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DESCRIPCION

Deteccidn de enterobacterias.

La presente invencion, se refiere al sector de las técnicas de deteccién y/o de amplificacidn, con la ayuda de sondas
o de cebadores oligonucle6tidos, y su aplicacion a la investigacion de la presencia o a la identificacion de las bacterias
del género enterobacteriaceae.

En el ambito de ciertos tests de ensayos de diagndstico, especialmente, en el momento de la investigacion o bus-
queda de infeccidén septicémica, o en el sector alimentario, es a menudo necesario el obtener una respuesta rapida
que concierna a la presencia de bacterias, de una forma particular, de bacterias gram negativas y, de una forma mas
precisa, de enterobacterias, en una muestra. De todos modos, las técnicas corrientemente desarrolladas (coloracién de
Gram, identificacién bioquimica,...), necesitan una etapa previa de cultivo, a menudo, en condiciones muy especificas
(hemocultivo, por ejemplo), debido a la débil proporcién de particulas bacterianas presentes en la muestra de partida.

Una solucién posible, reside en la utilizacién de técnicas relativas a los 4dcidos nucleicos y al material genético, con
el fin de determinar si un gen, una parte de un gen, o una secuencia nucleétida, se encuentra presente en un organismo
vivo, un extracto celular de este organismo o una muestra. Dado el hecho de que, todo gen o parte del gen se caracteriza
por una secuencia especifica de bases nucleétidas (nucleotidicas), es por lo tanto posible el buscar directamente la
presencia de la totalidad o parte de la citada secuencia especifica que contiene una mezcla de polinucledtidos.

En la bibliografia especializada, se describen diferentes métodos de deteccioén de dcidos nucleicos. Estos proce-
dimientos, se basan en las propiedades de apareamiento purina-pirimidina de las hebras complementarias de acidos
nucleicos en los diplex ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. Este proceso de apareamiento, se efectia mediante
el establecimiento de enlaces hidrégeno entre las bases adenina-timina (A-T), y guanina-citosina (G-C) del ADN de
doble hebra; pueden también formarse pares de bases adenina-urecilo (A-U), mediante el enlace del hidrégeno en los
diplex ADN-ARN o ARN-ARN. El apareamiento de las hebras de 4cido nucleico mediante la determinacién de la
presencia o de la ausencia de una molécula de 4cido nucleico dada, se denomina comtinmente “hibridacién de dcidos
nucleicos” o, simplemente, “hibridacién”.

En concordancia con la presente invencién, se han identificado de nuevo, marcadores genéticos que permiten la
deteccién especifica de bacterias que pertenecen a la familia de los enterobactericidas, en toda muestra, no siendo
necesaria ninguna etapa previa de cultivo bacteriano. La presente invencion, se basa también en la utilizacién de
secuencias nucleicas especificamente definidas en el género rpoB, que codifica para una de las sub-unidades de la
ARN polimerasa bacteriana.

Segin Lazcano y colegas, 1988, las ARN polimerasas, se dividen en dos grupos, segtin su origen, estando uno
de ellos constituido por las ARN polimerasas viricas ARN- o ADN- dependientes, de origen eucariota, o procario-
ta (arqueobacterias o eubacterias). Las ARN-polimerasas ADN-dependientes eubacterianas, se caracterizan por una
constitucién multimérica simple y conservada, designada como “core enzime” (enzima nicleo), simbolizada por ¢33’
u “holoenzima” (enzima completa), simbolizada por a6’ @’ [Burgess y colegas., J. Biochem. (1969) 244:6168-6176;
Chamberlin, Ann. Rev. Biochem. (1974) 43:721-775; Yura and Ishihama, Ann. Rev. Genet. (1979) 13:59-97; Senten-
cac, CRC-Crit. Rev. Biochem. (1985) 18(1):31-90]. Numerosos trabajos que se han llevado a cabo, han evidenciado
el rol interpretativo funcional, en el seno del complejo enzimatico multimérico, de la sub-unidad 5 de la ARN polime-
rasa eubacteriana. Las ARN polimerasas arqueobacteriana y eucariota, presentan, por una parte, una estructura m4s
completa que puede alcanzar una decena, o incluso un treintena de sub-unidades (Piihler y colegas.- Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1989) 86:4569-4573; Sentenac, CRC-Crit. Rev. Biochem. (1985) 18 (1):31-90].

Los genes que codifican para las diferentes sub-unidades de la ARN polimerasa ADN-dependiente en las eubacte-
rias, respectivamente, rpoA, rpoB, rpoC, y rpoD para las a8’ @’, se reagrupan en diferentes segmentos que compren-
den genes que codifican para las proteinas constitutivas de las sub-unidades ribosémicas o para enzimas implicadas en
la replicacién y la reparticién del genoma (Yura e Yshihama, Ann. Rev. Genet. (1979) 13:59-97). Ciertos actores, han
mostrado el hecho de que, las secuencias nucleicas de los genes rpoB, rpoC, pueden utilizarse con el fin de construir
arboles filogenéticos [Lazcano y colegas, H. Mol. Evol. (1988) 27:365-376 ; Zilling y colegas., Can. J. Microbiol.
(1989) 35:73-80; Rowland y colegas., Biochem. Soc. Trans. (1992) 21:40S], que permiten separar las diferentes ra-
mificaciones y sub-ramificaciones, entres los reinos de los entes vivientes. Ademds, se ha podido demostrar, en las
eubacterias, el hecho de que, la sub-unidad 8 constituye la molécula diana de las ribamicinas (de entre las cuales, la
rifampicina), las estreptovaricinas y de la estreptolidigina [Kumar y Chatterji, Biochemistry (1990) 29:317-322: Ku-
mar y colegas, Biochemistry (1992) 31:7519-7526] y que, el gen rpoB, constituye el soporte genético de la resistencia
de los gérmenes a estos antibidticos [Ovchinnikov y colegas., Mol. Gen. Genet (1983) 190:344-348 ; Lisitsyn y cole-
gas., Mol. Gen Genet. (1984) 196:173-174]. Se han descrito, de esta forma, numerosas mutaciones del gen rpoB que
efectdan la funcién de la ARN polimerasa [Landick y colegas, Genes Dev. (1990) 4:1623-1636], de entre los cuales,
ciertos de entre éstos se encuentran ligados a mutaciones que confieren el fenotipo resistente a la rifampicina (Jin and
Gross, J. Biol. Chem. (1991) 266:14478-14485; Jin and Turnbogh, J. Mol. Biol. (1994) 236:72-80]. La determinacién
de la resistencia a la rifampicina de las cepas Mycobacterium tuberculosis, mediante la utilizacién del gen rpoB, ha
sido el objeto de varios trabajos (Hunt y colegas., Diagn. Microbiol. Infect. Dis., 18, 219-227; Whelen y colegas, 1995,
J. Cli. Microbiol. 33, 556-561; y la solicitud de patente internacional n°® W0/9333454.
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Se han descubierto ahora, sobre el ADN codificante para la sub-unidad 8 de la ARN polimerasa bacteriana, zonas
variables segun las familias bacterianas, pero las cuales, aparecen conservadas de entre la familia de las Enterobacte-
riaceae, lo cual permite el discriminar esta familia bacteriana de entre las otras familias bacterianas. Ademads de ello,
existen, en las citadas zonas conservadas, variaciones menores de secuencia entre ciertas especies entereobacterianas.
Estos resultados, han permitido el concebir sondas nucleicas especificas, bien ya sea de la familia enterobacteriana, o
bien ya sea de ciertas especies particulares.

El arte anterior de esta técnica especializada, se encuentra constituido, ademads, por los siguientes documentos:
documento de solicitud internacional de patente WO-A-94/24 565, documento de patente europea EP 0 473 268, y el
trabajo de KANELLEPOULOS y colegas, Journal of Experimental Medicine, vol. 180, 1994, paginas 861-872. Tal y
como se ha mencionado anteriormente, arriba, estos documentos, describen las secuencias nucledtidas que poseen un
seguido de formaciones nucledtidas, idénticas a ciertas secuencias aportadas por la presente invencion, pero las cuales,
no revelan, ni tampoco sugieren, su utilizacién para detectar enterobacterias.

Asi, de esta forma, el documento de solicitud de patente internacional WO-A-94/24 565, concierne a la deteccién
de antigenos del VHC y descritos en la secuencia identificada en este documento por la SEQ ID NO 11, descrita en la
pagina 71. Esta secuencia, se identifica en la presente descripcion, por la SEQ ID NO 77.

El documento de patente europea EP-0 473 268, ensefia una composicién farmacéutica que comprende un principio

activo polipéptido (polipeptidico), y que permite una liberacién progresiva del polipéptido activo. Este describe la
secuencia identificada en ese documento, por SEQ ID NO 19, y en la presente descripcion, por SEQ ID NO 78.

El articulo de KANELLOPOULUS y colegas, se refiere a un ratén transgénico, y describe, en la linea 17 de la
pagina 866, la secuencia de que se ha identificado en la presente descripcién por SEQ ID NO 79.

Antes de exponer mds en detalle la invencion, se procederd a definir diferentes términos utilizados en la descripcién
y las reivindicaciones, definiciones éstas que se facilitan a continuacién:

- por “4cido nucleico extraido de bacterias”, se entiende, bien ya sea el 4cido nucleico total, bien ya sea el ADN
gendmico, bien ya sea los ARN mensajeros, o bien ya sea incluso el ADN obtenido a partir de la transcripcion inversa
de los ARN mensajeros;

- un “fragmento nucleotidico” o un “oligonucleétido”, son dos términos sinénimos, que designan un encade-
namiento de motivos nucleotidicos, caracterizado por la secuencia informativa de los dcidos nucleicos naturales (o
eventualmente modificados) y susceptibles de hibridarse, como los dcidos nucleicos naturales, con un fragmento nu-
cleotidico complementario, o sensiblemente complementario, en las condiciones predeterminadas. El encadenamiento,
puede contener motivos nucleotidicos de estructura diferente de la de los dcidos nucleicos naturales. Un fragmento
nucleotidico (o/y oligonucleotidico), puede contener, por ejemplo, hasta 100 formaciones nucleotidicas. Este contie-
ne, generalmente, por lo menos 10 y, de una forma particular, por lo menos 12 formaciones nucleotidicas, y puede
obtenerse a partir de una molécula de 4cido nucleico natural y/o por recombinacion genética y/o por sintesis quimica,

- una formacién nucleétida, se deriva de un monémero que puede ser un nucledtido natural de dcido nucleico, cuyos
elementos constitutivos son un azucar, un grupo fosfato y una base nitrogenada; en el ADN, el azicar, es la desoxi-
2-ribosa ym eb ek ARN, el azicar, es la ribosa; segin si se trata de ADN o de ARN, la base nitrogenada, se elige de
entre la adenina, la guanina, la uracilo, la citosina, la timina; o bien, el monémero, es un nucleétido modificado en
uno, por lo menos, de los tres elementos constitutivos, a titulo de ejemplo, la modificacidn, puede intervenir, bien ya
sea al nivel de las bases, con las bases modificadas, tales como la inosina, la metil-5-desocicitidina, la desoxiuridina, la
dimetilamino-5-desoxiuridina, la diamino-2,6-purina, la bromo-5-desoxiuridina, o bien al nivel de azticar, por ejemplo,
el reemplazo de por lo menos una desoxirribosa por una poliamida [P.E. Nielsen y colegas., Science, 254, 1497-1500
(1991)], o bien incluso al nivel del grupo fosfato, por ejemplo, su reemplazo por ésteres principalmente elegidos de
entre los difosfatos, alquil- y aril-fosfatos y fosforotioatos,

- por “secuencia informativa”, se entiende toda continuacién ordenada de formaciones del tipo nucleotidico, cuya
naturaleza quimica y el orden en un sentido de referencia, constituyen una informacién andloga a la que se ha dado
mediante la secuencia de los 4cido nucleicos naturales,

- por “hibridacién”, se entiende el proceso, durante cuyo transcurso, en las condiciones apropiadas, dos fragmentos
nucleotidicos que tienen secuencias suficientemente complementarias, son susceptibles de poderse asociar mediante
enlaces hidrégeno, estables y especificos, para formar una doble hebra. Las condiciones de hibridacién, de determinan
mediante la “estringencia”, es decir, el rigor de la condiciones operativas. La hibridacion, es tanto mds especifica,
en dependencia de cuanto a mas fuerte estringencia ésta se efectiia. La estringencia, es funcidn, principalmente, de
la composicién en bases de un diplex sonda/diana, asi como por el grado de mal-apareamiento entre dos 4cidos nu-
cleicos. La estringencia, puede igualmente ser funcién de los pardmetros de la reaccién de hibridacién, tales como la
concentracion y el tipo de especies idnicas presentes en la solucién de hibridacion, la naturaleza y la concentracién
de agentes desnaturalizantes y/o la temperatura de hibridacién. La estringencia de las condiciones en las cuales debe
realizarse una reaccion de hibridacién, depende especialmente de las sondas utilizadas. Todos estos datos, son bien
conocidos y, las condiciones apropiadas, pueden eventualmente determinarse, en cada caso, por las experiencias de
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rutina. Asi, de una forma general, segiin la longitud de las sondas utilizadas, la temperatura para la reaccién de hibrida-
cién, se encuentra comprendida dentro de unos margenes situados entre 20 y 65°C, de una forma particular, dentro de
unos margenes situados entre 35 y 65°C, en una solucién salina, a una concentracién de aproximadamente 0,8 a 1 M,

- una “sonda”, es un fragmento nucleétido, que comprende, por ejemplo, de 10 a 100 formaciones nucleotidicas,
especialmente, de 12 a 35 formaciones nucleotidicas, que poseen una especificidad de hibridacién en condiciones
determinadas para formar un complejo de hibridacién con un 4cido nucleico diana que tiene, en el presente caso,
una secuencia nucleotidica, comprendida bien ya sea en un ARN mensajero, o bien ha sea en un ADN obtenido por
transcripcion inversa del citado ARN mensajero, o bien ya sea incluso en un ADN, en donde, el citado ARN mensajero,
es el producto de transcripcion; puede utilizarse una sonda, con fines de diagnéstico (especialmente, sondas de captura
o de deteccion) con fines de terapia,

- una “sonda de captura”, se inmoviliza, o es inmovilizable, sobre un soporte sélido, mediante todo medio apropia-
do, por ejemplo, por covalencia, por absorcion, o por sintesis directa sobre un soporte sélido (véase especialmente el
documento de solicitud de patente internacional WO 92 10 092),

- una “sonda de deteccién”, puede ser marcada por mediacion de un marcador elegido por mediacién de los
isétopos radioactivos, enzimas, de una forma particular, enzimas susceptibles de actuar sobre un substrato cromégeno,
fluorigeno o luminiscente (principalmente una peroxidasa o una fosfatasa alcalina), compuestos quimicos croméferos,
compuestos cromdgenos, fluorigenos o luminiscentes, andlogos de bases nucleotidicas, y ligantes tales como la biotina,

- un “cebador” es una sonda que comprende, por ejemplo, de 10 a 100 formaciones nucleotidicas y que poseen una
especificidad de hibridacién en las condiciones determinadas por la iniciacién de una polimerizacién enzimadtica, por
ejemplo, en una técnica de amplificacidn, tal como la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), en un procedimiento
de secuenciacion, en un procedimiento de transcripcion inversa, etc.

Un primer objeto de la presente invencidn, es un oligonucleétido monocatenario, elegido de entre los oligonucleé-
tidos que tienen una secuencia de por lo menos 12 formaciones nucleotidicas conseucutivas, incluida en una de las
secuencias SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 52, y entre los oligonucleétidos complementarios de estos oligonucle6tidos,
con las exclusién de los oligonucleétidos que tienen una secuencia elegida de entre las secuencias siguientes: SEQ ID
NO 28 SEQ ID NO 77, SEQ ID NO 78 y SEQ ID NO 79.

Los oligonucleétidos preferidos de la presente invencidn, son:

a) aquéllos que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 formaciones oligonucleotidicas con-
secutivas, incluida en una de las secuencias SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 4, y sus secuencias complementarias, y b),
aquéllos que comprenden una secuencia oligonucleotidica de por lo menos 12 formaciones nucleotidicas consecutivas,
incluida en:

SEQ ID NO 5 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
53,

SEQ ID NO 6 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
54,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
56,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
57,

SEQ ID NO 9 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
58,

SEQ ID NO 10y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
59,

SEQ ID NO 12 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
61,

SEQ ID NO 13y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
62,

SEQ ID NO 14 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
63,

SEQ ID NO 16 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
65,
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SEQ ID NO 17 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
64,

SEQ ID NO 18 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
66,

SEQ ID NO 19 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
67,

SEQ ID NO 20 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
68,

SEQ ID NO 21 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
69,

SEQ ID NO 22 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
70,

SEQ ID NO 23 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
71,

SEQ ID NO 24 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
72,

SEQ ID NO 25 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
73,

SEQ ID NO 26 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
74,

SEQ ID NO 27 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
75,

0 que comprenden una secuencia complementaria.

Los oligonucleétidos b) preferidos, comprenden o consisten en una secuencia oligonucleétida elegida de entre las
secuencias de identificaciéon SEQ ID NO 29 a SEQ ID NO 52.

Un segundo objeto de la presente invencion, es una sonda para la deteccion, en una muestra bioldgica, de bacterias
que pertenecen a la familia de las enterobacterias, consistiendo, la citada sonda, en un oligonucleétido de la invencion,
seglin a). En la parte que sigue a continuacién de la descripcidn, una sonda de tal tipo, de la invencién, se denominara
de sonda de género.

Un tercer objeto de la presente invencidn, es una sonda para la deteccién, en una muestra biolégica, de por lo
menos una especie de enterobacterias, consistiendo, la citada sonda, en un oligonucleétido en concordancia con la
presente invencién, segin b). En la presente descripcién, las sondas de tal tipo, de la invencion, se denominaran de
sondas de especie.

Las sondas en concordancia con la presente invencidn, pueden utilizarse con fines de diagnéstico, en la investiga-
cioén o bisqueda de la presencia o la ausencia de un 4cido nucleico diana, en una muestra, segtin todas las técnicas
de hibridacién conocidas y, especialmente, las técnicas de deposicion puntual sobre filtro, denominadas “DOT-BOT”
(MANIATIS y colegas, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, 1982), las técnicas de transferencia de ADN, deno-
minadas “SOUTHERN BLOT” [SOUTHERN, E. M., J. Mol. Biol. 98, 503 (1975)], las técnicas de transferencia de
ARN, denominadas “NORTHEN BLOT”, o las técnicas denominadas de “sandwich” [DUNN A.R., HASSEL J.A.,
Cell, 12, 23 (1977)]; se utiliza, de una forma particular, la técnica sindwich, con una sonda de captura y/o una sonda
de deteccidn, siendo las citadas sondas capaces de hibridar con dos regiones diferentes del 4cido nucleico diana, y una,
por lo menos, de las citadas sondas (generalmente, la sonda de deteccién), siendo capaz de hibridar con una regién de
la diana, que es especifica de la especie o del grupo de especies investigado o buscado, en el bien entendido que, la
sonda de captura y la sonda de deteccién, deben tener secuencias nucleotidicas por lo menos parcialmente diferentes.

Para aplicar las técnicas de hibridacidn anteriormente citadas, arriba y, de una forma particular, las técnicas “sand-
wich” se procede a inmovilizar una sonda de la invencidn, sobre un soporte sdlido, y ésta serd la sonda de captura, y
otra sonda de la invencidén, se marca con un agente trazador, y ésta serd la sonda de deteccion.

La invencidn, se refiere, adicionalmente, a las utilizaciones de un oligonucle6tido elegido de entre los oligonucléo-
tidos que tienen una sencuencia de por lo menos 12 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en una de las
secuencias SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 52, y de entre los oligonucle6tidos complementarios de estos oligonucledtidos,
como sonda y como cebador.
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Otro objeto de la presente invencion, es un procedimiento de determinacién de la presencia o de la ausencia de por
lo menos una enterobacteria, en una muestra que contiene, o que es susceptible de poder contener dcidos nucleicos, de
por lo menos una bacteria de este tipo, que comprende las etapas consistentes en poner en contacto la citada muestra
con por lo menos un oligonucléotido de la invencidn, tal y como se utiliza como sonda de género o de especie y, a
continuacidn, en determinar, de forma continua, en si misma, la formacién o la ausencia de formacién de un complejo
de hibridacion entre el citado oligonucleétido y el 4cido nucleico de 1la muestra.

Segtin una forma de aplicacién particular de este procedimiento para la determinacion de la presencia o la ausencia
de una especie o de un grupo de especies de enterobacteria, se utiliza, por una parte, un oligonucleétido tal y como
se utiliza como sonda de género segun la invencién y, por otra parte, un oligonucleétido, tal y como se utiliza como
sonda de especie segtin la presente invencién, en el bien entendido que, los citados oligonucleétidos, son capaces de
hibridar con regiones no sobrepuestas de un acido nucleico correspondiente al género rpoB de las enterobacterias.

De una forma ventajosa, la sonda de género, se inmoviliza sobre un soporte sélido y, la sonda de especie, se marca
con un agente trazador.

La presente invencion, tiene también por objeto la aplicacion del procedimiento en concordancia con la invencidn,
para determinar la presencia de una especie de enterobacteria determinada.

Asi, de esta forma, la invencion, se refiere a:

- un procedimiento para la determinacion de la presencia o de la ausencia de Salmonella sofia, segin el cual, se
utiliza una sonda elegida de entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 formaciones
nucleotidicas consecutivas, incluidas en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 5 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
53,

SEQ ID NO 27 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
75,y

sus secuencias complementarias.

De una forma preferente, una sonda de la especie Salmonella sofia, tiene una secuencia nucleotidica que consiste
en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 29, SEQ ID NO 51 y sus secuencias complemen-
tarias;

- un procedimiento para la determinacién de la presencia o de la ausencia de Salmonella tyhimurium, segin el
cual, se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12
formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 6 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
54,

SEQ ID NO 11 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
60,

SEQ ID NO 24 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
72,

SEQ ID NO 25 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
73,y

sus secuencias complementarias.

De una forma preferente, una sonda de la especie Salmonella typhimurium, tiene una secuencia nucleotidica que
consiste en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 30, SEQ ID NO 35, SEQ ID NO 48, SEQ
ID NO 49, SEQ ID NO 50, y sus secuencias complementarias;

- un procedimiento para la determinacién de la presencia o de la ausencia de Salmonella dysenteriae, segin el
cual, se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12
formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO 7 y que contiene por lo menos 5 formaciones
nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO 55, y su secuencia complementaria.

De una forma preferente, una sonda de la especie Salmonella dysenterieae, tiene una secuencia nucleotidica que
consiste en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 31, y su secuencia complementaria;

- un procedimiento para la determinacién de la presencia o de la ausencia de Salmonella fergussoni, segin el
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cual, se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12
formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
56,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
57,

SEQ ID NO 19 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
67,y

sus secuencias complementarias.

De una forma preferente, una sonda de la especie Salmonella fergussoni, tiene una secuencia nucleotidica que
consiste en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 32, SEQ ID NO 43, y sus secuencias
complementarias;

- un procedimiento para la determinacion de la presencia o de la ausencia de Enterobacter cloacae, segin el cual, se
utiliza una sonda elegida de entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 formaciones
nucleotidicas consecutivas, incluidas en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 9 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
58,

SEQ ID NO 13 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
62,

SEQ ID NO 16 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
65,

SEQ ID NO 17 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
64,

SEQ ID NO 18 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
66,

SEQ ID NO 21 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
69,

SEQ ID NO 22 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
70,y

sus secuencias complementarias.

De una forma preferente, una sonda de la especie Salmonella typhimurium, tiene una secuencia nucleotidica que
consiste en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 33, SEQ ID NO 37, SEQ ID NO 40, SEQ
ID NO 41, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 45, SEQ ID NO 46, y sus secuencias complementarias;

- un procedimiento para la determinacién de la presencia o de la ausencia de Klebsiella pneumoniae, segtn el
cual, se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12
formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 10 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
59,

SEQ ID NO 14 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
63,

SEQ ID NO 15 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
64,

SEQ ID NO 20 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
68,

SEQ ID NO 23 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
71,y
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sus secuencias complementarias.

De una forma preferente, una sonda de la especie Klebsiella pneumoniae, tiene una secuencia nucleotidica que
consiste en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 34, SEQ ID NO 38, SEQ ID NO 39, SEQ
ID NO 44, SEQ ID NO 47, y sus secuencias complementarias;

- un procedimiento para la determinacioén de la presencia o de la ausencia de Escerichia coli, segin el cual, se
utiliza una sonda elegida de entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 formaciones
nucleotidicas consecutivas, incluidas en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 12 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
61,

SEQ ID NO 26 y que contiene por lo menos 5 formaciones nucleotidicas consecutivas, incluidas en la SEQ ID NO
74,y

sus secuencias complementarias.

De una forma preferente, una sonda de la especie Escherichia coli, tiene una secuencia nucleotidica que consiste en,
o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 36, SEQ ID NO 50, y sus secuencias complementarias;

Segin una forma de aplicacién particular de estos procedimientos, se utilizan sondas seleccionadas en combinacién
con una sonda de género de la invencién.

Todavia un objeto de la invencidn, es un cebador nucleotidico utilizable para la sintesis de una 4cido nucleico, en
presencia de una polimerasa, de una forma en s{ mismo conocida y, especialmente, en los procedimientos de amplifi-
cacion, utilizando una sintesis de este tipo, en presencia de una polimerasa (PCR, RT-PCR, etc...), comprendiendo, el
citado cebador, un oligonucleétido, tal como se define anteriormente, arriba. Principalmente, un cebador de la inven-
cién, puede utilizarse para la transcripcién inversa especifica de una secuencia de ARN mensajero, de por lo menos
una especie o de por lo menos un grupo de especies de enterobacterias, para obtener una secuencia de ADN comple-
mentaria correspondiente. Una transcripcién inversa de este tipo, puede constituir el primer estado de una RT-PCR,
siendo el estado siguiente la amplificacién por PCR del ADN complementario obtenido. Se pueden también utilizar
los cebadores de la presente invencion, para la amplificacion especifica por reaccién de polimerizacién en cadena
de la secuencia de ADN del género rpoB, de por lo menos una especie o de por lo menos un grupo de especies de
enterobacteria.

Segin un caso particular, el citado cebador que, comprende un oligonucleétido de la invencién, comprende, ade-
mas, la secuencia sentido o anti-sentido de un promotor reconocido por una ARN polimerasa (T7, T3, SP6 por ejem-
plo): tales tipos de cebadores, son utilizables en procedimientos de aplicacién de dcido nucleico, que hacen intervenir
una etapa de transcripcion, tales como por ejemplo, las técnicas Nasba o 3SR.

Finalmente, un dltimo objeto de la presente invencidn, es una sonda de terapia para tratar las infecciones pro-
vocadas por, por lo menos, una especie o un grupo de especies de enterobacteria, comprendiendo, la citada sonda,
un oligonucléotido tal como se define precedentemente. Esta sonda de terapia, capaz de hibridarse sobre el ARN
mensajero y/o sobre el ADN gendémico de las citadas bacterias, puede bloquear los fendmenos de traduccién y/o de
transcripcién y/o de replicacion. El principio de los procedimientos de terapia genética, es conocido, y responde prin-
cipalmente sobre la utilizacién de una sonda correspondiente a una hebra anti-sentido: la formacién de un hibrido
entre la sonda y la hebra sentido, es capaz de perturbar por lo menos una de las etapas del descifrado de la informacién
genética. Las sondas de terapia, son por lo tanto susceptibles de poderse utilizar como medicamentos antibacterianos,
que permiten luchar contra las infecciones causadas por enterobacterias.

En las condiciones que se precisan en el ejemplo 1 que se facilita posteriormente, a continuacién, se ha determinado
la secuencia del ADN correspondiente al género rpoB de dos especies de enterobacteria, asi como una especie que
pertenece a una familia de bacterias igualmente Gram negativas. Este estudio, se ha llevado a cabo sobre las especies
Escherichia coli, Shigella dysenteriae y Pseudomonas putida.

Se han investigado y buscado, regiones fuertementes conservadas por las Unicas especies enterobacterianas, que
permiten el distinguir otros géneros de bacterias. Se ha seleccionado, de este modo, haciendo referencia a la nume-
racién de la secuencia nucleotidica del género rpoB de Escherichia coli ATCC 25290, una region interesante de 512
bases, es decir, posiciones 1498 a 2009 del género rpoB. Se han determinado las secuencias de estas mismas regio-
nes, mediante otras especies de enterobacterias, asi como para varias especies que no pertenecen a la familia de las
enterobacterias.

Los resultados de estas diferentes secuencias, se resumen en las figuras 1 a 9 anexas, en las cuales, el signo *,
representa un sitio vacante cuya representacion es necesaria para el alineamiento de las secuencias, teniendo en cuenta
ciertas especies que poseen, en este sitio, una formacién nucleotidica suplementaria.

Los resultados de estas investigaciones, es decir, los alineamientos de secuencias que figuran en las figuras 1 a 9,

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2206 551 T3

han permitido el concebir sondas en las regiones conservadas en todas las especies de enterobacterias, que permiten el
detectar la presencia o la ausencia de por lo menos una bacteria cualquiera de la familia de las enterobacterias. Ademas,
la utilizacién de sondas que contienen zonas mutadas por una especie particular (con relacién al especie de referencia,
aqui, E. coli), hace posible la deteccion directa de una especie de este tipo. En las técnicas de hibridacién sdndwich,
utilizando sondas en combinacién (sonda de captura y sonda de deteccion), se utilizard, por ejemplo, en combinacién,
una sonda especifica de la familia de las enterobacterias y una sonda especifica de las especie considerada. Se pueden
también utilizar, en combinacion, dos sondas especificas de la citada especie, cuando éstas existen, siendo estas dos
sondas complementarias de regiones no sobrepuestas del género rpoB.

Tal y como se ha indicado anteriormente, arriba, las sondas nucleotidicas de la invencién, pueden utilizarse en los
procedimientos cldsicos de hibridacion. El 4cido nucleico a detectar (diana), puede ser el ADN o el ARN (el uno o el
otro, eventualmente obtenido después de amplificacion). En el caso de una diana nucleica de doble hebra, conviene el
proceder a su desnaturalizacidn, antes de la puesta en ejecucién del procedimiento de deteccién. El 4cido nucleico dia-
na, puede obtenerse mediante extraccién segtin los procedimientos conocidos de los 4cidos nucleicos de una muestra
a examinar. La desnaturalizacién de un dcido nucleico de doble hebra, puede efectuarse mediante los procedimien-
tos conocidos de desnaturalizacién quimica, fisica o enzimadtica y, de una forma particular, por calentamiento, a una
temperatura apropiada, superior a 80°C.

En ciertos casos, la evidencia de la presencia de una especie de enterobacteria dada, necesita la utilizacién de
sondas que permiten la deteccidon de una mutacién puntual. Para ello, es conveniente el operar con sondas de una
longitud (nimero de formaciones nucleotidicos) predeterminados, en condiciones en si mismas predeterminadas.

Se facilitan, posteriormente, a continuacion, otras precisiones, que hacen referencia de una forma mas particular, al
procedimiento de hibridacién sandwich, que constituye uno de los procedimientos de hibridacién mds practicos en la
actualidad. Este procedimiento, comprende la puesta en contacto de una primera sonda fijada sobre un soporte sélido,
con una solucién que contiene el dcido nucleico a analizar, y la puesta en contacto del citado soporte con la sonda
de deteccidn, la incubacién de la mezcla obtenida, el lavado del soporte para eliminar los constituyentes no fijados
sobre el soporte por hibridacién especifica, y la deteccién cuantitativa o cuantitativa, con la ayuda de una reaccién de
revelado del marcador fijado sobre el soporte, de la sonda de deteccion fijada. El revelado de la presencia del marcador,
puede efectuarse, por ejemplo, por colorimetria, fluorescencia o luminiscencia.

La puesta en contacto de la sonda de captura con la muestra y con la sonda de deteccion, puede efectuarse de forma
secuencial, eventualmente, con un lavado intermedio del soporte. Se puede igualmente operar mediante la puesta en
contacto simultdnea o casi simultdnea de la sonda de captura fijada sobre el soporte, con una solucién que contiene la
muestra y la sonda de deteccion, que pueden afiadirse en forma de mezcla o por separado.

Los estados de incubacién y de lavado consecutivo, que constituyen las etapas clave del procedimiento de hibrida-
cion sandwich, se efectdan, cada uno de ellos, a una temperatura constante, que puede estar comprendida, por ejemplo,
dentro de la gama mencionada anteriormente, mds arriba (véanse las “Definiciones”). Se sabe que, los hibridos de 4ci-
dos nucleicos, tienen una temperatura de disociacién que depende del nimero de bases hibridadas (aumentando, la
temperatura, con el tamafio del hibrido) y que depende igualmente de la naturaleza de las bases hibridadas y, para
cada base hibridada, de la naturaleza de las bases contiguas. La disociacién de los hibridos, se produce sobre un in-
tervalo de temperatura comprendido dentro de unos margenes de algunos grados, y puede determinarse facilmente,
por ejemplo, en espectroscopia U.V.. Es posible el determinar experimentalmente la temperatura de semi-disociacién
(disociacion media) del hibrido formado por una sonda dada, con la diana de secuencia complementaria, mediante
sencillas y simples experiencias de rutina. La temperatura de hibridacion utilizada en la técnica de hibridacién sand-
wich, debe evidentemente elegirse por debajo de la temperatura de semi-disociacion. Mds exactamente, se opera a
una temperatura inferior a la temperatura de semi-disociacién del hibrido menos estable, de entre los dos hibridos que
forman la diana con, por una parte, la sonda de captura y, por otra parte, la sonda de deteccidn, con el fin de que los
hibridos sean estables a la temperatura a la cual se apera. Una mutacién puntual, es decir, una mutacién que conlleve
un mal-apareamiento que se realice sobre un solo par de bases en el hibrido, conlleva una modificacién, generalmente,
un descenso, de la temperatura de disociacién media. Utilizando sondas suficientemente cortas, un mal- apareamiento
unico de este tipo, puede conllevar un descenso relativamente importante de la temperatura de disociacién media, del
orden de algunos grados. Asi, de esta forma, eligiendo, con la ayuda de experiencias de rutina previas, una sonda de
longitud apropiada, operando en una solucién tampén dada, es posible el determinar una temperatura, a la cual, sera
posible el no observar hibridacién, més que en el caso en donde, la sonda, es estrictamente complementaria de la diana.
Ademds, gracias a la eleccién de sondas cortas de longitud predeterminada, es posible el poner en practica la técnica
de hibridacion sdndwich, a una temperatura Unica predeterminada, por ejemplo, a una temperatura de 37°C. Para una
discusién mas detallada de la técnica de hibridacién saindwich con la utilizacién de sondas cortas, se puede reportar,
especialmente, a la patente francesa FR-2-663 040.

Los ejemplos que se facilitan a continuacion, ilustran la invencién.
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Ejemplo 1
Se seleccionaron cebadores conservados, para amplificar la parte secuenciada:

CM7: 5’AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG  1348-1405
CM31 5°CCTGAACAACACGCTCGGA 2473-2455

expresdndose, las coordenadas, segtin la secuencia codificante del género rpoB de E. coli V00340 de Genbank.

El ADN diana, se extrae de cada bacteria, segiin la técnica siguiente. Se procede a centrifugar 1,5 ml de cultivo
bacteriano y, la torta de residuo, se recoge, y se pone en 75 ul de un tampén Tris (Tris 25 mM, EDTA 10 mM,
sacarosa 50 mM pH 8) y 25 ul de solucién de lisozima (1 mg/ml de tampén Tris). Después de incubacién durante
un transcurso de tiempo de 30 minutos, a una temperatura de 37°C, se procede a afiadir 50 ul de fenol y, el tubo,
se agita fuertemente, durante un transcurso de tiempo de 30 segundos. Se afiaden 50 ul de cloroformo y se agita de
nuevo, durante un transcurso de tiempo de 2 segundos. Después de centrifugacion, durante un transcurso de tiempo de
5 minutos, se recupera la fase acuosa.

El ADN, se amplifica segtn la técnica de PCR de Saiki y colegas (Saiki y colegas, 1988, Science 239, 487-494),
con la ayuda de un aparato PCR 480 Perking-Elmer. El medio de reaccion (100 ul), estd constituido por Tris.HCI., 10
mmol/l; MgCl, 1,5 mmol/l; KC1 50 mmol/l; gelatina 1 mg/ml; aATP, dACT, dGTP, dTTP 0,5 mmol/l cada uno; pH
8,3; oligonucledtido CM7, 25 pmol; oligonucleétido CM31, 25 pmol y 10 ul de la preparaciéon de ADN bacteriano.
Después de desnaturalizacién de un transcurso de tiempo de 5 minutos, seguido de una centrifugacidn, se afade
la enzima, a 1,5 U/reaccion. La PCR, se efectia sobre 30 ciclos con los pardmetros 96°C/60°C/74°C, durante unos
transcursos de tiempo de 1 minuto, 1 minuto, y 0,7 minutos, respectivamente.

El ADN amplificado, se analiza por electroforesis en gel de agarosa, 0,8% en tamp6n TBE (89 mM Tris base, 89
mM 4cido bérico, 2 mM EDTA). Las bandas, se visualizan mediante el bromuro de etidio.

La secuencia de fragmentos de esta forma amplificados, se estableci6 segtn técnicas clésicas.
Ejemplo 2
Utilizacion de una sonda especifica dirigida contra el gen rppB para la identificacion de Escerichia coli

Dandose el caso de que, la sonda comienza en el nucleétido N°4 y finaliza con el nucleétido N°27, de la secuencia
SEQ ID NO 12, a priori especificada para las cepas de E. coli, se han deducido, a partir de los alineamientos de las
secuencias nucleotidicas, géneros rpoB de la figura 4. Se procedié a someter a test de ensayo, una coleccién de cepas
bacterianas, mediante hibridacion sobre el fragmento amplificado a partir de rpoB, y ello permiti6 el poder constatar,
a posteriori, la especificidad de esta sonda.

Se procedi6 a realizar la hibridacién del producto de PCR, de una bacteria-diana, segtin el procedimiento de detec-
cién no radioactiva y semiatomatizada descrito en la patente francesa n® 90 07249. Se utilizan, para ello, una sonda de
captura SEL, correspondiente a una sonda de especificidad eubacteriana (descrita en la solicitud de patente francesa
FR-A-n° 93 02127), y un conjugado especifico de deteccién oligonucleétida (correspondiente a la sonda especifica
definida més arriba) - enzima. La manipulacion, se llevo a cabo segun el protocolo que se facilita a continuacion.

Se procede a depositar, en una placa de microtitracién, (Nunc 439454), una solucién de oligonucleétido de captura,
a 1 ng/ml, en PBS 3X (0,45 M NaCl 0,15 M fosfato de sodio pH 0,7) cuya extremidad 5°, reaccioné con el reactivo
Aminolink 2 (Applied Biosystems, Foster city, Californie). La placa, se incuba durante un transcurso de tiempo de 2
horas, a una temperatura de 37°C y, a continuacion, se lava 3 veces con 300 ul de PBST (PBS 1x, Tween 20: 0,5%0
(Merck 822184). El reactivo Aminolink 2, permite el afiadir, a la extremidad 5’ de la sonda, un brazo que comporta
un grupo 6-aminoaxilo. La sonda de esta forma acoplada a un ligando que posee un grupo polar (amina primaria), y
que se fija de forma pasiva sobre el soporte, procura una sefial mejorada; véase la solicitud de patente francesa FR-A-
91 09057.

La diana, constituida por 4 ul del producto amplificado, se mejora con 76 ul de tampén PBS salmén (PBS3X +
ADN de esperma de salmén 10 pl/ml (Sigma D9156) y 10 ul de sosa 2N. El conjunto, se neutraliza, 5 minutos después,
mediante la adicién de 10 ul de dcido acético 2N. El conjunto, se afiade en el pozo, ademas de 50 ul de una solucién del
conjugado oligonucleétido-peroxidasa, a la concentracion de 0,1 ng/l, en oligonucleétido, en un tampén PBS caballo
(PBS3X + 10% de suero de caballo (BioMérieux 55842)). El conjugado oligonucleétido-peroxidasa, constituye la
sonda de deteccion. La fase, se incuba durante un transcurso de tiempo de 1 hora, a una temperatura de 37°C, y se
lava mediante 2 X 300 ul de PBST. En cada pozo, se afiaden 100 ul de substrato OPB (orto-fenilendiamina Cambridge
Medical Biotechnology ref/456), en un tampén adaptado (0,055 M 4cido citrico, 0,1 M Ma,HPO,, pH 4,93), a una
concentracion de 4 mg/ml, al cual se le afiade, extempordneamente, H,O,, a 30 volimenes, al 1/1000. Después de un
transcurso de tiempo de 20 minutos de reaccidn, la actividad enzimadtica, se bloquea mediante 100 ul deH,=, IN y, la
lectura, se efectiia sobre Axia Microreader (BioMerieux) a 492 nm.
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Las bacterias - diana, eran principalmente las siguientes:

- 22 aislamientos o cepas E. coli (de entre las cuales, ATCC 25290, 25922, 27165, 10536);

- Otras Escherichia de diversos tipos (18 aislamientos); E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris;

- 8 Shigella; S. Boydii, S. Dysenteriae (de entre las cuales, la ATCC 29027), S. Flexineri, S. Sonnei,

- 5 Salmonella: S. Arizonae (ATCC 13314), S. choleraesuis (ATCC 13212), S. Gallinarum, S. Typhimirium (ATCC
14029), S. spp (ATCC 9712);

- 7 entorobactereias diversas: Citrobacter amalonaticus (ATCC 25405), Enterobacter cloacae (ATCC 13047),
Klebsiella oxytoca, K. penumoniae, Kluivera ascorbata, Proteus mirabilis, Serratia marcescens (ATCC 8195);

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 35422, Psedomonas putida,
- Enterococcus faecalis.

Los resultados obtenidos, indican el hecho de que, la combinacién de las sondas utilizadas es, a posteriori, especi-
fica de E. coli. Esta no presenta reacciones cruzadas con el producto de PCR de otras especies bacterianas.

Se procedi6 a efectuar la adaptacidon de la combinacion especifica sobre el autémata VIDAS (marca registrada-
comercializada por la sociedad bioMérieux-VITEK). La pared del pozo de microplaca, se reemplaza, en este caso, por
el SPR (marca comercial) (“Solid Phase Receptacle”), el cual es un soporte conico realizado a partir de un material
vendido bajo la denominacién K resina (copolimero de butadieno-estireno), y comercializado por la sociedad bioMé-
rieux-VITEK (USA). Los diversos reactivos, se disponen en una barra de varias cubetas y, las diferentes etapas, se
desarrollan en el SPR, el cual es capaz de aspirar y de expulsar reactivos y que hace por lo tanto una funcién de pipeta.
La reaccién de hibridacion sdndwich, descrita en el protocolo que se facilita abajo, a continuacién, se produce sobre
la pared interna del cono.

Sobre la superficie interna del SPR, se fija, de una forma pasiva, el oliginucle6tido de captura, que comporta en
su extremidad 5’ el ligando Aminolik 2 (Applied Biosystems-refe. 400808) a una concentracién de 1 ng/ul, en un
volumen de 315 ul de una solucién de PBS 4x (fosfato de sodio 200 mM pH 7,0, NaCl 600 mM). Después de un
transcurso de tiempo de una noche, a la temperatura ambiente, o de dos horas a una temperatura de 37°C, los conos,
se lavan 2 veces, mediante una solucién de PBS Tween y, a continuacidn, se secan bajo la accion de vacio. La barra,
contiene, en las cubetas, los reactivos necesarios para la deteccidn, es decir: 200 1 de una solucién a una concentracién
de 0,1 ng/ul del conjugado de deteccion oligonucledtido-fosfatasa alcalina, 2 veces 600 ul de solucién de lavado de
PBS Tween, y una cubeta de substrato.

En el primer pozo de la barra, se depositan 10 ul de producto de PCR, en el mismo tamp6n que para el que se
utiliza para el protocolo microplaca que se ha descrito anteriormente, mds arriba.

Después de incubacién durante un transcurso de tiempo de 30 minutos, del cono, mediante la mezcla diana de
PCR mads sonda de deteccidn, el cono se lava 2 veces, mediante una solucién de PBS Tween. Se aspiran, en el cono,
250 pl de substrato MUP (metil-4-umbelliferilfosfato) en solucién en un tampén de dietanolamina y, a continuacion,
se liberan en el interior de una cubeta de lectura. El aparato, mide la sefial fluorescente expresada en URF (unidades
relativas de fluorescencia) de la cubeta.

Los resultados obtenidos con este sistema, son los mismos que los que se obtienen en microplaca.
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REIVINDICACIONES

1. Oligonucleétido elegido de entre los oligonucledtidos que tienen una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos
naturales o modificados, consecutivos, incluidos en una de las secuencias SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 52, y entre los
oligonucleétidos complementarios de estos oligonucledtidos, con la exclusion de los oligonucledtidos que tienen una
secuencia elegida de entre las secuencias siguientes: SEQ ID NO 28 SEQ ID NO 77, SEQ ID NO 78 y SEQ ID NO
79.

2. Oligonucleétido, segtin la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que, éste, comprende una secuencia
nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos, naturales o modificados, consecutivos, incluida en una de las secuencias
SEQID NO 1 aSEQID NO 4.

3. Oligonucleétido, segtn la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que, éste, comprende una secuencia
nucleotidica de por lo menos 12 oligonucleétidos, , naturales o modificados, consecutivos, incluida en:

SEQ ID NO 5 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 53,

SEQ ID NO 6 y que contiene por lo menos nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la SEQ
ID NO 54,

SEQ ID NO 7 y que contiene por lo menos nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la SEQ
ID NO 55,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 56,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 57,

SEQ ID NO 9y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos incluidas
en la SEQ ID NO 58,

SEQ ID NO 10 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 59,

SEQ ID NO 11 y que contiene por lo menos nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 60,

SEQ ID NO 12 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 61,

SEQ ID NO 13 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 62,

SEQ ID NO 14 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 63,

SEQ ID NO 15 y que contiene por lo menos nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 64,

SEQ ID NO 16 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 65,

SEQ ID NO 17 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 64,

SEQ ID NO 18 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 66,

SEQ ID NO 19 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 67,

SEQ ID NO 20 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 68,
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SEQ ID NO 21 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 69,

SEQ ID NO 22 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 70,

SEQ ID NO 23 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQID NO 71,

SEQ ID NO 24 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 72,

SEQ ID NO 25 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 73,

SEQ ID NO 26 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 74,

SEQ ID NO 27 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 75,

SEQ ID NO 28 y que contiene por lo menos nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 76.

4. Oligonucleétido, segun la reivindicacion 3, caracterizado por el hecho de que, éste, comprende o consiste en
una secuencia nucleotidica elegida de entre las secuencias SEQ ID NO 29 a SEQ ID NO 52.

5. Sonda para la deteccién de una muestra bioldgica, de bacterias que pertenecen a un oligonucleétido segin la
reivindicacion 2.

6. Sonda de deteccién, en una muestra biolégica, de por lo menos una especie de enterobacterias, que consiste en
un oligonucleédtido segun la reivindicacién 3 6 4.

7. Sonda, segtn la reivindicacién 5 6 6, caracterizada por el hecho de que, ésta, se inmoviliza sobre un soporte
sélido.

8. Sonda, segtin una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizada por el hecho de que, ésta, se marca
con un agente trazador.

9. Utilizacién de un oligonucleétido elegido de entre los oligonucledtidos que tienen una secuencia de por lo menos
12 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluida en una de las secuencias SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO
52, y de entre los oligonucledtidos complementarios de estos oligonucledtidos, como sonda para la deteccién, en una
muestra bioldgica, de bacterias que pertenecen a la familia de las enterobacterias.

10. Utilizacion, segtn la reivindicacion 9, caracterizada por el hecho de que, la sonda, comprende una secuencia
nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos, naturales o modificados, consecutivos, incluida en una de las secuencias
SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 4, y sus secuencias complementarias.

11. Utilizacidn, segun la reivindicacion 9, para la deteccion, en una muestra bioldgica, de por lo menos una especie
de enterobacterias.

12. Utilizacidn, segun la reivindicacion 11, caracterizada por el hecho de que, la sonda, comprende una secuencia
nucleotidica de por lo menos 12 oligonucleétidos, , naturales o modificados, consecutivos, incluida en:

SEQ ID NO 5 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 53,

SEQ ID NO 6 y que contiene por lo menos nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la SEQ
ID NO 54,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 56,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 57,

SEQ ID NO 9 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos incluidas
en la SEQ ID NO 58,
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SEQ ID NO 10 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 59,

SEQ ID NO 12 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 61,

SEQ ID NO 13 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 62,

SEQ ID NO 14 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 63,

SEQ ID NO 16 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 65,

SEQ ID NO 17 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 64,

SEQ ID NO 18 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 66,

SEQ ID NO 19 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 67,

SEQ ID NO 20 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 68,

SEQ ID NO 21 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 69,

SEQ ID NO 22 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 70,

SEQ ID NO 23 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 71,

SEQ ID NO 24 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 72,

SEQ ID NO 25 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 73,

SEQ ID NO 26 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 74,

SEQ ID NO 27 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 75.

13. Utilizacion, segtn la reivindicacion 12, caracterizado por el hecho de que, la sonda, comprende o consiste en
una secuencia nucleotidica elegida de entre las secuencias SEQ ID NO 29 a SEQ ID NO 52.

14. Utilizacién, segiin una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado por el hecho de que, la sonda,
se inmoviliza sobre un soporte sélido.

15. Utilizacién, segin una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado por el hecho de que, la sonda,
se marca con un agente trazador.

16. Procedimiento de determinacién de la presencia o de la ausencia de por lo menos una enterobacteria, en
una muestra que contiene, o que es susceptible de poder contener dcidos nucleicos, de por lo menos una bacteria
de este tipo, caracterizado por el hecho de se procede a poner en contacto la citada muestra con por lo menos un
oligonucléotido de la invencion, tal y como se define en una de las reivindicaciones 9 a 13 y que, a continuacién, se
procede a determinar, de forma continua, en s{ misma, la formacién o la ausencia de formacién de un complejo de
hibridacién entre el citado oligonucle6tido y el 4cido nucleico de la muestra.

17. Procedimiento, segtin la reivindicacién 16, para la determinacion de la presencia o la ausencia de una especie

o de un grupo de especies de enterobacteria, caracterizado por el hecho de que se utiliza, por una parte, una primera
sonda, tal y como se define en la reivindicacion 10 y, por otra parte, una segunda sonda, tal y como se define en la
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reivindicacion 12 6 13, en el bien entendido que, las citadas primera y segunda sonda, son capaces de hibridar con
regiones no sobrepuestas de un 4cido nucleico correspondiente al género rpoB de las enterobacterias.

18. Procedimiento, segtin la reivindicacién 17, caracterizado por el hecho de que, la primera sonda, es tal y como
se define en la reivindicacion 14 y, la citada segunda sonda, es tal y como se define en la reivindicacién 15.

19. Procedimiento, segtin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, para la determinacién de la presencia o
de la ausencia de Salmonella sofia, caracterizado por el hecho de que se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas
que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos,
incluida en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 5 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 53,

SEQ ID NO 27 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQIDNO 75,y

sus secuencias complementarias.

20. Procedimiento, segun la reivindicacién 19, caracterizado por el hecho de que, la sonda, tiene una secuencia
nucleotidica que consiste o que comprende una secuencia elegida de entre las SEQ ID NO 29, SEQ ID NO 51, Y sus
secuencias complementarias.

21. Procedimiento, segiin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, para la determinacién de la presencia
o de la ausencia de Salmonella Typhimurium, caracterizado por el hecho de que se utiliza una sonda elegida de
entre aquéllas que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos naturales o modificados,
consecutivos, incluida en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 6 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 54,

SEQ ID NO 11 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 60,

SEQ ID NO 24 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 72,

SEQ ID NO 25 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQIDNO 73,y

sus secuencias complementarias.

22. Procedimiento, segin la reivindicacion 21, caracterizado por el hecho de que, la sonda, tiene una secuencia
nucleotidica que consiste o que comprende una secuencia elegida de entre las SEQ ID NO 30, SEQ ID NO 35, SEQ
ID NO 48, SEQ ID NO 49, SEQ ID NO 52, y sus secuencias complementarias.

23. Procedimiento, segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, para la determinacién de la presencia o de
la ausencia de Shigella dysenteriae, caracterizado por el hecho de que se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas
que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos,
incluida en la SEQ ID NO 7 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos
en la SEQ ID NO 55, y su secuencia complementaria.

24. Procedimiento, segtn la reivindicacién 23, caracterizado por el hecho de que, la sonda, tiene una secuencia
nucleotidica que consiste o que comprende una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 31, y su secuencia comple-
mentaria.

25. Procedimiento, segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, para la determinacién de la presencia o de
la ausencia de Escherichia fergussoni, caracterizado por el hecho de que se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas
que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos,
incluida en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 56,

SEQ ID NO 8 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 57,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2206 551 T3

SEQ ID NO 19 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQID NO 67,y

sus secuencias complementarias.

26. Procedimiento, segtn la reivindicacién 25, caracterizado por el hecho de que, la sonda, tiene una secuencia
nucleotidica que consiste o que comprende una secuencia elegida de entre las SEQ ID NO 32, SEQ ID NO 43, y sus
secuencias complementarias.

27. Procedimiento, segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, para la determinacién de la presencia o de
la ausencia de Enterobacter cloacae, caracterizado por el hecho de que se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas
que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos,
incluida en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 9 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 58,

SEQ ID NO 13 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 62,

SEQ ID NO 16 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 65,

SEQ ID NO 17 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 64,

SEQ ID NO 18 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 66,

SEQ ID NO 21 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 69,

SEQ ID NO 22 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQID NO 70, y

sus secuencias complementarias.

28. Procedimiento, segtn la reivindicacién 27, caracterizado por el hecho de que, la sonda, tiene una secuencia
nucleotidica que consiste en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 33, SEQ ID NO 37,
SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 41, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 45, SEQ ID NO 46, y sus secuencias complementarias.

29. Procedimiento, segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, para la determinacién de la presencia o de
la ausencia de Klebsiella pneumoniae, caracterizado por el hecho de que se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas
que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos,
incluida en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 10 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 59,

SEQ ID NO 14 y que contiene por lo menos 5 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 63,

SEQ ID NO 15 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 64,

SEQ ID NO 20 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 68,

SEQ ID NO 23 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQIDNO 71,y

sus secuencias complementarias.
30. Procedimiento, segtin la reivindicacion 29, caracterizado por el hecho de que, la sonda, tiene una secuencia

nucleotidica que consiste en, o que comprende, una secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 34, SEQ ID NO 38,
SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 47, y sus secuencias complementarias.
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31. Procedimiento, segtin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, para la determinacién de la presencia o
de la ausencia de Escherichia coli, caracterizado por el hecho de que se utiliza una sonda elegida de entre aquéllas
que comprenden una secuencia nucleotidica de por lo menos 12 nucleétidos naturales o modificados, consecutivos,
incluida en una de las secuencias elegidas de entre:

SEQ ID NO 12 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQ ID NO 61,

SEQ ID NO 26 y que contiene por lo menos 5 nucledtidos naturales o modificados, consecutivos, incluidos en la
SEQID NO 74,y

sus secuencias complementarias.
32. Procedimiento, segtn la reivindicacién 31, caracterizado por el hecho de que, la sonda, tiene una secuencia
nucleotidica que consiste en, o que comprende, una secuencia nucleotidica que consiste en, o que comprende, una

secuencia elegida de entre la SEQ ID NO 36, SEQ ID NO 50, y sus secuencias complementarias.

33. Procedimiento, segtin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 32, caracterizado por el hecho de que se
utiliza la citada sonda en combinacién con una sonda tal como definida en la reivindicacion 10.

34. Cebador nucleotidico utilizable para la sintesis de un 4dcido nucleico, en presencia de una polimnerasa, carac-
terizado por el hecho de que, éste, consiste en un oligonucleétido tal como definido en la reivindicacién 1.

35. Sonda de terapia, caracterizada por el hecho de que, ésta, consiste en un oligonucledtido tal como definido en
la reivindicacion 1.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) y a la
Disposicion Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacion del
Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a Espafia y solicitadas
antes del 7-10-1992, no producirdn ningtn efecto en Espafia en la medida en que confieran
proteccion a productos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada reserva.
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LISTA DE SECUENCIAS

1. INFORMACIONES GENERALES

5 (i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: BIO MERIEUX
(B) CALLE: Chemin de I’Orme
(C) CIUDAD: MARCY L’ETOILE
10 (D) ESTADO O PROVINCIA:
(E) PAIS: FRANCIA
(F) CODIGO POSTAL: 69280

(i) TITULO DE LA INVENCION: Deteccién de Enterobacterias
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS 79

(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) NOMBRE: Cabinet GERMAN & MAUREAU

20 (B) CALLE: 20 Bd Eugene Deruelle
(C) CIUDAD: LYON
(D) PAIS: FRANCIA
(E) CODIGO POSTAL: 69003
(F) TELEFONO: 72 60 28 90
(G) TELEFAX: 78 60 92 85

(v) FORMA DESCRIFRABLE POR ORDENADOR:
30 (A) TIPO DE SOPORTE: disquete de 3,5 pulgadas DS, HD
(B) ORDENADOR: EPSON (compatible IBM)
(C) SISTEMA OPERATIVO: DOS
(D) LOGICIEL: MICROSOFT WORD PARA WINDOWS

(vi) SOLICITUD ACTUAL:
(A) FECHA DE LA DEMANDA
(B) NUMERO DE LA DEMANDA

40  (vii) FECHA DE LA SOLICITUD ANTERIOR: 18.09.1995
(A) NUMERO DE LA SOLICITUD: 95 11125
(B) CLASIFICACION

(viii) MANDATARIO
(A) NOMBRE: CABINET GERMAIN & MAUREAU, Dominique GUERRE
(B) REFERENCIA DOSSIER: MD/B 05 B 2333

15

25

35

45

NUMERO DE SECUENCIAS: 79
50
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 1

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

60 (i) TIPO DE MOLECULA:
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
65 (v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

55
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1

GCAGTGAAAG AGTTCTT

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 2

®

(i)
(iii)
(iv)

v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 31 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2

SEQ IND NO: 2

GAGGCTTCGA AGTTCGAGAA CGTACACCCG A

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 3

®

(i)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 38 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3

SEQ IND NO: 3

TACCTGTCTG CTATYGAAGA AGGCAACTAC GTTATCGC

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 4

®

(ii)
(iii)
(iv)

(v)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 102 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN
HIPOTETICA: no
ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

17

31

38
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(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4

SEQ IND NO: 4

TGCCGTAGCA AAGGCGAATC CAGCTTGTTC AGCCGYGACC AGGTTGACTA
CATGGACGTW TCCACCCAGC AGGTGGTMTC CGTCGGTGCG TCCCTGATCC CG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 5

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ili) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5

SEQ IND NO: 5

GCGGCAGTGA AAGAGTTCTT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 6

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6

GCCGCAGTGA AAGAGTTCTT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 7

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iti) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:

102

20

20
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(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7

GAACAACCCG CTGTCCGAGA TTACGCACAA ACGT

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 8

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 33 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 8

TCTGAGATAA CACACAAGCG TCGTATCTCC GCA
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 9

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 9

CAAACGTCGT ATCTCTGCAC TCGGCCCAGG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 10

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

34
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 10

TCTGACCCGT GAGCGCGCAG GCTTCGAAGT TC

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 11

®

(ii)
(iii)
(iv)

v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 11

TCTGACCCGC GAACTGGCAG GCTTCGA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 12

®

(ii)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 12

GGTCTGATCA ACTCTCTGTC CGTGTACGCA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 13

®

(ii)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 29 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 13
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GTGTACGCAC AGACAAACGA ATACGCCTT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 14

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 14

GTCCGTGTAC GCGCAGACCA ACGAATA
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 15

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 15

CGCGCAGACC AACGAATA
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 16

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 16

CAAACGAATA CGGTTTCCTT GAGAC

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 17
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

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

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 17

CCTTGAGACC CCGTA
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 18

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

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

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 18

CGTAAAGTGA CTGACGGTGT TGT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 19

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 19

CGTAAAGTGA TTGACGGTGT TGT

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 20

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
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(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 20

CGTAAAGTGA CCAACGGTGT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 21

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 21

CGGTGTTGTT ACCGACGAAATT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 22

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 22

TACCTGTCTG CTATTGAAGA AGGCAACTAC

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
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(D) CONFIGURACION: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 23

TGGATGAAAA CGGCCACTT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 24

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

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

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 24

GTAGAAGATT TGGT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 25

TGGTGACCTG CCGTAGCAAA GG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 26

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
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HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 26

CAGGCGAACT CCAACTTGGA TGA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 27

®

(i1)
(iii)
@iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 27

CAGCTTGTTC AGCCGTGACC AGGTTGACTA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 28

®

(i)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 28

ACATGGACGT TTCCACCCAG CAGGTGG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 29

®

(ii)
(iii)
(iv)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN
HIPOTETICA: no
ANTI-SENTIDO:
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(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 29

GCGGCAGTGA AAGAG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 30

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 30

GCCGCAGTGA AAGAG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 31

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 31

AACCCGCTGT CCGAGATTAC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 32

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 32

TACACACAAG CGTCGT

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 33

®

(i)
(iii)
(iv)

v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 33

CGTATCTCTG CACTCGG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 34

®

(ii)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 34

CGTGAGCGCG CAGGCTTC

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 35

®

(i)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 35
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CCGCGAACTG GCAGGCTTC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 36

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 36

GATCAACTCT CTGTCCGTG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 37

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 37

GCACAGACAA ACGAATAC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 38

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

2xi DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 38

GTGTACGCGC AGACTCAAC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 39
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
5 (C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
1o (i) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
15 (vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 39

CGCGCAGACC AACG

" ) INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 40

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
25 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

50 (i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
;s (v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 40

40 GGAATACGGT TTCCTTG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 41

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
50 (D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
ss  (iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
o (XD DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 41

45

CCTTGAGACC CCGTA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 42
65
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases

14
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(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

5 (ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
10 (v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 42

15
CGTAAAGTGA CTGACGG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 43

20 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
2 (D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iti) HIPOTETICA: no
30 (iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
35 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 43

CGTAAAGTGA TTGACGG
40 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 44

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
50 (iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
55 (vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 44

45

" CTAAAGTGAC CAACGGTG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 45

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
65 (A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple

15
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(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 45

10

GTGTTGTTAC CGACGAAA

—_

5 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 46

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
20 (B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 46

25

30

35 GTCTGCTATT GAAGAAGGC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 47

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
40 (A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 47

45

50

55
TGGATGAAAA CGGCCACTT

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 48

% i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

65 (C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

16
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(iti) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 48

10 GTAGAAGATT TGGT
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 49

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
15 (A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

@ii)) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 49

20

25

30
TGGTGACCTG CCGTA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 50

35 .
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

40 (C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 50

45

50

CGAACTCCAA CTTGGATGA
35 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 51

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
60 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(ili) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:

65
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(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 51

GTTCAGCCGT GACCAGGTTG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 52

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 52

GGACGTTTCC ACCCAGC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 53

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 53

GGCAG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 54

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

18
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO : 54

CGCAG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 55

®

(ii)
(iii)
(iv)

v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 55

TGTCCGAGA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 56

®

(ii)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 56

ACACA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 57

®

(ii)
(iii)
(iv)

(v)
(vi)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN

HIPOTETICA: no

ANTI-SENTIDO:

TIPO DE FRAGMENTO:

ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 57

19
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GCGTC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 58

5 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
10 (D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
I3 (iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
20 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 58

TCTCTGCAC
25 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 59

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
35 (iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
40 (vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 59

30

45 AGCGCGCAG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 60

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
50 (A) LONGITUD: 10 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

55 (ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
60 (v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 60

65
GAACTGGCAG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 61

20
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
5 (C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
1o (i) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
15 (vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 61

ACTCTCTGT

" ) INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 62

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
25 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

50 (i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
;5 (v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 62

40 AGACAAACG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 63

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
50 (D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iti) HIPOTETICA: no
ss  (iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
o (XD DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 63

45

GCAGA

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 64
65
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 pares de bases

21
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(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

5 (ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
10 (v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 64

15
AGACC

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 65

20 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
25 (D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
30 (iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
35 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 65

ACGGTTTCC
40 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 66

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
50 (iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
55 (vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 66

45

TGACT
60

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 67

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
65 (A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
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(D) CONFIGURACION: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 67

10

TGATT

—_

> 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 68

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
20 (B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

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

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 68

25

30

35 GACCA
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 69

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
40 (A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 69

45

50

55
TTACC

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 70

% i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

65 (C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
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(iti) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:
(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 70

10 CTATTGAAG
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 71

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
15 (A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

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

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 71

20

25

30
AAACG

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 72

35 .
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 8 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

40 (C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 72

45

50

AGATTTGG
35 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 73

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
60 (B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no
(iv) ANTI-SENTIDO:

24



10

15

20

25

35

40

45

50

55

60

65

ES 2206 551 T3

(v) TIPO DE FRAGMENTO:
(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 73

TGACC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 74

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 74

CAACTTGGA
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 75

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 75

GCCGTGACC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 76

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iti) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

25
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 76

TTCCA
5 2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 77

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
10 (B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

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

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 77

15

20

25 CTAGGATCCT TAGAATTCAA CCCGCTGTCC
2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO: 78

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
30 (A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 78

35

40

45
TACAACTGGC AGGCTGCTTG A

2 INFORMACIONES PARA LA SEQ ID NO : 79

i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

s (C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: no

(iv) ANTI-SENTIDO:

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) ORIGEN: oligonucleétido de sintesis

60

65
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 79

TGTGCCAGCG GTACTGGACA GACCAACGAA AGATTA
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