECARCCRATACCRTCCTEACC = - - ATGACECGATOACG = o~ ~CCRRCA
AAGCCA~-ACTECCAGOERTACTE P EC TG ACG - e BTG RTECGATTACG e - CCARCA
AAGCC T TN TS RARC TN TGO TR TG GEACEGG TAAG TCACGATCACC TR T T TCARCE
TEECETC T T TGCAGCAGAAAGC OGO TGATACTCE T TAC TCACACCATARTATTT TCTOATCT
TEECETC T T TG CAGCAGARAGCOGC TGATACTCOT PAC TCACACSATAATATTTTCTCATCT
AT PE TP GEACACCEACCAGRACAEAGIGCO PP TRCCCACEACARTTRETECGRCAGT
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FIGURA 16 (continuacion)

MCOR~1.2
MOR~1.8
MOR~1
ROR-1.73
MOH-1.5
BOR~1.8
MNOR-1.&
BOR-1.2
MOR-1.10
MUR-1.9
HOR~Z . 2
NOR-2
MOR-3
BOR-3
MCR-3.2
NOR-4

TTATT&&RGCTGTT?G&TGTC%~*~CCG¢G§$CA&R~~GTCA&AG«~~~ACQGC&£GQ
TrATTARAGOTRTTIRAPETCR -~ CCGUGGACARA ~ ~GTCARAG ~ ~ -~ BUCRCROTE
PTATDAANRCPETTRECATATOA -~ ~ UL CHACARA -~ GTOABAG ~ -~ ROCETATCS
TEATTARAGCTRTTTGER PG EC A~ ~ LU GCEGACAER ~ ~GTCARAG -~ ~ RUCGCRCTH
TEATTARRGUTRTTTEARGEC A~ -~ TCECEEACARR - - CTCAARG - = BOOGOROT G
TTATEAARGCECTTRCATATOR ~ ~ ~CRGOGERCARR - ~ GTORBRG - -~~~ BOCEOROCEH
TRADTARAGOTETTTRRDETC A~ » QUECEERCARR ~ »GICARBG - ~ ATCROREOE
TTATTIARRCRERTTCATRTCR ~~ ~CRGRGEACARA - ~QTCABRAG >~~~ ACCECRICE
PIATTARAGCLOPTEOATETON -~ ~COGROEACARA -~ SPCARRE: ~ - ACECACCS
TEATTAARGUTETTTGAPGTCA -~~~ DCHCECACRARR ~ ~GTCARAG ~ -~ ~ = ROCGCARCCE
TTATTARAGCELCTT TCATETR ~ ~« ~CUGTGEAIARR ~ ~ ERCRARG ~~ =~ ROCECRCES
TRCTTARARCTCTTTCATETT A - -~ CRGUGRGIARG ~ ~SICARAG - e - BUCHEORLCCE
TEGUTUGHGRTEITCGACG TGAAARLCHCTRUCTAT ATGUCAGAG TIGCALCRTOTLG
GTATPGCTATCYCECACET AR ARCATURET T TRC CRARAGCOTCTRERTRTITICA
CRATTRGRTRTUTEGEACGCTCAARRCATCACT T TAUCARMACCEPU TACGATATTRICA
TENCTARGAC TTATRAATETAARARCCATCHTUTATCAGRGCCARC TCEATATITTTG

X% ® € w% % L € *
CRTTUR PO TR S i 0 0 40 00 i o i o 88k
CRATPCATCCGCTGR v v o o o :

CRTTCATOOGUTRA L s
O AT TOATECIDETEIR v vn tere oo seton s e i oot
AP TORTCCECTGR v oo o s S
OB T PR T TR o o s s et s
CRTTORPCE TR o ct s it s o i o
CATTCATOCOOTG R = i CRES ST
CATTUATOOEOTRR ~ oo e i i I
.G s i 0 3 S T SN B R S e R S Lo
CAPTCAPCOGOPEA ~ ~ e e i
CATTTRPOCRACTRR v o o o o -
CAA-CATGCOASARARCGACRAUCACAATGA
CTC - AAVTOTCOTARTS PTOARNTAA « e
GIC-AAPCTCRTAATE TTCAATAR ~ — o :
CAC-OTTOCAG-~OTATTAG - L oolonaan.
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FIGURA 17

familia de MCR-3

fosfoetanolamino MCR-3.3

transferasas de MOR-3.4

Aeromonas 1 Ivicr-3.2

L Aeromonas hydrophila (AST36144)
Aeromonas veronii (AST36141)

—Aeromonas caviae (WP 039039919)

~ Aeromonas media (WP 042649074)

- Aeromonas veronii (ASU10319)

MCR-3.5
’_ Aeromonas jandaei (AST36142)
Aeromonas salmonicida (WP 005321527)
Aeromonas sobria (WP 042021679)

. Aeromonas jandaei (WP 042032311)
Shewanella loihica (WP 011865839)
—: Shewanella psychrophila (WP 077751612)
MCR-4
Shewanella morhuae (WP 076502148)
Shewanella baltica (WP 006081694)
Shewanella oneidensis (WP 011072121)
familia de Shewanella xiamenensis (WP 069454841)
fosfoetanolamino Shewanella decolorationis (WP 039977121)
transferasas de Shewanelia bicestril (WP 089067714)
Shewanella
Shewanella putrefaciens (WP 086904274)
familia de Legionella steigerwaltii (WP 05847588)
fosfoetanolamino Legionella cherrii (WP 035901242)
transferasas de Legionella steelei (WP 058510686)

Legionella
Fluoribacter dumoffii (WP 010653531)
Legionella santicrucis (WP 065236320)

Legionella saoudiensis (WP 058534964)
MCR-5

Moraxella osloensis (WP 082741435)
~ MCR-2
- .Moraxella pluranimalium (WP 078254299.1)
L Moraxella sp. MSG47-C17 (ASK49942.1)

MCR-1.5
MCR-1.3
familia de fosfoetanolamino -| MCR-1.10
transferasas de Moraxella sp. MSG13-C03 (ASK49940.1)
Moraxella MCR-1.9
MCR-1.4
MCR-1.7
" MCR-1.6
O 1 O MCR-1
’ MCR-1.2
MCR-1.8
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FIGURA 18
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FIGURA 18 (continuacion)
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