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DESCRIPCION

Deteccidn del Enterococcus spp vancomicina-resistente.
Campo técnico

Esta invencién se relaciona con los diagndsticos bacterianos, y mds particularmente para la deteccién de Entero-
coccus spp resistente a la vancomicina.

Antecedentes

Los enterococos son cocos Gram-positivos que se consideran habitantes normales del tracto gastrointestinal y la
region genital femenina. Los Enterococcus spp. no son patdgenos particularmente en humanos, pero los enterococos
resistentes a la vancomicina ha sido progresivamente identificado como una causa importante de infeccién adquirida
en los hospitales. Los enterecocos resistentes a la vancomicina han sido reconocidos como la segunda causa mds
comun de infeccién hospitalaria, excedidas inicamente por el E. coli. Enterococcus faecalls (85-90%) y E. faecium
(5-10%), son las especies de Enterococos mds comtinmente aisladas de los tractos gastrointestinales de humanos y
representan la mayoria de los enterococos resistentes a la vancomicina.

WO 03/068911 A2 que se public6 después de la fecha de prioridad de la aplicacién de la patente pendiente,
revela un método para la realizacién de un PCR cuantitativo utilizando deteccion de Transferencia de Energia por
Resonancia de Fluorescencia (FRET) de acidos nucleicos empleando dos sondas, cada una conjugada a un diferente
fluoréforo. Un fluoréforo es un fluoréforo donador que se excita por medio de una fuente de luz externa. La energia
del fluoréforo donador luego se transfiere no-radiactivamente a un fluoréforo aceptor si los dos fluoréforos estan en
cercana proximidad. Esto puede ocurrir si las dos sondas hibridizan a un acido nucleico blanco tal que los fluoréforos
se separen, por ejemplo, por una a cinco bases. El método es apropiado para la deteccidon de una infeccion microbiana
de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium.

De Palladino, S. er al., Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, vol. 45, no. 1, 2003, publicado después
de la fecha de prioridad, se conoce un PCR a tiempo real para la deteccidn rdpida de genes vanA y vanB que son res-
ponsables de la resistencia a la vancomicina. Se revelan las secuencias de cebadores y sondas. El método de deteccién
es apropiado para utilizar en la plataforma Roche LightCycler.

De Palladino, S. et al., Journal de Clinical Microbiology, vol. 41, no. 6, 2003, pdginas 2483-2486 que fue publicado
después de la fecha de prioridad, se conoce un PCR muiltiple apropiado para usar en la plataforma Roche LightCycler y
capaz de identificar los genes vanA y vanB simultdneamente. El PCR se realiz6 con un extracto de ADN de muestras de
hisopo rectal obtenidas de pacientes quienes previamente se encontraron por ser positivos para enterococos resistentes
a la vancomicina (VRE). Se utilizaron como controles de una cepa de Enterococcus faecalis que contiene el gen vanB
y un aislado clinico de Enterococcus faecium que contiene el gen vanA.

De Huletsky, A. et al., Abstracts of the Interscience Conference on Antimicrobial Agents y Chemotroapy, vol.
41, 2001, pagina 409, se conoce una deteccioén rapida de VRE por PCR tiempo real basado en fluorescencia. Los
pares cebadores PCR vanA- y vanB-especifico se designaron y combinaron para utilizar en un ensayo mdltiple. Dos
sondas balizas moleculares dirigidas a las regiones amplificadas respectivas de vanA y vanB se integraron en el ensayo
muiltiple por deteccién a tiempo real de VRE.

Grisold, A.J. et al., Journal de Clinical Microbiology, vol. 40, no. 7,2002, paginas 2392-2397 se relaciona con un
ensayo molecular para la deteccién simultdnea del gen Staphylococcus aureus-especifico y el gen mecA. El ensayo se
basa en un PCR a tiempo real se llevo a cabo con el dispositivo LightCycler, andlisis de curvas de fluorescencia y la
amplificacion del gen mecA con una mezcla que contiene un grupo de cebadores dirigidos al gen mecA y un grupo de
sondas.

Del manual técnico “LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes”, Roche Diagnostics GmbH, 1999,
se conocen los protocolos para descontaminacién de PCR con uracilo-ADN glicosilasa (UDG).

WO 01/23604 A2 revela una secuencia nucleétido para la deteccidon del gen de resistencia vanA.
WO 01/12803 A2 revela un cebador para la deteccién del gen Enterococcus faecium vanA.
De la base de datos EMBL, nimero de acceso M97297, se conoce la secuencia de 4cido nucleico del gen vanA.

De la base de datos EMBL, nimeros de acceso U72704 y U94528, se conocen las secuencias de codificacién
parcial del gen Enterococcus faecalis vanB 'y el gen Enterococcus faecium vanB.

Resumen

La invencidn provee para los métodos de identificacién de enterococos resistentes a la vancomicina en una muestra
bioldgica. Los cebadores y sondas para la deteccién de acidos nucleicos que codifican vanA, vanB, o vanB-2 /3 son
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proporcionadas por la invencién, como son kits que contienen tales cebadores y sondas. Los métodos de la invencién
pueden ser utilizados para identificar rdpidamente los dcidos nucleicos a partir de enterococos resistentes a la vancomi-
cina de las muestras. Utilizando cebadores y sondas especificos, los métodos incluyen la amplificacién y el monitoreo
del desarrollo de productos de amplificacion especificos utilizando PCR a tiempo real.

En un aspecto de la invencidn, se proporciona un método para la deteccidn de la presencia o ausencia de uno
0 mds enterococos resistentes a la vancomicina en una muestra bioldgica de un individuo. El método para detectar
enterococos resistentes a vancomicina incluye la realizacién de al menos una etapa de ciclado, que incluye una etapa
de amplificacién y una etapa de hibridizacién segtin se define en la reivindicacion 1. La etapa de amplificacion incluye
el contacto de la muestra con un par de cebadores vanA para producir un producto de amplificacién, si una molécula
de 4dcido nucleico vanA esta presente en la muestra. La etapa de hibridizacion incluye el contacto de la muestra con
un par de sondas vanA. Generalmente, los miembros del par de sondas vanA hibridizan al producto de amplificacién
dentro de no més de cinco nucleétidos del uno al otro. Una primera sonda vanA del par de sondas vanA es tipicamente
marcada con una fracciéon donador fluorescente y una segunda sonda vanA del par de sondas vanA es tipicamente
marcada con una fraccién aceptor fluorescente correspondiente. El método ademds incluye la deteccion de la presencia
o ausencia de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) entre la fracciéon donador fluorescente
de la primera sonda vanA y la fraccién aceptor fluorescente de la segunda sonda vanA. La presencia de FRET es
usualmente indicativa de la presencia de uno o mds enterococos resistentes a la vancomicina en la muestra bioldgica,
mientras la ausencia de FRET es usualmente indicativa de la ausencia de enterococos resistentes a la vancomicina en
la muestra bioldgica.

Alternativa o adicionalmente, la etapa de amplificacién puede incluir el contacto la muestra con un par de cebadores
vanB para producir un producto de amplificacién vanB, si una molécula de acido nucleico vanB estd presente en la
muestra. La etapa de hibridizacién incluye el contacto de la muestra con un par de sondas vanB. Generalmente, los
miembros del par de sondas vanB hibridizan al producto de amplificacién dentro de no mds de cinco nucleétidos
del uno al otro. Una primera sonda vanB del par de sondas vanB es tipicamente marcada con una fraccién donador
fluorescente y una segunda sonda vanB del par de sondas vanB es tipicamente marcada con una fraccién aceptor
fluorescente correspondiente. El método ademds incluye la deteccién de la presencia o ausencia de FRET entre la
fraccién donador fluorescente de la primera sonda vanB y la fraccién aceptor fluorescente de la segunda sonda vanB.
La presencia de FRET usualmente indica la presencia de uno o mds enterococos resistentes a la vancomicina en la
muestra bioldgica, y la ausencia de FRET usualmente indica la ausencia de enterococos resistentes a la vancomicina
en la muestra bioldgica.

Un par de cebadores vanA incluye un primer cebador vanA y un segundo cebador vanA. El primer cebador vanA
puede incluir la secuencia 5’-CGA GGA CGG ATA CAG GA-3’ (SEQ ID NO: 1), y el segundo cebador vanA puede
incluir la secuencia 5’-CTT ATC ACC CCT TTA ACG C-3’ (SEQ ID NO: 2). Una primera sonda vanA puede incluir
la secuencia 5’-CAA GAT AAC GGC CGC ATT GTA CTG AAC GA-3’ (SEQ ID NO:3), y la segunda sonda vanA
puede incluir la secuencia 5’-GTC AAT ACT CTG CCC GGT TTC AC-3’ (SEQ ID NO:4).

Un par de cebadores vanB/vanB-2 /3 generalmente incluye un primer cebador vanB/vanB-2 /3 y un segundo ceba-
dor vanB/vanB-2/3. Un primer cebador vanB vanB-2 /3 puede incluir la secuencia 5’-GAA GAT ACC GTG GCT CA-
3’ (SEQ ID NO:5), y el segundo cebador vanB/vanB-2 /3 puede incluir la secuencia 5’-GTA CGG AAG AAC TTA
ACG CT-3’ (SEQ ID NO: 6). Una primera sonda vanB/vanB-2 /3 puede incluir la secuencia 5’-GAT CCA CTT CGC
CGA CAA-3’ (SEQ ID NO:7), y la segunda sonda vanB/vanB-2 /3 puede incluir la secuencia 5’-AAA TCA TCC
TCG TTT CCC AT-3’ (SEQ ID NO:8).

Los miembros del par de sondas vanA o sondas vanB/vanB-2 /3 pueden hibridizar entre no mas de dos nucle6ti-
dos del uno al otro, o pueden hibridizar entre no mds de un nucleétido del uno al otro. Una fraccién representativa
donador fluorescente es fluoresceina, y fracciones aceptor fluorescente correspondientes incluyen LC-Red 640, LC-
Red 705, Cy5, y Cy5.5. Adicionales fracciones donador y aceptor fluorescente correspondientes se conocen en el
oficio.

En un aspecto, la etapa de deteccion incluye la excitaciéon de la muestra biolégica a una absorcién de longitud
de onda por la fraccion donador fluorescente y la visualizacion y/o medida de la longitud de onda emitida por la
fraccién aceptor fluorescente (i.e., la visualizaciéon y/o medida FRET). En otro aspecto, la deteccién comprende la
cuantificacion de FRET. En otro aspecto, la etapa de deteccion puede llevarse a cabo después de cada etapa de ciclado
(i.e., en tiempo real).

Generalmente, la presencia de FRET dentro de 50 ciclos (por ejemplo, 30, o 40, ciclos) indica la presencia de uno
0 mds enterococos resistentes a la vancomicina en el individuo. En adicidn, la determinacién de la temperatura de
fusién entre uno o ambas de la(s) sonda(s) vanA(s) y el producto de amplificacién confirma la presencia o la ausencia
de un enterococos resistente a vancomicina, mientras la determinacion de la temperatura de fusion entre uno o ambas
de la(s) sonda(s) vanB/vanB-2 /3 y el producto vanB/vanB-2 /3 de amplificacién también confirma la presencia o la
ausencia del enterococos resistente a vancomicina particular.

Muestras bioldgicas representativas incluyen hisopo anal o perirrectal, muestras de deposicién, sangre, y fluidos
corporales. Los métodos descritos arriba pueden ademads incluir la prevencion, amplificacion de un 4cido nucleico
contaminante. La prevencion de la amplificacién de un acido nucleico contaminante puede incluir la realizacién de la
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etapa de amplificacién en la presencia de uracilo y el tratamiento de la muestra biolégica con uracilo-ADN glicosilasa
antes de la amplificacion.

En adicion, la etapa de ciclado puede llevarse a cabo sobre una muestra control. Una muestra control puede incluir
una molécula de 4cido nucleico vanA, vanB, o vanB-2 /3. Alternativamente, una muestra control puede incluir una
molécula de dcido nucleico a parte de una molécula de dcido nucleico vanA, vanB o vanB-2 /3. Las etapas de ciclado
pueden llevarse a cabo sobre tal muestra control utilizando un par de cebadores control y un par de sondas control.
Los cebadores control y las sondas control son aparte de los cebadores y sondas vanA o vanB/vanB- 2/3. Una o més
de las etapas de amplificacion pueden producir un producto de amplificacién control. Cada una de las sondas control
hibridiza al producto de amplificacién control.

En otro aspecto de la invencién, se proporcionan articulos de produccion.

Los articulos de produccién de la invencion segin se define en las reivindicaciones 21 a 23, 26 y 27 pueden ademas
o alternativamente incluir un par de cebadores vanB/vanB-2 /3; un par de sondas vanB/vanB-2 /3; y una fraccién
donador fluorescente y una fraccién aceptor fluorescente correspondiente. Por ejemplo, el primer cebador vanB/vanB-
2 /3 proporcionado en un kit de la invencién puede incluir la secuencia 5’-gala GAT ACC GTG GCT CA-3’ (SEQ ID
NO: 5), y el segundo cebador vanB/vanB-2 /3 puede incluir la secuencia 5’-GTA CGG AAG AAC TTA ACG CT-3’
(SEQ ID NO: 6). La primera sonda vanB/vanB-2 /3 proporcionada en un kit de la invencién puede incluir la secuencia
5’-GAT CCA CTT CGC CGA CAA-3’ (SEQID NO: 7), y 1a segunda sonda vanB/vanB-2 /3 puede incluir la secuencia
5’-AAA TCA TCC TCG TTT CCC AT-3’ (SEQ ID NO: 8).

Los articulos de la invencién pueden incluir fracciones fluoroféricas para la marcacién de las sondas, o sondas ya
marcadas con fracciones aceptor fluorescente y donador correspondientes. El articulo de produccién también puede
incluir una etiqueta de empaque o instrucciones de empleo que tienen las indicaciones en este para el uso del par de
cebadores vanA y el par de sondas vanA para detectar la presencia o ausencia de uno o mds enterococos resistentes
a la vancomicina en una muestra biolégica, o para el uso del par de cebadores vanB/vanB-2 /3 y el par de sondas
vanB/vanB-2 /3 para detectar la presencia o ausencia de uno o mds enterococos resistentes a la vancomicina en una
muestra biolégica.

En un aspecto, la amplificacién puede emplear una enzima polimerasa que tiene actividad exonucleasa 5’ a 3’. De
esa manera, las fracciones donador fluorescente y aceptor estarfa dentro de mas de 5 nucleétidos del uno al otro cerca
de la longitud de la sonda. En otro aspecto, la sonda vanA incluye una secuencia de 4acido nucleico que permite la
formacion de la estructura secundaria. Tal formacidn de estructura secundaria generalmente resulta en una proximidad
espacial entre la fraccion aceptor fluorescente y la fraccion donador. De acuerdo con este método, la fraccién aceptor
fluorescente es un apaciguador.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta tienen el mismo
significado como cominmente se entiende por alguien de ordinaria habilidad en el oficio al que esta invencién perte-
nece. A pesar de que los métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos pueden ser usados en la
practica o en las pruebas de la presente invencidon, métodos y materiales apropiados se describen abajo. En adicion,
los materiales, métodos, y ejemplos inicamente son ilustrativos y no pretenden ser limitantes. En caso de conflicto, la
presente especificacion, inclusive las definiciones, controlard.

Los detalles de uno o méds modalidades de la invencidn son publicados en la compaiifa de los dibujos y la des-
cripcién abajo. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la invencion se apreciaran en los dibujos y detalles de la
descripcion, y a partir de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos
Figura 1 es una alineacion de las secuencias de 4cido nucleico vanA.
Figura 2 es una alineacion de las secuencias de 4cido nucleico vanB.
Descripcion detallada

Un ensayo PCR a tiempo real, que es mas sensible que los ensayos existentes, se describe en esta para la deteccién
de enterococos resistentes a vancomicina en una muestra bioldgica tal como una muestra fecal. Los cebadores y sondas
para la deteccién de dcidos nucleicos vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 se proporcionan por la invencién, como son articulos
de produccién que contienen tales cebadores y sondas. El ensayo para enterococos resistentes a la vancomicina se
designd para discriminar entre los genotipos vanA, vanB'y vanB-2 /3 basados en una diferencia en la temperatura de
fusion entre un par de sondas vanA y un par de sondas vanB. El incremento de la sensibilidad del ensayo PCR a tiempo
real para la deteccién de dcidos nucleicos de enterococos resistentes a la vancomicina comparado con otros métodos,
asi como las caracteristicas mejoradas de PCR a tiempo real incluyendo la contencidn de la muestra y el tiempo real
de deteccion del producto amplificado, hace factible la implementacion de esta tecnologia para laboratorio clinico
rutinario para la deteccién de enterococos resistentes a la vancomicina.
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El tiempo total para el proceso de una muestra utilizando el ensayo Enteroccocus resistente a la vancomicina
LightCycler™ es menor de 3 horas comparado con 4-7 dias para la deteccién por el cultivo acostumbrado. La inven-
cion tiene el potencial para reemplazar los métodos de cultivo estdndar que requieren de medios exclusivos, pruebas
bioquimicas, y pruebas de susceptibilidad y por consiguiente, resulta en ahorro de costos para las instituciones. Dado
que los clinicos reciben un tnico resultado de la prueba dentro de pocas horas, los procedimientos de aislamiento
apropiados y la terapia antimicrobiana pueden ser casi inmediatamente. El ensayo PCR a tiempo real de Enteroccocus
resistente a la vancomicina rdpido permite a los hospitales tomar las precauciones necesarias con pacientes infecta-
dos con enterococos resistentes a la vancomicina de tal manera que la diseminacién del enterococos resistentes a la
vancomicina a otros pacientes se previene.

Enterococcus spp

Los Enterococcus spp. tienen la caracteristica de ser resistentes a muchos agentes antimicrobianos, que hacen de
ellos formidables agentes patégenos y limita las opciones terapéuticas disponibles para los clinicos. Todos los entere-
cocos son intrinsecamente resistentes a un nimero de antibidticos y exhiben niveles bajos de resistencia a los agentes
B-lactdmicos, los aminoglucésidos, y las lincosamidas. Ellos han adquirido genes de resistencia a todos los agentes
antimicrobianos conocidos, incluyendo los glicopéptidos vancomicina y teicoplanina. Una de las preocupaciones es
la posibilidad de que los genes resistentes a la vancomicina se puedan transferir a otros organismos Gram-positivos,
especialmente Staphylococcus aureus.

Una alineaciéon BLAST de las secuencias vanA no encontrd otros organismos que contengan secuencias similares
a vanA. Una alineacién BLAST de las secuencias vanB mostré que las secuencias vanB se pueden encontrar en
Enterococcus spp. y animal s ies (cria de ternera) de estreptecoco tal como S. gallolyticus y S. infantarius (GenBank
Accesos Nos. AY035705 y Z70527). Otro aislado, S. bovis, también tiene las secuencias que muestran homologia
a las secuencias vanB. Estos aislados de estreptococos aparecen haber adquirido genes de resistencia a vancomicina
enterococcal vanB.

El enterecocos resistente a la vancomicina muestra éptimo crecimiento a 35°C y crecerd en 6.5% de NaCl. Los
enterecocos resistentes a la vancomicina estin capacitados para hidrolizar la esculina. Los enterecocos resistentes a
la vancomicina son selectivamente cultivados sobre agar Enterococosel que contiene 8 ug/ml de vancomicina. La
resistencia del glicopéptido de enterococos resistentes a la vancomicina tiene tres diferentes fenotipos. vanA es el
fenotipo aislado mds frecuentemente con altos niveles de resistencia a vancomicina y teicoplanina. Los fenotipos vanB
(por ejemplo, vanB, o vanB-2/3) tienen resistencia a la vancomicina variable y son susceptibles a la teicoplanina. El
fenotipo vanC tiene niveles bajos de resistencia a la vancomicina y es susceptible a la teicoplanina y por consiguiente
es menos importante para la deteccién por un laboratorio clinico.

Los ensayos PCR-RFLP seguidos por la digestion de restricciéon Msp1 se pueden utilizar para diferenciar el genoti-
po vanA a partir del genotipo vanB. Las cepas vanA tipicamente muestran un alto nivel de resistencia a la vancomicina
(concentracién inhibitoria minima (MIC)> 64 ug/ml). Las cepas vanA también muestran inducible resistencia a la
vancomicina y teicoplanina. Los genes que codifican vanA se localizan sobre un gen mévil transposon o un plasmido,
y son facilmente transferidos por conjugacién. La primera cepa vanA de enterococos resistentes a la vancomicina se
report6 en 1986, y representa aproximadamente el 70% de enterococos resistentes a la vancomicina aislados a partir
de muestras de pacientes. Por otra parte, las cepas vanB muestran resistencia variable a la vancomicina (MIC 4 a >
1024 ug/ml), y muestran resistencia inducible a la vancomicina tnicamente. Los genes que codifican vanB son cro-
mosomaticos y se pueden transferir por conjugacion. Las cepas vanB primero se identificaron en la U.S. en 1987, y
actualmente constituye aproximadamente el 25% de la resistencia a la vancomicina en pacientes aislados.

Acidos nucleicos y oligonucledtidos de enterecocos resistentes a la vancomicina

La invencién provee los métodos para detectar dcidos nucleicos vanA, vanB, y/o van-B 2/3 por amplificacién, por
ejemplo, moléculas de acido nucleicos correspondientes a una porciéon de vanA, vanB, y/o vanB-2 /3. Las moléculas de
acido nucleicos aparte de aquellas ejemplificadas en esta (por ejemplo, aparte de vanA, vanB, y/o vanB-2 /3) también
se pueden usar para detectar enterococos resistentes a la vancomicina en una muestra y se conocen por aquellos de
habilidad en el oficio. Las secuencias de 4cido nucleico vanA, vanB, y vanB-2 /3 han sido descritas (ver, por ejemplo,
GenBank Acceso Nos. M97297, U94528, y U72704). Especificamente, los cebadores y sondas para amplificar y
detectar 4cidos nucleicos de vanA, vanB, y/o vanB-2/3 se proporcionan por la invencién.

Los cebadores que amplifican una molécula de acido nucleico vanA, vanB, y/o vanB-2/3, por ejemplo, dcidos
nucleicos que codifican una porcioén de vanA, vanB, y/o vanB-2/3, se pueden designar utilizando, por ejemplo, un
programa de ordenador tal como OLIGO (Molecular Biology Insights Inc., Cascade, CO). Las caracteristicas impor-
tantes cuando se designan los oligonucledtidos para ser usados como cebadores de amplificacion incluyen, pero no
limitan a, un producto de amplificacién de tamafio apropiado para facilitar la deteccion (por ejemplo, por electrofore-
sis), temperaturas de fusién similares para los miembros de un par de cebadores, y la longitud de cada cebador (i.e.,
los cebadores necesitan tener el largo suficiente para fijacion con la especificidad de la secuencia e iniciar la sintesis
pero no asi de alargado que la fidelidad se reduce durante la sintesis del oligonucleétido). Tipicamente, los cebadores
oligonucleétido tienen 8 a 50 nucledtidos de longitud (por ejemplo, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 0 50 nucledtidos de longitud). “cebadores vanA”, “cebadores vanB”, o “ cebadores vanB2/3”
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como se utiliza en esta se refiere a los cebadores oligonucleétido que fijacion a las secuencias de 4cido nucleico vanA,
vanB, y/o vanB2/3, respectivamente, e iniciar la sintesis de esto bajo condiciones apropiadas.

El disefio de oligonucledtidos para utilizarse como sondas de hibridizacion puede llevarse a cabo de manera similar
al disefio de cebadores, a pesar de que los miembros de un par de sondas preferiblemente fijacién a un producto
de amplificacién dentro de no mds de 5 nucledtidos del uno al otro sobre la misma cadena tal que la transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) pueda ocurrir (por ejemplo, dentro de no mds de 1, 2, 3, o 4
nucledtidos del uno al otro). Este grado minimo de separacién tipicamente trae las respectivas fracciones fluorescentes
en una proximidad suficiente tal que FRET ocurra. Se debe entender, sin embargo, que otras distancias de separacién
(por ejemplo, 6 o mds nucledtidos) son posibles a condicién de que las fracciones fluorescentes estén posicionadas
apropiadamente relativas a cada otra (por ejemplo, con un brazo conector) tal que FRET pueda ocurrir. En adicion, las
sondas se pueden disefiar para hibridizar a los blancos que contienen una mutacién o polimorfismo, por consiguiente
permite la deteccion diferencial de enterococos resistentes a la vancomicina basada en la hibridizacién absoluta de
diferentes pares de sondas correspondientes a cada enterecocos particular para ser distinguido o temperaturas de fusién
diferencial entre, por ejemplo, miembros de un par de sondas y cada producto de amplificacién generado a partir de un
enterococo resistente a la vancomicina. Como con cebadores oligonucleétido, las sondas oligonucleétido usualmente
tienen temperaturas de fusion similares, y la longitud de cada sonda debe ser suficiente para que la hibridizacién
secuencia-especifico ocurra pero no tan larga que la fidelidad se reduzca durante la sintesis. Las sondas oligonucleé6tido
tipicamente tienen de 8 a 50 nucledtidos de longitud (por ejemplo, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 0 50 nucledtidos de longitud). “sondas vanA” como se utiliza en esta se refiere a las sondas
oligonucleétido que especificamente fijacion a los productos de amplificacion vanA. Como se utiliza en esta, “sondas
vanB/vanB-2/3” se refiere a sondas oligonucledtido que fijacién a vanB o vanB-2/3, que se pueden diferenciar basadas
en la temperatura de fusién de las sondas vanB/ vanB-2 /3 con el respectivo producto de amplificacién (i.e., vanB o
vanB-2 /3).

Las construcciones de la invencion incluyen vectores que contienen una molécula de 4cido nucleico vanA, vanB,
y/o vanB-2/3, por ejemplo, un gen vanA, vanB, y/o vanB-2/3, o un fragmento de estos. Las construcciones se pueden
utilizar, por ejemplo, como plantilla control de dcidos nucleicos. Los vectores apropiados para utilizar en la presente
invencién son comercialmente disponibles o se pueden producir por métodos rutinarios en el oficio de tecnologia de
ADN recombinante. Una molécula de 4cido nucleico vanA, vanB, y/o vanB-2/3 se puede obtener, por ejemplo, por
sintesis quimica, clonacién directa a partir de un enterococos resistente a la vancomicina, o por amplificacién PCR.
Una molécula de 4cido nucleico de Enterococcus resistente a la vancomicina o fragmentos de este se pueden manejar
ligado a un promotor u otro elemento regulador tal como una secuencia potenciadora, un elemento de respuesta o un
elemento inducible que modula la expresion de la molécula de dcido nucleico Enterococcus. Como se utiliza en esta,
ligado de manera operable se refiere a la conexién de un promotor y/o otros elementos reguladores a una molécula
de 4cido nucleico Enterococcus de tal manera que permita y/o regule la expresion de la molécula de 4cido nucleico.
Un promotor que normalmente no dirige la expresion de vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 se puede utilizar para conducir
la transcripcién de una molécula de acido nucleico vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 utilizando, por ejemplo una polimerasa
viral, una polimerasa bacterial, o una polimerasa ARN eucariota. De manera alterna, un promotor nativo vanA, vanB,
y/o vanB-2/3 se puede utilizar para conducir la transcripcién de una molécula de acido nucleico vanA, vanB, y/o
vanB-2 /3 utilizando, por ejemplo, una polimerasa ARN E. coli o una polimerasa ARN huésped. En adicién, ligado
de manera operable se puede referir a una conexién apropiada entre un promotor vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 u otro
elemento regulador a una secuencia heteréloga codificada (i.e., una secuencia codificada no-vanA, -vanB, y/o -vanB-
2/3, por ejemplo un gen reportero) de tal manera para permitir la expresion de la secuencia heter6loga codificada.

Las construcciones apropiadas para utilizar en los métodos de la invencién tipicamente incluyen, en adicién a una
molécula de 4cido nucleico vanA, vanB, y/o vanB 2 /3, 1as secuencias que codifican un marcador genético (por ejemplo,
un gen con resistencia a antibidticos) para la seleccion se construcciones y/o transformantes deseados, y un origen de
replicacion. La seleccion de un sistema vector usualmente depende de varios factores, incluyendo, pero no limitando
a, la seleccion de células huésped, eficiencia de replicacion, capacidad seleccionable, inducible, y la facilidad de la
recuperacion.

Las construcciones de la invencién que contienen una molécula de 4cido nucleico vanA, vanB, y/o vanB-2/3 se
pueden propagar en una célula huésped. Como se utiliza en esta, el término célula huésped se entiende que incluye
procariotas y eucariotas. Las procariotas huésped pueden incluir E. coli, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens
y Bacillus subtilis. Las eucariotas huésped incluyen levaduras tal como S. cerevisiae, S. pombe, y Pichia pastoris,
células de mamifero tal como células COS o células de ovario de hamster Chino (CHO), células de insecto, y células
de plantas tal como Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum. Una construccién de la invencion se puede introducir
en una célula huésped utilizando cualquiera de las técnicas cominmente conocidas por aquellos de ordinaria habilidad
en el oficio. Por ejemplo, precipitacion de fosfato de calcio, electroporacidn, tes de choque térmico, lipofeccion,
microinyeccién, y transferencia de dcido nucleico viral-mediado son métodos comunes para la introduccién de dcidos
nucleicos en células huésped. En adicién, E1 ADN desnudo se puede entregar directamente a las células (ver, por
ejemplo, Patente U.S. Nos. 5, 580,859 y 5, 589,466).

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La Patente U.S. Nos. 4, 683,202, 4, 683,195, 4, 800,159, y 4, 965,188 revela técnicas PCR convencionales. Una
PCR tipicamente emplea dos oligonucledtido cebadores que se unen a una plantilla de 4cido nucleico seleccionada
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(por ejemplo, ADN o ARN). Los cebadores ttiles en la presente invencién incluyen oligonucleétidos capaces de actuar
como puntos de iniciacion de la sintesis de 4cido nucleico dentro de una secuencia de dcido nucleico de enterococos
resistentes a la vancomicina. Un cebador se puede purificar a partir de una digestién de restriccidén por métodos con-
vencionales, o se puede producir sintéticamente. Un cebador es preferiblemente monocatenario para una eficiencia
maxima en amplificacién, pero un cebador puede ser bicatenario. Los cebadores bicatenarios primero son desnaturali-
zados, i.e., tratados para separar las cadenas. Un método de desnaturalizacién de dcidos nucleicos bicatenarios es por
calentamiento.

El término “polimerasa termoestable” se refiere a una enzima polimerasa que es estable al calor, i.e., la enzima
cataliza la formacién de productos de extensioén del cebador complementario a una plantilla y no se desnaturaliza
irreversiblemente cuando se somete a temperaturas elevadas por el tiempo necesario para efectuar la desnaturalizacién
de la plantilla de acidos nucleicos bicatenarios. Generalmente, la sintesis se inicia en el terminal 3’ de cada cebador y
continta en la direccién 5° a 3’ a lo largo de la plantilla de la cadena de ADN. Las polimerasas termoestables han sido
aisladas de Thermus flavus, T. ruber, T. thermophilus, T aquaticus, T. lacteus, T. rubens, Bacillus stearotromophilus,
y Methanotromus fervidus. No obstante, las polimerasas que no son termoestables también se pueden emplear en la
PCR a condicién de que la enzima se surta de nuevo.

Si la plantilla de 4cido nucleico es bicatenaria, es necesario separar las dos cadenas antes de que se pueda utilizar
como un plantilla en PCR. La separacién de la cadena se puede acompafiar por cualquier método de desnaturalizacién
apropiado incluyendo medios fisicos, quimicos o enzimdticos. Un método de separacién de las cadenas de dcido
nucleico involucra el calentamiento del dcido nucleico hasta que este sea predominantemente desnaturalizado (por
ejemplo, desnaturalizado méas del 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95%). Las condiciones de calentamiento necesarias
para la desnaturalizacion de la plantilla de acido nucleico dependeran, por ejemplo, de la concentracién de la sal de
la solucién reguladora y la longitud y composicién del nucledtido de los dcidos nucleicos que son desnaturalizados,
pero tipicamente fluctia desde aproximadamente 90°C a aproximadamente 105°C durante un tiempo que depende
de las caracteristicas de la reaccién, tal como la temperatura y la longitud del dcido nucleico. La desnaturalizacién
tipicamente se llevo a cabo durante aproximadamente 0 seg a 4 min.

Si el 4cido nucleico bicatenario se desnaturaliza por calor, la mezcla de reaccién se deja enfriar a una temperatura
que estimula fijacion de cada cebador a su secuencia blanco en el 4dcido nucleico de enterococos resistentes a la van-
comicina. La temperatura para la fijacién usualmente es desde aproximadamente 35°C a aproximadamente 65°C. La
mezcla de reaccidn luego se ajusta a una temperatura a la cual la actividad de la polimerasa se promueve u optimiza,
por ejemplo, una temperatura suficiente para que la extension ocurra desde el fija al cebador para generar los produc-
tos complementarios a la plantilla 4dcido nucleico. La temperatura deberia ser suficiente para sintetizar una producto
de extensién de cada cebador que se fija a una plantilla de dcido nucleico, pero no deberia ser tan alta como para
desnaturalizar un producto de extension desde su plantilla complementaria. La temperatura generalmente oscila desde
aproximadamente 40°C a 80°C.

Los ensayos PCR pueden emplear un plantilla de 4cido nucleico tal como ADN o ARN, incluyendo ARN men-
sajero (mARN). La plantilla de dcido nucleico no necesita ser purificada; esta pude tener una fraccién menor de una
mezcla compleja, tal como dcido nucleico de Enterococcus resistente a la vancomicina contenido en células humanas.
El ADN o ARN se puede extraer de cualquier muestra biol6gica tal como deposicidn, hisopos anal o perirrectal, o flui-
dos corporales (por ejemplo, sangre u orina) mediante técnicas rutinarias tales como aquellas descritas en Diagnostic
Molecular Microbiology: Principles and Applications (Persing et al. (eds), 1993, American Society for Microbiology,
Washington D.C). Los 4cidos nucleicos vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 para ser utilizados como controles se pueden ob-
tener de cualquier nimero de fuentes, tal como plasmidos, o fuentes naturales incluyendo bacterias, levaduras, virus,
organelos, u organismos mds grandes tales como plantas o animales.

Los cebadores oligonucleétido se combinaron con otros reactivos PCR bajo las condiciones de reaccién que in-
ducen la extensién del cebador. Por ejemplo, reacciones de extension en cadena generalmente incluyen KCl 50 mM,
Tris-HC1 10 mM (pH 8.3), MgCl, 1.5 mM, 0.001% (w/v) de gelatina, 0.5-1.0 ug de plantilla de ADN desnaturalizada,
50 pmoles de cada oligonucleétido cebador, 2.5 U de Taq polimerasa, y 10% de DMSO. Las reacciones usualmente
contienen 150 a 320 uM cada de dATP, dCTP, dTTP, dGTP, o uno o mas analogos de estos. En ciertas circunstancias,
300 a 640 uM de dUTP pueden ser sustituidos por dTTP en la reaccioén.

Las cadenas sintetizadas recientemente a partir de una molécula bicatenaria que se pueden utilizar en las etapas
que suceden en la reaccién. Las etapas de separacion en cadena, fijacion, y la elongacién se pueden repetir cuando se
necesite para producir la deseada cantidad de amplificacién de los productos correspondientes a la molécula de acido
nucleico de enterococos resistentes a la vancomicina blanco. Los factores limitantes en la reaccién son las cantidades
de cebadores, la enzima termoestable, y los trifosfatos nucleosidos presentes en la reaccion. Las etapas de ciclado (i.e.,
amplificacion e hibridizacién) preferiblemente se repiten al menos una vez. Para utilizar en la deteccion, el nimero
de etapas de ciclado dependerd, por ejemplo, de la naturaleza de la muestra. Si la muestra es una mezcla compleja de
acidos nucleicos, pueden ser requeridas mas etapas de ciclado para amplificar suficiente la secuencia blanco para la
deteccion. Generalmente, las etapas de ciclado se repiten al menos aproximadamente 20 veces, pero se pueden repetir
tanto como 40, 60, o ain 100 veces.
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Energia de Transferencia por resonancia de fluorescencia (FRET)

La tecnologia FRET (ver, por ejemplo, Patente U.S. Nos. 4, 996,143, 5, 565,322, 5, 849,489, y 6, 162,603) se
basa en el hecho de que cuando un donador y una fraccién aceptor fluorescente correspondiente se sitdan dentro
de una cierta distancia uno del otro, la energia de transferencia tiene lugar entre las dos fracciones fluorescentes
que pueden ser visualizadas o de otra manera detectadas y/o cuantificadas. Como se utiliza en esta, dos sondas de
oligonucleétidos, cada una conteniendo una fraccién fluorescente, puede hibridizar a un producto de amplificacién en
posiciones particulares determinadas por la complementariedad de las sondas oligonucleétido para secuencia de dcido
nucleico blanco de los enterococos resistentes a la vancomicina. Una seflal FRET se genera, bajo la hibridizacién de
las sondas oligonucleétido del producto de amplificacion en las posiciones apropiadas.

El andlisis fluorescente se puede llevar a cabo utilizando, por ejemplo, un sistema de microscopio epifluorescente
de contador de foton (que contiene el apropiado espejo dicroico y filtros para el monitoreo de emision fluorescente en
un rango particular), un sistema fotomultiplicador con contador de fotén o un fluorémetro. La excitacién para iniciar la
energia de transferencia se puede llevar a cabo con un l14ser de argén ionizado, una ldmpara de arco de mercurio (Hg)
de alta intensidad, una fuente de luz de fibra 6ptica, u otra fuente de luz de alta intensidad apropiadamente filtrada por
excitacién en el rango deseado.

Como se utiliza en esta con respecto a un donador y a las fracciones fluorescentes aceptor correspondientes,
“correspondiente” se refiere a una fraccién aceptor fluorescente que tiene un espectro de emision que traslapa el
espectro de excitacion de la fraccién donador fluorescente. La longitud de onda médxima del espectro de emision de la
fraccién aceptor fluorescente preferiblemente deberia ser al menos 100 nm mayor que la longitud de onda médxima del
espectro de excitacion de la fracciéon donador fluorescente. Por consiguiente, la transferencia de energia eficiente no-
radiactiva se puede producir entre ellos.

Las fracciones donador y aceptor fluorescentes correspondientes generalmente se seleccionan por (a) transferencia
de energia Forster de alta eficiencia; (b) un cambio Stokes final grande (> 100 nm); (c) cambio de la emisién hasta
el punto posible en la porcién roja del espectro visible (> 600 nm); y (d) cambio de la emisién a una longitud de
onda mayor que la de la emisién fluorescente del agua Raman producida por la excitacién en la longitud de onda
de excitacion del donador. Por ejemplo, una fraccién donador fluorescente se puede seleccionar para que tenga su
excitacién maxima cerca a la linea de laser (por ejemplo, Helio-Cadmio 442 nm o Argén 488 nm), un coeficiente de
extincién alto, un limite cudntico alto, y un buen traslapo de su emision fluorescente con el espectro de excitacion de la
fraccién aceptor fluorescente correspondiente. Una fraccidn aceptor fluorescente correspondiente se puede seleccionar
para que tenga un coeficiente de extincidn alto, un limite cudntico alto, un buen traslapo de su excitacion con la emisién
de la fraccién donador fluorescente, y emision en la parte roja del espectro visible (>600 nm).

Las fracciones donador fluorescentes representativas que se pueden utilizar con varias fracciones aceptor fluores-
cente en la tecnologia FRET incluye fluoresceina, amarillo de Lucifer, B-ficoeritrina, 9-acridineisotiocianato, Luci-
fer Yellow VS, 4-acetamido- 4’-isotiocianatostilbene-2,2’-acido disulfénico, 7-dietilamino-3-(4’-isotiocianatofenil)-
4-metilcumarina, succinimidil 1-pirenobutirato, y derivados 4-acetamido-4’-isotiocianatostilbene-2,2’-acido disulfé-
nico. Las fracciones aceptor fluorescente representativas, que dependen de la fraccién donador fluorescente utilizada,
incluye LC™-Red 640, LC™-Red 705, CyS5, Cy5.5, Lisamina rodamina B sulfonil cloruro, isocianato tetrametil de
rodamina, rodamina x isotiocianato, eritrosina isotiocianato, fluoresceina, pentaacetato de dietilentriamina u otros que-
latos de iones Lantanidos (por ejemplo, Europio, o Terbio). Las fracciones donador y aceptor fluorescentes se pueden
obtener, por ejemplo, de Sondas Moleculares (Junction City, OR) o Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Las fracciones donador y aceptor fluorescente se pueden unir a la apropiada sonda oligonucleétido via un brazo de
enlace. La longitud de cada brazo de enlace puede ser importante, segtin los brazos de enlaces afectardn la distancia
entre las fracciones donador y aceptor fluorescentes. La longitud de un brazo de enlace para los propésitos de la
presente invencién es la distancia en Angstroms (A) del nucleétido base a la fraccién fluorescente. En general, un
brazo de enlace es desde aproximadamente 10 a aproximadamente 25 A. El brazo de enlace puede ser de la clase
descrita en WO 84/03285. WO 84/03285 también revela los métodos para unir los brazos de enlaces a los nucleétidos
base particulares, y también para unir las fracciones fluorescentes a un brazo de enlace.

Una fraccién aceptor fluorescente tal como un LC™-Red 640-NHS-éster se puede combinar con C6-fosforamidi-
tas (disponible de ABI (Foster City, CA) o Glen Research (Sterling, VA)) para producir, por ejemplo, LC™-Red 640-
fosforamidita. Con frecuencia se utilizan conectores para acoplar una fracciéon donador fluorescente tal como fluo-
resceina a un oligonucledtido incluidos los conectores tiourea (FITC-derivado, por ejemplo, fluoresceina-CPG’s de
Glen Research o ChemGene (Ashland, MA)), amida-conectores (fluoresceina-NHS-éster-derivado, tales como fluo-
resceina-CPG de BioGenex (San Ramon, CA)), o 3’- amino-CPG’s que requiere el acoplamiento de una fluoresceina-
NHS-éster después de la sintesis del oligonucleétido.

Deteccion de enterococos resistentes a la vancomicina

En el laboratorio del hospital, el cultivo rutinario para la deteccién de Enterococcus resistente a la vancomicina de
deposiciones o hisopos anales utilizando un medio selectivo es un método confiable pero puede requerir hasta 4 - 7 dias
para la identificacion. Los métodos de cultivo también demandan tiempo y son costosos para los laboratorios que rea-
lizan un gran nimero de muestras. Para la recuperacién de enterococos resistentes a la vancomicina en el laboratorio,
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se utiliza, un medio selectivo que contiene vancomicina a una concentracién de 8 pg/ml en agar. Este medio también
contiene bilis esculina, que se hidroliza para dar un color negro-marrén a las colonias Enterococcus. La identificacién
de colonias sospechosas y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se llevaron a cabo sobre Enterococcus spp., lo
cual también puede tomar varios dias para realizarse.

La invencién proporciona los métodos para la deteccion de la presencia o ausencia de uno o més enterecocos resis-
tentes a la vancomicina en una muestra bioldgica de un individuo. Métodos suministrados por la invencién evitan los
problemas de contaminacién de la muestra, falsos negativos y falsos positivos. Los métodos incluyen la realizacién de
al menos una etapa de ciclado que incluye la amplificacién y la hibridizacién. Una etapa de amplificacién incluye el
contacto de la muestra biol6gica con un par de cebadores vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 para producir un producto de am-
plificacion, si las moléculas de 4cido nucleicos de uno o mds enterecocos resistentes a la vancomicina estdn presentes
en la muestra. Cada uno de los cebadores vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 fijaciones a un blanco dentro o adyacente a una
molécula de dcido nucleico vanA, vanB, y/o vanB-2 /3, respectivamente, tal que al menos una porcién del producto
de amplificacién contiene la secuencia de dcido nucleico correspondiente al respectivo dcido nucleico de enterococos
resistentes a la vancomicina, y, mds apreciablemente, tal que el producto de amplificacion contiene las secuencias de
dcido nucleico que son complementarias a las sondas vanA, vanB, y/o vanB-2 /3. Una etapa de hibridizacién incluye el
contacto de la muestra con un par de sondas vanA, vanB, y/o vanB2/3. Generalmente, los miembros del par de sondas
vanA, vanB, ylo vanB-2 /3 hibridizan al apropiado producto de amplificacién dentro de no mds de cinco nucleétidos del
uno al otro. De acuerdo con la invencién, una primera sonda vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 del par de sondas vanA, vanB,
y/o vanB-2 /3, respectivamente, se marca con una fracciéon donador fluorescente y una segunda sonda vanA, vanB,
y/o vanB-2/3 del par de sondas vanA, vanB, y/o vanB-2 /3, respectivamente, se marca con una fraccién aceptor fluo-
rescente correspondiente. EI método ademads incluye deteccion de la presencia o ausencia de FRET entre la fraccién
donador fluorescente de la primera sonda vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 y la fraccién aceptor fluorescente correspondiente
de la segunda sonda vanA, vanB, y/o vanB-2 /3. Miltiples etapas de ciclado pueden llevarse a cabo, preferiblemente
en un termociclador. Los métodos descritos arriba para deteccion de Enterococcus resistente a la vancomicina en una
muestra bioldgica utilizando cebadores y sondas dirigidos hacia vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 también puede llevarse a
cabo utilizando otras sondas y cebadores de gen-especifico de Enterococcus resistente a la vancomicina.

Como se utiliza en esta, “la amplificacién” se refiere a los procesos de sintetizacién de moléculas de acido nuclei-
cos que son complementarias a una o ambas cadenas de una plantilla de dcido nucleico (por ejemplo, moléculas de
dcido nucleico de vanA, vanB, y/o vanB-2/3). La amplificaciéon de una molécula de 4cido nucleico tipicamente incluye
desnaturalizacién de la plantilla de dcido nucleico, fijacién de cebadores a la plantilla de 4cido nucleico a una tempera-
tura que estd debajo de las temperaturas de fusién de los cebadores, y enzimaticamente la elongacién de los cebadores
para generar un producto de amplificacion. Las etapas de desnaturalizacidn, fijacion y elongacién cada una pueden
llevarse a cabo una vez. Generalmente, sin embargo, las etapas desnaturalizacién, fijacién y elongacién se llevaron a
cabo multiples veces tal que la cantidad del producto de amplificacién se incrementa, frecuentemente exponencial-
mente, a pesar de que la amplificacién exponencial no se requiere mediante los métodos presentes. La amplificacién
tipicamente requiere la presencia de deoxirribonucledtidos trifosfatos, una enzima polimerasa de ADN (por ejemplo,
Platinum® Taq) y una solucién reguladora apropiada y/o co-factores para actividad de la enzima polimerasa éptima
(por ejemplo, MgCl, y/o KCI).

Si la amplificacién del acido nucleico de enterococos resistentes a la vancomicina ocurre y un producto de amplifi-
cacion se produce, la etapa de hibridizacion resulta en una sefial detectable basada en FRET entre los miembros del par
de sondas. Como se utiliza en esta, “hibridizacién” se refiere a la fijacion de sondas a un producto de amplificacién.
Las condiciones de hibridizacién tipicamente incluyen una temperatura que estd debajo de la temperatura de fusién de
las sondas pero que evita la hibridizacién no-especifica de las sondas.

Generalmente, la presencia de FRET indica la presencia de enterococos resistentes a la vancomicina en la muestra
bioldgica, y la ausencia de FRET indica la ausencia de un enterococos resistentes a la vancomicina en la muestra
bioldgica. La coleccién de la muestra inadecuada, retraso en el transporte, condiciones de transporte inapropiados, o
el uso de cierta coleccién de hisopos (por ejemplo, alginato de calcio o un cubo de aluminio) son todas las condiciones
que pueden afectar el éxito y/o exactitud del resultado de la prueba, sin embargo. Utilizando los métodos revelados
en esta, la deteccién de FRET dentro de 45 etapas de ciclado es indicativo de uno o mds enterococos resistentes a la
vancomicina.

Muestras bioldgicas representativas que se pueden utilizar en la prictica de los métodos de la invencion incluyen
hisopos anales o perirrectal, muestras de deposiciones, sangre, o fluidos corporales. Los métodos de coleccion y
almacenaje de muestra bioldgica se conocen por aquellos de habilidad en el oficio. Las muestras bioldgicas se pueden
procesar (por ejemplo, por métodos estdndar de extraccién de dcido nucleico y/o el uso de kits comerciales) para
liberar el 4cido nucleico que codifica la resistencia a la vancomicina o, en algunos casos, la muestra bioldgica se
contacta directamente con los componentes de la reaccién PCR y los oligonucledtidos apropiados.

El anélisis de la curva de fusién es una etapa adicional que puede ser incluida en un perfil de ciclado. El andlisis de
la curva de fusidn se basa en el hecho de que el ADN se funde a una temperatura caracteristica llamada la temperatura
de fusion (Tm), que se define como la temperatura a la cual la mitad de los ADN duplex se han separado en cadenas
sencillas. La temperatura de fusiéon de un ADN depende primariamente de su composicién de nucledtido. De tal
manera, las moléculas de ADN ricas en nucleétidos G y C tienen una Tm mayor que aquella que tiene una abundancia
de los nucleédtidos A y T. Mediante la deteccion de la temperatura a la cual, la sefial se pierde, la temperatura de fusién
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de sondas se puede determinar. De modo semejante, mediante la deteccién de la temperatura a la cual, la sefial se
genera, la temperatura de fijacion de las sondas puede ser determinada. La(s) temperatura(s) de fusién(s) de las sondas
vanA, vanB, y/o vanB- 2/3 del respectivo producto de amplificacién, respectivamente, pueden confirmar la presencia
de uno o mds enterecocos resistentes a la vancomicina en la muestra.

Dentro de cada corrida en el termociclador, muestras control también pueden ser cicladas. La plantilla de 4ci-
do nucleico control se puede amplificar a partir de una muestra control positiva (por ejemplo, plantilla diferente de
vanA, vanB, y/o vanB-2/3) utilizando, por ejemplo, cebadores control y sondas control. Las muestras control positivas
también se pueden utilizar para amplificar, por ejemplo, una construccién del pldsmido que contiene una molécula
de 4cido nucleico de enterococos resistentes a la vancomicina. Tal plasmido control se puede amplificar internamente
(por ejemplo, dentro de cada muestra bioldgica) o en corridas de muestras separadas lado a lado con las muestras de
los pacientes. Cada corrida del termociclador también deberia incluir un control negativo que, por ejemplo, carece de
la plantilla de 4cido nucleico de enterococos resistentes a la vancomicina. Tales controles son indicadores del éxito
o la falla de la amplificacidn, hibridizacién, y/o reaccién FRET. Por consiguiente, las reacciones control se pueden
determinar con facilidad, por ejemplo, La capacidad de cebadores para fijacion con la secuencia-especificidad e iniciar
la elongacion, asf como la capacidad de las sondas para hibridizar con la secuencia-especificidad y para que FRET
ocurra.

En una modalidad, los métodos de la invencién incluyen etapas para evitar la contaminacién. Por ejemplo, un
método enzimdtico utilizando uracilo-ADN glicosilasa se describe en la Patente U.S. Nos. 5,035,996, 5,683,896 y
5,945,313 para reducir o eliminar la contaminacién entre una corrida del termociclador y la siguiente. En adicion,
practicas y procedimientos estdndar de contencién del laboratorio son deseables cuando se realizan los métodos de la
invencién. Las practicas y procedimientos de contencién incluyen, pero no limitan a, areas de trabajo separadas para
las diferentes etapas de un método, campana de contencién, boquilla de pipeta como barrera filtro y pipetas dedicadas
de desplazamiento de aire. Las practicas y procedimientos de contencién consistentes por el personal son deseables
para la exactitud en la manipulacién de muestras clinicas en un laboratorio de diagndstico.

Los métodos PCR convencionales en conjuncién con la tecnologia FRET se pueden utilizar para practicar los
métodos de la invencién. En una modalidad, se utiliza un instrumento LightCycler™. Una descripcion detallada del
Sistema LightCycler™ y del tiempo real y en linea del monitoreo de PCR se puede encontrar en http://biochem.roche.
com/lightcycler. Las siguientes aplicaciones de la patente describen un PCR a tiempo real como se utiliza en la tecnolo-
gia LightCycler™: WO 97/46707, WO 97/46714 y WO 97/46712. El instrumento LightCycler™ es un termociclador
rdpido combinado con un fluorémetro de microvolumen utilizando 6pticas de alta calidad. Esta técnica de termocicla-
do rapido utiliza cubetas de vidrio delgado como recipientes de reaccidn. El calentamiento y enfriamiento de la cdmara
de reaccion son controlados alternando el aire caliente y ambiente. Debido a la baja masa de aire y la alta relacién del
area superficial en el volumen de las cubetas, las ratas de intercambio de temperatura muy rapidas se pueden conseguir
dentro de la cdmara térmica del LightCycler™. La adicién de tintes fluorescentes seleccionados para los componentes
de reaccion permite que el PCR sea monitoreado en tiempo real y en linea. Adicionalmente, las cubetas sirven como
un elemento Optico para la coleccion de la sefial (similar a fibra de vidrio dpticas), la concentracién de la sefial en la
boquilla de las cubetas. El efecto es eficiente iluminacién y monitoreo fluorescente de las muestras microvolumen.

El carrusel LightCycler™ que aloja las cubetas se puede retirar del instrumento. Por consiguiente, las muestras
se pueden cargar fuera del instrumento (en un Recinto Limpio de PCR, por ejemplo). En adicién, esta caracteristica
permite que el carrusel de la muestra se pueda limpiar y esterilizar ficilmente. El fluorémetro, como parte del equipo de
LightCycler™, aloja la fuente de luz. La luz emitida se filtra y enfoca mediante unos lentes de epi-iluminacién sobre la
parte superior de las cubetas. La luz fluorescente emitida de la muestra luego se enfoca por los mismos lentes, pasados
a través de un espejo dicroico, filtrada apropiadamente, y enfocada en recoleccion de datos fotohibridos. La unidad
optica actualmente disponible en el instrumento LightCycler™ (Catdlogo No. 2011 468) incluye tres filtros pasa-
banda (530 nm, 640 nm, y 710 nm), proporcionando una deteccion de tres-colores y varias opciones de adquisicién
de fluorescencia. Las opciones de coleccidn de datos incluyen el monitoreo una vez por etapa de ciclado, adquisicién
de una sola-muestra completamente seguido por el andlisis de la curva de fusidn, seguido por el muestreo (en el cual
la frecuencia de muestreo depende del nimero de muestra) y/o medida paso a paso de todas las muestras después de
definido el intervalo de temperatura.

El LightCycler™ se puede operar utilizando un estacion de trabajo PC y se utiliza un sistema operativo Windows
NT. Las sefales de las muestras se obtienen como las posiciones de la maquina de los vasos capilares secuencialmente
sobre la unidad éptica. El software puede presentar las sefiales de fluorescencia en tiempo real inmediatamente después
de cada medida. El tiempo de adquisicién de fluorescencia es 10-100 msec. Después de cada etapa de ciclado, una
pantalla de fluorescencia cuantitativa vs. El nimero de ciclo puede estar continuamente actualizado para todas las
muestras. Los datos generados se pueden almacenar para un andlisis posterior.

Un formato de tecnologia FRET comiin utiliza dos sondas de hibridizacién. Cada sonda puede ser marcarda con
una fraccién fluorescente diferente y las dos sondas generalmente se planean para hibridizar en proximidad cercana
a cada una en una molécula de ADN blanco (por ejemplo, un producto de amplificacién). A modo de ejemplo, una
fraccién donador fluorescente tal como fluoresceina se puede excitar a 470 nm por la fuente de luz del Instrumen-
to LightCycler™. Durante FRET, la fluoresceina transfiere su energia a una fraccion aceptor fluorescente tal como
LightCycler™-Red 640 (LC™-Red 640) o LightCycler™-Red 705 (LC™-Red 705). La fraccién aceptor fluorescente
luego emite la luz de una longitud de onda mayor (por ejemplo, 640 nm o 705 nm, respectivamente), que se detecta
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por el sistema de 6ptico del instrumento LightCycler™. Otras fracciones donador fluorescentes y aceptor correspon-
diente apropiadas para utilizar en la invencién se describen arriba. Una eficiente FRET dnicamente puede tomar lugar
cuando las fracciones fluorescentes estan en proximidad local directa (por ejemplo, dentro de 5 nucleétidos del uno
al otro segtin se describe arriba) y cuando el espectro de emision de la fracciéon donador fluorescente traslapa con el
espectro de absorcién de la fraccion aceptor fluorescente. La intensidad de la sefial emitida se puede correlacionar con
el nimero de moléculas de ADN blanco original (por ejemplo, el nimero de enterococos resistentes a la vancomicina).

Articulos de produccion

La invencién proporciona ademads los articulos de produccién para detectar los enterococos resistentes a la vanco-
micina. Un articulo de produccién de acuerdo con la presente invencion puede incluir cebadores y sondas utilizados
para detectar los 4cidos nucleicos a partir de los enterococos resistentes a la vancomicina, junto con el material de
empaque apropiado. Cebadores y sondas representativos proporcionados en un kit para la deteccién de Enterococcus
resistente a la vancomicina pueden ser complementarios a las moléculas de acidos nucleicos vanA, vanB, y/o vanB-
2/3. Los métodos de disefio de cebadores y sondas son revelados en esta, y se proporcionan ejemplos representativos
de cebadores y sondas que amplifican e hibridizan a las moléculas de acido nucleicos vanA, vanB, y/o vanB-2 /3.

Los articulos de produccién de la invencién también pueden incluir uno o mds fracciones fluorescentes para la
marcacion de sondas o, alternativamente, las sondas suministradas con el kit pueden ser marcadas. Por ejemplo, un
articulo de produccion de la invencion puede ademads incluir una fraccién donador fluorescente para la marcacion de
una de las sondas vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 y una fraccién aceptor fluorescente correspondiente para la marcacién
de la otra sonda vanA, vanB, y/o vanB-2 /3, respectivamente. Ejemplos de fracciones fluorescentes donador FRET
apropiadas y las correspondientes fracciones aceptor fluorescente se proporcionan en ésta.

Articulos de produccién de la invencién también pueden contener un inserto empacado que tiene las instrucciones
en este para el uso de pares de cebadores vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 y sondas vanA, vanB, y/o vanB-2 /3 para detectar
el Enterococcus resistente a la vancomicina en una muestra biolégica. Los articulos de produccién adicionalmente
puede incluir reactivos para realizar los métodos revelados en esta (por ejemplo, soluciones reguladoras, enzimas
polimerasas, co-factores, o agentes para prevenir la contaminacion). Tales reactivos pueden ser especificos para uno
de los instrumentos disponibles comercialmente descritos en esta.

La invencién adicionalmente serd descrita en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencién
descrito en las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de la Muestra

Cien aislados clinicos de Enterococcus (E. casseliflavus/f lavescens [n=10], E. faecalis [n=34], E. faecium [n=43],
E. avium [n=1], E. gallinarum [n=11], y E. raffinosus [n=1]) se sembraron sobre placas con agar de sangre y se eva-
luaron para la presencia de genes vanA, vanB, y vanB 2/3 utilizando un ensayo enteroccos resistente a la vancomicina
LightCycler™ répido. El ensayo de enterecocos resistente a la vancomicina LightCycler™ diferencia los tres genes
van basados en el rango de temperatura sobre los cuales las sondas de hibridizacién se funden a partir del ADN blanco
(por ejemplo, segun se determina por una curva de fusién). Los resultados generaron el uso del ensayo LightCycler™
de enterecocos resistente a la vancomicina se compararon con aquellos obtenidos del uso de un ensayo PCR-RFLP
multiple (Patel et al., 1997, J. Clin. Microbiol., 35:703) y la prueba de susceptibilidad antimicrobiana de una dilucién
de agar siguiendo las lineas directivas corrientes del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS
Documento M7-A3, 1993. 57 de los 100 aislados fueron negativos para genes van y 43 fueron positivos (11 vanA; 11
vanB; 21 vanB-2 /3) por el ensayo LightCycler™ de enterecocos resistente a la vancomicina y el ensayo PCR-RFLP
(11 vanA; 32 vanB). Los valores MIC para los aislados positivos vanA, vanB, y vanB-2 /3 fueron todos resistentes a la
vancomicina a > 64 ug/ml. Los valores MIC para todos los otros aislados fueron susceptibles a la vancomicina a <8
ug/ml.

Para cada cultivo de la muestra, un tubo de tapa rosca de 2.0 ml se marc6, y 300 ul de agua se pipetearon dentro
de cada tubo. Tres a cinco colonias a partir de la placa se retiraron con un asa estéril y se colocaron dentro de agua. El
tubo se colocé en el vortex para mezclar. El tubo se colocé a 100°C por 10 min. y se centrifugd a 1000 xg por 1 min.

Se colectaron cuatrocientos noventa y siete hisopos anales a partir de pacientes hospitalizados, se evaluaron para
la presencia de genes vanA, vanB y vanB-2 /3 mediante el ensayo LightCycler™ de enterococos resistentes a la
vancomicina y por métodos de cultivo convencionales. 482 de las 497 muestras fueron negativas para los genes van
y 12 fueron positivas (9 vanA; 0 vanB; 3 vanB-2 /3) mediante el ensayo enterococos resistentes a la vancomicina
LightCycler™ vy la seleccién del cultivo convencional utilizando una placa Enterococosel de 8 ug/ml. Los valores
MIC para los aislados positivos vanA y vanB fueron todos resistentes a la vancomicina a >64 ug/ml. Los valores MIC
para todos los otros aislados fueron susceptibles a la vancomicina a <8 pg/ml. Unas 21 muestras adicionales (4 vanA;
5 vanB; 12 vanB-2 /3) fueron positivas mediante el ensayo enterococos resistentes a la vancomicina Lightcycler™
pero fueron negativas por cultivo. Tres de estas muestras de pacientes se cultivaron positivos con una recoleccién
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de hisopo repetida. Seis de las muestras positivas se separaron de muestras de los mismos pacientes. Debido al gran
nimero de genotipos vanB fallados por el cultivo y recogidos con el ensayo enterococos resistentes a la vancomicina
LightCycler™, la concentracién de vancomicina en las placas Enterococosel se disminuy6 a 6 pg/ml, la cual, es la
usual en el laboratorio estdndar (Manual de Clinical Microbiology, 7th Ed., 1999).

Para cada muestra de paciente obtenida a partir de unos hisopos anales o deposiciones, se marcé un tubo de tapa
rosca de 2.0 ml con una etiqueta de acceso. Se pipetearon 300 ul de agua dentro de cada tubo. 1 vial de 0.1 mm de
cuentas de circonio (Daigger & Co., Inc.) se adicioné a cada tubo. El hisopo se enjuago en el agua y las cuentas.
Cualquier liquido remanente en el hisopo se expresa contra el lateral del tubo. Los tubos se colocaron dentro del
equipo FastPrep y se procesaron a una velocidad de 6.0 por 30 seg. Luego los tubos se centrifugaron en una centrifuga
de mesa a 20,800 xg por 1 min.

Para la extraccién de dcido nucleico a partir de una muestra anal o de deposicion, se adicionaron 100 ul de solucién
reguladora STAR (Citrato 0.2 M, EDTA 0.2 M y 0.5% de amonio lauril sulfato (pH 5.0)) a 100 ul de cada muestra
Enterocdccico resistente a la vancomicina. El 4cido nucleico luego se extrajo utilizando el MagNA Pure Extraction
System (Roche Applied Sciences), High Pure PCR Template Preparation kit (Roche Applied Science), o QlAamp
ADN Stool Kit (Qiagen, Inc). Controles positivos y negativos en solucién reguladora STAR (citrato 0.2 M, EDTA 0.2
M, 0.5% de amonio lauril sulfato, pH 5.0) se incluyeron con cada extraccién de dcido nucleico.

Ejemplo 2
Cebadores y Sondas

Los cebadores y sondas dirigidos hacia vanA, vanB, y vanB2/3 se designaron (Tabla 3). El producto de ampli-
ficacién vanA fue 232 bp de longitud, el producto de amplificacién vanB fue 167 bp de longitud, y el producto de
amplificacion vanB-2 /3 fue 166 bp de longitud.

TABLA 3

Secuencias de vanA, vanB, y vanB-2 /3 cebadores y sondas

5’-CGA GGA CGG ATA CAG GA- 1
vanA 3
5’-CTT ATC ACC CCT TTA ACG
Cebadores C-3 2
vanB/ 5 5’-GAA GAT ACC GTG GCT CA- 5

vanB-2 /3 6 3’
5°-GTA CGG AAG AACTTA ACG
CT-3°

SEQ ID
NO:

5’-CAA GAT AAC GGC CGC ATT
Sondas GTA 3

vand CTG AAC GA-3’
5’-GTC AAT ACT CTG CCC GGT

TTC 4
AC-3’
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5’-GAT CCA CTT CGC CGA

CAA-3’7 7
vanB/v anB-2
/3 5’-AAA TCATCC TCG TTT CCC
AT-3’ 8 8

Los cebadores vanA. y vanB/v anB-2 /3 se sintetizaron por el Mayo Core Facility sobre una escala de 0.2 nm, y se
cuantificaron por absorcién UV a 260 nm y se mezclaron juntos para hacer una solucién que contiene 25 M de cada
cebador.

Las sondas se sintetizaron por TIB Molbiol LLC (Adelphia, NJ), y se disolvieron en TE’ (Tris 10 mM (pH 8.0),
EDTA 0.1 mM) a una concentracién final de 20 uM (resuspendido de acuerdo con las instrucciones del fabricante).
La concentracién de los oligonucleétidos y el tinte se verificaron dos veces por absorcién UV utilizando las siguientes
ecuaciones (Biochemica 1: 5-8, 1999):

Ejemplo 3
Ensayos de Deteccion

Para la amplificacion LightCycler™ para detectar el enterococos resistentes a la vancomicina en una muestra de
deposicidn, se siguié el siguiente protocolo. El enterococos resistente a la vancomicina LightCycler™ Master Mix
(Tabla 4a) se descongeld, se colocé en un vortex brevemente, y se centrifugé por 30 seg a 20,800 xg. Se minimi-
z6 el tiempo en el cual los reactivos se dejaron a temperatura ambiente. El carrusel LightCycler™ se cargd con
una cubeta por muestra, dos cubetas para los controles positivos y el apropiado nimero de cubetas para los con-
troles negativos en total 5-10% del ntimero total de muestras. 15 ul del enterococos resistentes a la vancomicina
LightCycler™ Master Mix se adicionaron a cada cubeta. 5 ul del 4cido nucleico extraido se adicionaron a cada cubeta
LightCycler™.

El enterococos resistente a la vancomicina LightCycler™ FastStart Master Mix (Tabla 4b) utilizando LightCy-
cler™ Fast-Start ADN Hybridization primer kit también se probo y el resultado se comparé con el Master Mix que
tiene los componentes mostrados en la Tabla 4a. La adicién de una plantilla de recuperacién en el FastStart Master
Mix se utiliz6 para prevenir la mala interpretacion de los resultados falso negativos causados por la inhibicién de la
amplificacién. La plantilla de recuperacion utilizada fue una molécula de ADN monocatenaria sintética con cebador
uniendo sitios idénticos a la secuencia blanco vanB y una sonda dnica uniendo la regién que permite la diferencia-
cién de la plantilla de recuperacion a partir del amplimero especifico blanco. Las sondas plantilla de recuperacion se
marcaron con un tinte LC705 que se ley6 en el canal F3.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 4a

LightCycler™ de enterococos resistentes a la vancomicina Master Mix

Ingrediente Stock Mix ul
Agua 967
MgCl, 50mM 2mM 80
10X Solucioén reguladora 10X 1X 200
Cebadores-vand 25uM 05uM 40
Cebadores- vanB 25uM 0.7uM 56
Platinum Taq 5U/ul 0.03U0/ul 12
dNTP plus 1I0mM 02mM 40
BSA 2% 0.025 % 25
Sonda-vanA-FL 20 uM 0.2 uM 20
Sonda-vanA4-R640 20uM 02 puM 20
Sonda-vanB/vanB-2 /3 -FL 20 uM 0.2 uM 20
Sonda-vanB/vanB-2 /3 -R640 20 uM 0.2 uM 20
Volumen Total — 1500
TABLA 4b

LightCycler™ enterococos resistentes a la vancomicina FastStart Master Mix

Ingrediente Stock Mix ul
Agua 707.3
MgCl, 25mM  2.5mM 200.0
FAS 1 Reacciéon Mix* 10X 1X 200.0
Plantilla de Recuperacion 10X 1X 200.0
Cebadores -vand 25uM 05uM 40.0
Cebadores - vanB 25 uM 0.7 uM 56.0
RT Sondas - FL/Red 24uM  0.2uM 16.7
Sonda -van4-FL 20uM 02 uM 20.0
Sonda -van4-R640 20uM 0.2 uM 20.0
Sonda -vanB/vanB-2/3-FL 20uM 02uM 20.0
Sonda -vanB/vanB-2/3-R640 20uM  02uM 200
Volumen Total — 1500

*Mezcla de reaccion FAS contiene MgCl, ImM
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El carrusel que contiene las muestras se centrifugd en la centrifuga carrusel LightCycler™. El carrusel se colocé
en el termociclador LightCycler™ y se corrié el programa enterococos resistentes a la vancomicina LightCycler™
utilizando el Master Mix mostrado en la Tabla 4a (Tabla 5a). La Tabla 5b muestra el perfil corrido utilizado con el
FastStart Master Mix. Las etapas de ciclado se completaron en aproximadamente una hora. Después de la terminacién
del ciclado, las cubetas se retiraron a partir del carrusel con la cubeta extractor. El carrusel se descontaminé en 10%
de lejia por 10 min., se enjuago bien con agua desionizada, y se secd. Las ganancias se colocaron en 1, 5, y 15 para
los canales F1, F2, y F3, respectivamente. Las ganancias se colocaron en 1,5, y 30 para los canales F1, F2, y F3,
respectivamente.

Los datos se analizaron utilizando el Software LightCycler™. Un andlisis de fusién PCR se utilizé para dife-
renciar vanA, vanB, y vanB-2 /3 basado en el Tm de las sondas FRET. Las sondas dirigidas al gen vanA fundido
a 67 + 2.5°C, mientras las sondas se dirigen a vanB y el gen vanB-2 /3 funde a 60 + 2.0, y 56 + 2.0°C, respecti-
vamente.

TABLA 5a
Condiciones de ciclado PCR para el ensayo de enterococos resistentes a la vancomicina LightCycler™ con la Tabla
4“ Master Mix
Nombre de | Modode | Ciclos Temp | Tiempo | Temp Sefial de
programa/ | Analisis O (seg) | Transicion | Adquisicion
Modo de Rata
Analisis (°C/seg)
Inicial 1 95 120 20 Ninguno
PCR Quant. 40 95 0 20 Ninguno
55 12 20 Sencilla
72 12 20 Ninguno
Analisisde | Fusién 1 95 0 20 Ninguno
Fusién 45 60 20 Ninguno
80 0 0.2 Continuo
Frio Cool | Ninguno 1 35 0 20 Ninguno
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TABLA 5b
Condiciones de ciclado PCR para el ensayo de enterococos resistentes a la vancomicina LightCycler™ con FastStart
Master Mix
Nombre de | Modode | Ciclos Temp | Tiempo | Temp Sefial de
programa/ | Analisis 0 (seg) | Transicion | Adquisicién
Modo de Rata
Analisis (°Clseg)
Inicial Ninguno 1 95 600 20 Ninguno
PCR Quant. 45 95 10 20 Ninguno
55 10 20 Sencilla
72 12 20 Ninguno
Analisisde | Fusidon 1 95 0 20 Ninguno
Fusién 59 20 20 Ninguno
45 20 0.2 Ninguno
80 0 0.2 Continuo
Frio Ninguno 1 40 30 20 Ninguno

Una muestra con un pico de fusién en la misma localizacién como el control positivo se interpreté como positivo.
Las muestras positivas se reportaron como positivas para la presencia de una o més secuencias blanco de enterococos
resistentes a la vancomicina. Una muestra en la que la curva de fusién no esta arriba de la linea base fue negativa
para la presencia de ADN enterecocos resistente a la vancomicina. Un resultado negativo necesariamente no niega la
presencia del organismo o enfermedad activa.

Ejemplo 4
Resultados, Validacion de Ensayos, y Control de Calidad

Experimentos control se llevaron a cabo para determinar si los cebadores y sondas descritos en esta para la detec-
cién de enterococos resistentes a la vancomicina reaccionan entrecruzados con ADN a partir de organismos similares o
a partir de organismos comuinmente encontrados en las muestras. Para los paneles de reactividad en cruz, la presencia
de ADN de microorganismo inicialmente se confirmé mediante la amplificacion de 16S rARN y la separacion electro-
forética del producto de amplificacion (Johnson, 1994, Methods for General and Molecular Bacteriology, American
Society for Microbiology, Washington D.C.).
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Panel de Especificidad de Deposiciones

ID# Organismo Fuente LC VRE
SP1 Bacteroides fragilis ATCC25285 | negativo
SP2 Fusobacterium nucleatum | ATCC25559 negativo
SP3 Clostridium perfringens ATCC13124 | negativo
SP4 Bacteroides distasonis ATCCS8503 | negativo
SPS Eubacterium lentum ATCCA43055 | negativo
SP6 | Bacteroides thetaiotaomicrons | ATCC29741 | negativo
SP7 Bacteroides vulgatus ATCC29327 | negativo
SP8 Echerichia vulneris Aislado Lab. | negativo
SP9 Klebsiella pneumoniae ATCC700603 | negativo
SP10 Streptococcus viridans Cepa QC negativo
SP11 Escherichia hermanii Aislado Lab. | negativo
SP12 Actinomyces pyogenes Aislado Lab. | negativo
SP13 Proteus mirabilis Cepa QC negativo
SP14 Pleisomonas shigelloides Aislado Lab. | negativo
SP15 Salmonella Group B CAP-D-1-69 | negativo
SP16 Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 | negativo
SP17 Escherichia coli ATCC25922 | negativo
SP18 Aeromonas hydrophila CAP-D-1-82 | negativo
SP19 Staphylococcus aureus ATCC25923 | negativo
SP20 Yersinia enterocolitica Aislado Lab. | negativo
SP21 Staphylococcus epidermidis MK214 negativo
Sp22 Shigella flexnerii Aislado Lab. | negativo
Sp23 Citrobacter freundii Aislado Lab. | negativo
SP24 Salmonella especies Aislado Lab. | negativo
SP31 Encephalitozoon intestinalis CDC:V297 | negativo
SP32 Escherichia coli O157:H 7 ATCC35150 | negativo
SP33 Shigella dysenteriae CDC82-002-72 | negativo
SP34 Shigella sonnei ATCC25931 | negativo
SP35 | Escherichia coli 0142:K86(B):H6 | ATCC23985 | negativo
SP36 |  Escherichia coli O70:K:H42 ATCC23533 | negativo
SP37 | Escherichia coli O7:KI(L):NM | ATCC23503 | negativo
SP38 Enterobacter cloacae ATCC13047 | negativo
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Panel de Aislados a partir de deposiciones que son Resistentes a la Vancomicina

ID# Organismo Fuente LC VRE
SP25 Streptococcus bovis CAP-D- negativo
16-83
SP26 Pediococcus Aislado negativo
especies Lab.
SP27 Lactobacillus Cepa QC negativo
especies
SP28 Leuconostoc Aislado negativo
especies Lab.
SP29 Streptococcus bovis Aislado negativo
Lab.
SP30 Lactobacillus Aislado negativo
especies Lab.
SP39 Streptococcus bovis Aislado negativo
Lab.
SP40 Streptococcus bovis Aislado negativo
Lab.
SP41 Leuconostoc Aislado negativo
especies Lab.
SP42 Pediococcus Aislado negativo
especies Lab.
SP43 Leuconostoc Aislado negativo
especies Lab.
SP44 Lactobacillus Aislado negativo
especies Lab.
SP45 Lactobacillus Aislado negativo
especies Lab.
SP46 Leuconostoc Aislado negativo
especies Lab.
Sp47 Streptococcus bovis Aislado negativo
Lab.
SP48 Streptococcus bovis Aislado negativo

Lab.
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Panel de Especificidad de Enterococcus

ID# Organismo Fuente Resultado LightCycler™
RFLP
El Enterococcus gallinarum Aislado vanC-1 negativo
Lab.
E2 Enterococcus Aislado vanC-2/3 negativo
casseliflavus Lab.
E3 Enterococcus faecalis Aislado negativo negativo
Lab.
E4 Enterococcus gallinarum Aislado vanC-1 negativo
Lab.
ES Enterococcus gallinarum Aislado vanAdy C-1 negativo
Lab.
E6 Enterococcus faecium Aislado negativo negativo
Lab.
E7 Enterococcus gallinarum Aislado vanC-1 negativo
Lab.
E8 Enterococcus gallinarum Aislado vanC-1 negativo
Lab.
E9 | Enterococcus rhaffinosus Aislado negativo negativo
Lab.
E10 Enterococcus Aislado vanC-2/3 negativo
casseliflavus Lab.
E11 | Enterococcus gallinarum Aislado vanC-1 negativo
Lab.
E12 Enterococcus faecalis Aislado negativo negativo
Lab.
E13 Enterococcus Aislado negativo negativo
casseliflavus Lab.
E14 Enterococcus faecium Aislado negativo negativo
Lab.
E15 Enterococcus faecalis Aislado negativo negativo
Lab.
El6 Enterococcus faecium Aislado vanC-1 negativo
Lab.
E17 | Enterococcus gallinarum Aislado vanC-1 negativo
Lab.
E18 Enterococcus Aislado vanC-2/3 negativo
casseliflavus Lab.
E19 Enterococcus Aislado vanC-2 /3 negativo
casseliflavus Lab.
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Los cebadores y sondas vanA, vanB, o vanB-2 /3 descritos en esta no reaccionaron en cruz con ninguno de los
Enterococcus spp. indicados arriba o deposiciones aisladas analizadas.

En adicion, experimentos control se llevaron a cabo para determinar si la amplificacién LightCycler™ de las mues-
tras clinicas producen un solo producto de amplificacién. La amplificacion de productos se analizé por electroforesis
en gel de agarosa al 2%. En muestras clinicas positivas, la amplificacion utilizando el protocolo LightCycler™ generd
una sola banda en el tamafo esperado.

Experimentos control adicionales se llevaron a cabo utilizando diluciones de pldsmido control positivo para
determinar la sensibilidad del ensayo LightCycler™. Las diluciones del plasmido fluctian desde 0.2/ul hasta
2.0 x 105/ul. Las reacciones se llevaron a cabo como se describi6é arriba. Los datos se registraron como el nivel
de fluorescencia detectado relativo al nimero de ciclos para cada calor de dilucién. El alcance de la curva estandar
fue -3.236 con un valor r = -1.00. Utilizando las formulas de Amplificacién Exponencial = 10(-1/pendiente), y Eficien-
cia = (10(-1/pendiente))-1, la eficiencia de la reaccién se determiné para ser 1.037152. La sensibilidad de la reaccién
LightCycler™ fue menos de 50 copias del blanco por 5 ul de la muestra con la mezcla PCR.

Los experimentos control ademds se llevaron a cabo para determinar la sensibilidad y especificidad del ensayo
LightCycler™ comparado con un método PCR-RFLP (polimorfismo restriccién de la longitud del fragmento). 60
aislados clinicos de enterecocos previamente examinados para la presencia de un gen resistente a la vancomicina por
PCR-RFLP se prob6 utilizando el ensayo LightCycler™ descrito en esta. Los aislados se sembraron sobre placas
de agar sangre a 37°C durante la noche. Las células de colonias de enterecocos fueron lisadas por la suspensién
de la colonia en 500 ul de agua estéril y la ebullicién de la muestra a 100°C por 10 minutos. Luego el tubo se
centrifugd por 1 minuto a 20,800 xg, y se analizaron 5 ul del sobrenadante por el ensayo LightCycler™ descrito en
esta.

El ensayo LightCycler™ descrito en esta se correlaciona 100% con los resultados del ensayo PCR-RFLP (27
muestras fueron positivas para enterococos resistentes a la vancomicina; 33 muestras fueron negativas para entero-
cocos resistentes a la vancomicina). Notar que los genotipos vanC se detectan con el ensayo PCR-RFLP, a pesar
de que el ensayo corriente LightCycler™ no detecta genotipos que son negativos para el fenotipo resistente a la
vancomicina.

# PCR-RFLP LightCycler™ | Organismo
1 vanA vanA E. faecium
2 vanA vanA E. faecium
4 vanA vanA E. faecium
5 vanB vanB E. faecium
6 negativo negativo E. faecalis
7 negativo negativo E. faecalis
9 negativo negativo E. faecalis
10 vanB vanB-2 /3 E. faecium
11 vanA vanA E. faecium
13 vanA vanA E. faecium
15 vanB vanB-2 /3 E. faecium
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16 vanB vanB E. faecium
17 vanB vanB E. faecium
19 negativo negativo E. faecalis
20 negativo negativo E. faecalis
21 vanC-2 /3 negativo E
casseliflavus
23 negativo negativo E. avium
25 negativo negativo E. faecalis
28 vanB vanB E. faecium
29 negativo negativo E. faecalis
30 negativo negativo E. faecalis
31 vanB vanB E. faecium
32 vanC-2 /3 negativo E
casseliflavus
33 vanB vanB-2/3 E. faecium
34 vanB vanB-2/3 E. faecium
35 vanB vanB E. faecalis
36 negativo negativo E. faecium
38 vanB vanB-2/3 E. faecium
39 negativo negativo E. faecalis
40 negativo negativo E. faecalis
41 vanC negativo E. faecalis
42 vanC-1 negativo E. gallinarum
44 vanC-2 /3 negativo E.
casseliflavus
45 vanB vanB-2 /3 E. faecalis
46 vanB vanB-2 /3 E. faecium
47 vanB vanB-2/3 E. faecium
48 negativo negativo E. faecalis
49 negativo negativo E. faecalis
50 negativo negativo E. faecalis
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51 vanB vanB E. faecium
54 vanB vanB-2 /3 E. faecium
55 vanB vanB-2 /3 E. faecium
56 vanB vanB E. faecalis
57 negativo negativo E. faecalis
58 negativo negativo E. faecium
59 negativo negativo E. faecalis
60 negativo negativo E. faecalis
61 vanA vanA E. faecium
62 vanB-v vanB-2 /3 E. faecium
63 vand vanA E. faecium
64 negativo negativo E. faecalis
65 negativo negativo E.
casseliflavus
66 vanC-1 negativo E. gallinarum
67 vanB vanB-2 /3 E. faecium
68 vanC-1 negativo E. gallinarum
69 negativo negativo E. faecalis
70 negativo negativo E. faecalis
71 negativo negativo E. faecalis
72 vanC-2 /3 negativo E.
casseliflavus

74 negativo negativo E. faecium

Un adicional de 56 muestras obtenidas de los hisopos anales se analizaron utilizando el ensayo LightCycler™ y se
compararon con un método de cultivo utilizando un medio de seleccion VRE. Los hisopos anales se prepararon por
amplificacion segun lo descrito arriba. El ensayo LightCycler™ detecto mds muestras positivas que el cultlyo, y s por
consiguiente mds sensible que el cultivo. Una rata alta de resultados falso negativo a partir del cultivo de hisopo rectal
ha sido previamente confirmada en la literatura (Clin. Infect. Dis., 2002, 34:167-172).
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cultivo (Gold Standard)
VRE VRE TOTAL
Positivo Negativo
LightCycler™ VRE VRE : 12
Positivo 7
Assay VRE 0 44 44
Negativo
TOTAL 7 49 56
# | Resultados® Resultados® Susceptibilidad Resultados
Cultivo LightCycler™
52 Enterococcus Amp, Pen, Gent=S; Van=I | VanA
129 NG VanB
235 Enterococcus Amp, Van, Pen, Gent=R VanA
244 Enterococcus Amp, Van, Pen=R; Gent=S | VanA
279 Enterococcus Amp, Pen =R; Van, Gent=S | VanB-2/3
280 NG Negativo
281 NG Negativo
282 NG Negativo
286 Enterococcus Amp, Van, Pen, Gent=S VanB-2/3 (weak)
287 NG Negativo
296 Enterococcus Amp, Van, Pen, Gent=S Negativo
298 NG Negativo
299 NG Negativo
300 NG Negativo
301 NG Negativo
302 NG Negativo
303 NG Negativo
304 Enterococcus Amp, Pen, Gent=S; Van=I | Negativo
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305 NG Negativo
306 NG Negativo
307 NG VanB-2/3
308 NG Negativo
309 NG Negativo
310 NG muestra positiva de VanB-2/3
seguimiento
311 NG Negativo
319 NG Negativo
338 NG Negativo
348 NG Negativo
419 Enterococcus Amp, Van, Pen = R; Gent=I | VanA
420 NG Negativo
421 NG Negativo
422 NG Negativo
423 NG Negativo
424 NG Negativo
425 Enterococcus Amp, Pen, Gent=S; Van=I | Negativo
426 NG Negativo
448 NG Negativo
449 NG VanB-2/3 (weak)
450 NG Negativo
451 NG Negativo
452 NG Negativo
453 NG VanB
454 NG Negativo
455 NG Negativo
469 NG Negativo
470 NG Negativo
471 NG Negativo
472 NG Negativo
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473 NG VanB-2/3
474 NG Negativo
475 NG Negativo
476 NG Negativo
525 NG Negativo
526 NG Negativo
527 NG VanB-2/3
528 NG Negativo
a NG, No crecimiento,

b Amp, Ampicilina; Pen, Penicilina; Gent, Gentamicina; Van, Vancomicina.
b R, Resistente; S, Susceptible; I, Intermedio.

Los experimentos control también se llevaron a cabo para determinar la precisién (por ejemplo, precision en la
corrida, en el dia, y entre dias) del ensayo LightCycler™. La precisién en la corrida del ensayo LightCycler™ se evalué
por andlisis de 5 ul de una dilucién del control positivo 20 veces dentro del mismo experimento de amplificacioén. La
precision en el dia del ensayo Light- Cycler™ se evalué por andlisis de 5 ul de una dilucién del control positivo 20
veces durante un solo dia. La precision entre dias del ensayo LightCycler™ se evalué por andlisis de 5 ul de una
dilucién del control positivo 20 veces durante un periodo de tres dfas.

El ndmero de ciclos promedio en el que FRET se detectd en los ensayos entre-corrida fue 30.82 0.293; el niimero
de ciclos promedio al cual FRET se detect6 en los ensayos en el-dia fue 30.610.190; y el nimero de ciclos promedio
al cual FRET se detect6 en la precision entre-dias fue 30.610.190 (dia 1), 30.170.154 (dia 2), y 29.410.143 (dia 3). La
precision de la medida del punto de cruce promedio y la desviacién estandar de los 20 puntos fue excelente.

Los experimentos control se llevaron a cabo para determinar si el ensayo LightCycler™ produce los mismos
resultados utilizando 2, 5 o 10 ul de la muestra de 4cido nucleico extraida de una muestra de paciente. Las mezclas se
prepararon para diferentes volimenes blanco esencialmente segin lo descrito arriba, y un set de 2 muestras positivas
(vanA 'y vanB-2 /3) se prob6 en cada volumen. Resultados similares se obtuvieron a partir de la muestra de pacientes
cuando 5 o 10 ul de 1a muestra se utilizé en el ensayo. Los puntos de cruce estidn dentro de un ciclo. Una diferencia de
2-3 ciclos se observé cuando se utilizaron 2 ul de muestra.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccion la presencia o ausencia de una o mas enterococos resistentes a la vancomicina en
una muestra bioldgica de un individuo, dicho método comprende:

Realizar al menos una etapa de ciclado, en donde una etapa de ciclado comprende una etapa de amplifica-
cién y una etapa de hibridizacion, en donde dicha etapa de amplificaciéon comprende el contacto de dicha
muestra con un par de cebadores vanA para producir un producto de amplificacién si una molécula de
dcido nucleico vanA estd presente en dicha muestra, en donde dicha etapa de hibridizacién comprende el
contacto de dicha muestra con un par de sondas vanA, en donde los miembros de dicho par de sondas vanA
hibridiza a dicho producto de amplificacién entre no mas de cinco nucleétidos del uno al otro, en donde
una primera sonda vanA de dicho par de sondas vanA se marca con a fraccién donador fluorescente y en
donde a segunda sonda vanA de dicho par de sondas vanA se marca con una fraccién aceptor fluorescente
correspondiente; y

deteccion de la presencia o ausencia de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) en-
tre dicha fracciéon donador fluorescente de dicha primera sonda vanA y dicha fraccién aceptor fluorescente
de dicha segunda sonda vanA,

en donde la presencia de FRET es indicativo de la presencia de uno o mds enterococos resistentes a la vancomicina
en dicha muestra biolégica, en donde la ausencia de FRET es indicativo de la ausencia de un enterococos resistentes
a la vancomicina en dicha muestra bioldgica, en donde dicho par de cebadores vanA comprende un primer cebador
vanA y un segundo cebador vanA, en donde dicho primer cebador vanA comprende la secuencia

5’-CGA GGA CGG ATA CAG GA-3’ (SEQ ID NO: 1), y en donde dicho segundo cebador vanA comprende la

secuencia

5’-CTT ATC ACC CCT TTA ACG C-3’ (SEQ ID NO: 2), y en donde dicha primera sonda vanA comprende la
secuencia

5’-CAA GAT AAC GGC CGC ATT GTA CTG AAC GA-3’ (SEQ ID NO: 3), y en donde dicha segunda sonda
vanA comprende la secuencia

5°-GTC AAT ACT CTG CCC GGT TTC Arc-3’ (SEQ ID NO: 4).

2. El método de la reivindicacién 1, en donde los miembros de dicho par de sondas vanA hibridiza dentro de no
mas de dos nucledtidos del uno al otro.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde los miembros de dicho par de sondas vanA hibridizan dentro de no
mas de un nucledtido del uno al otro.

4. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha fraccion donador fluorescente es fluoresceina.

5. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha fraccion aceptor fluorescente se selecciona del grupo que
consiste de LC-Red 640, LC-Red 705, Cy5, y Cy5.5.

6. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha etapa de deteccién comprende la excitacion de dicha muestra
biolégica a una longitud de onda absorbida por la dicha fraccién donador fluorescente y la visualizacién y/o medida
de la longitud de onda emitida por dicha fraccién aceptor fluorescente.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha deteccion comprende la cuantificacién de dicho FRET.

8. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha etapa de deteccién se realiza después de cada etapa de ciclado.

9. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha etapa de deteccion se realiza en tiempo real.

10. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademds la determinacién de la temperatura de fusién entre
uno o dos de la(s) dicha(s) sonda(s) vanA(s) y dicho producto de amplificacién, en donde dicha temperatura de fusién

confirma dicha presencia o dicha ausencia de dicho enterococos resistente a la vancomicina.

11. El método de la reivindicacion 1, en donde la presencia de dicho FRET durante 50 ciclos es indicativo de la
presencia de uno o mas enterococos resistentes a la vancomicina en dicho individuo.

12. El método de la reivindicacién 1, en donde la presencia de dicho FRET durante 40 ciclos es indicativo de la
presencia de uno o més enterococos resistentes a la vancomicina en dicho individuo.
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13. El método de la reivindicacién 1, en donde la presencia de dicho FRET durante 30 ciclos es indicativo de la
presencia de uno o mds enterococos resistentes a la vancomicina en dicho individuo.

14. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademads: la prevencioén de la amplificacién de un 4cido
nucleico contaminante.

15. El método de la reivindicacién 14, en donde la dicha prevencién comprende la realizacion de dicha etapa de
amplificacion en la presencia de uracilo.

16. El método de la reivindicacién 15, en donde la dicha prevencién adicionalmente comprende el tratamiento de
dicha muestra bioldgica con uracilo-ADN glicosilasa antes de una primera etapa de amplificacion.

17. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de
muestras de deposiciones, hisopos anal o perirrectal, sangre, y fluidos corporales.

18. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha etapa de ciclado se realiza sobre una muestra control.

19. El método de la reivindicacién 18, en donde dicha muestra control comprende dicha molécula de dcido nucleico
vanA.

20. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha etapa de ciclado utiliza un par de cebadores control y un par
de sondas control, en donde dichos cebadores control y dichas sondas control son otros que dichos cebadores vanA
y dichas sondas vanA, respectivamente, en donde un producto de amplificacién control se produce si una plantilla
control se presenta en dicha muestra, en donde dichas sondas control se hibridizan a dicho producto de amplificacién
control.

21. Un kit, que comprende:

un par de cebadores vanA, en donde dicho par de cebadores vanA comprende un primer cebador vanA y un
segundo cebador vanA, en donde dicho primer cebador vanA comprende la secuencia

5’-CGA GGA CGG ATA CAG GA-3’ (SEQ ID NO: 1), y en donde dicho segundo cebador vanA comprende la
secuencia

5’-CTT ATC ACC CCT TTA ACG C-3’ (SEQ ID NO: 2);

un par de sondas vanA, en donde dicho par de sondas vanA comprende una primera sonda vanA y una segunda
sonda vanA, en donde dicha primera sonda vanA comprende la secuencia

5’-CAA GAT AAC GGC CGC ATT GTA CTG AAC GA-3’ (SEQ ID NO: 3), y en donde dicha segunda sonda
vanA comprende la secuencia

5’-GTC AAT ACT CTG CCC GGT TTC AC-3’ (SEQ ID NO: 4); y
una fraccién donador fluorescente y una fraccion aceptor fluorescente correspondiente.

22. El kit de la reivindicacién 21, en donde dicho par de sondas vanA comprende una primera sonda vanA marcada
con dicha fraccién donador fluorescente y una segunda sonda vanA marcada con dicho fraccién aceptor fluorescente
correspondiente.

23. El kit de la reivindicacion 21, que comprende ademads una etiqueta embalada o un inserto empacado que tienen
las instrucciones en estos para el uso de dicho par de cebadores vanA y dicho par de sondas vanA para detectar la
presencia o ausencia de uno o mas enterococos resistentes a la vancomicina en una muestra biolégica.

24. Un método para la deteccién de la presencia o ausencia de uno o mas enterococos resistentes a la vancomicina
en una muestra bioldgica de un individuo, dicho método que comprende:

la realizacion de al menos una etapa de ciclado, en donde una etapa de ciclado comprende una etapa de
amplificacion y una etapa de hibridizacién, en donde dicha etapa de amplificacién comprende el contacto
de dicha muestra con un par de cebadores vanB para producir un producto de amplificacién vanB si una
molécula de 4cido nucleico vanB esta presente en dicha muestra, en donde dicha etapa de hibridizacion
comprende el contacto de dicha muestra con un par de sondas vanB, en donde los miembros de dicho par
de sondas vanB hibridizan a dicho producto de amplificacién dentro de no més de cinco nucleétidos del uno
al otro, en donde un primera sonda vanB de dicho par de sondas vanB se marca con una fraccién donador
fluorescente y en donde una segunda sonda vanB de dicho par de sondas vanB se marca con una fraccién
aceptor fluorescente correspondiente; y la deteccion de la presencia o ausencia de transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia (FRET) entre dicha fraccién donador fluorescente de dicha primera sonda
vanB y dicha fraccién aceptor fluorescente de dicha segunda sonda vanB,
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ES 2269 890 T3

en donde la presencia de FRET es indicativo de la presencia de uno o mas enterococos resistentes a la vancomicina
en dicha muestra bioldgica, y en donde la ausencia de FRET es indicativo de la ausencia de un enterococos resistente
a la vancomicina en dicha muestra bioldgica, en donde dicho par de cebadores vanB comprende un primer cebador
vanB y un segundo cebador vanB, en donde dicho primer cebador vanB comprende la secuencia

5’-GAA GAT ACC GTG GCT CA-3’ (SEQ ID NO: 5), y en donde dicho segundo cebador vanB comprende la
secuencia

5’—G.TA CGG AAG AAC TTA ACG CT-3’ (SEQ ID NO: 6) y en donde dicha primera sonda vanB comprende la
secuencia

5’-GAT CCA CTT CGC CGA CAA-3’ (SEQ ID NO: 7), y en donde dicha segunda sonda vanB comprende la
secuencia

5’-AAA TCA TCC TCG TTT CCC AT-3’ (SEQ ID NO: 8).
25. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas:

la realizacién de al menos una etapa de ciclado, en donde la etapa de ciclado comprende una etapa de
amplificacién y una etapa de hibridizacién, en donde dicha etapa de amplificacién comprende el contacto
de dicha muestra con un par de cebadores vanB para producir un producto de amplificacién vanB si una
molécula de dcido nucleico vanB estd presente en dicha muestra, en donde dicha etapa de hibridizacion
comprende el contacto de dicha muestra con un par de sondas vanB, en donde los miembros de dicho par
de sondas vanB hibridiza a dicho producto de amplificacién dentro de no mds de cinco nucleétidos del uno
al otro, en donde una primera sonda vanB de dicho par de sondas vanB se marca con una fraccién donador
fluorescente y en donde una segunda sonda vanB de dicho par de sondas vanB se marca con una fraccién
aceptor fluorescente correspondiente; y la deteccién de la presencia o ausencia de transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia (FRET) entre dicha fraccién donador fluorescente de dicha primera sonda
vanB y dicha fraccién aceptor fluorescente de dicha segunda sonda vanB,

en donde la presencia de FRET es indicativo de la presencia de uno o mas enterococos resistentes a la vancomicina
en dicha muestra bioldgica, y en donde la ausencia de FRET es indicativo de la ausencia de un enterococos resistente
a la vancomicina en dicha muestra bioldgica.

26. Un kit, que comprende:

un par de cebadores vanB, en donde dicho par de cebadores vanB comprende un primer cebador vanB y un segundo
cebador vanB, en donde dicho primer cebador vanB comprende la secuencia

5’-GAA GAT ACC GTG GCT CA-3’ (SEQ ID NO: 5), y en donde dicho segundo cebador vanB comprende la
secuencia

5’-GTA CGG AAG AAC TTA ACG CT-3’ (SEQ ID NO: 6),

un par de sondas vanB, en donde dicho par de sondas vanB comprende una primera sonda vanB y una segunda
sonda vanB, en donde dicha primera sonda vanB comprende la secuencia

5-GAT CCA CTT CGC CGA CAA-3" (SEQ ID NO: 7), y en donde dicha segunda sonda vanB comprende la
secuencia

5’-AAA TCA TCC TCG TTT CCC AT-3’ (SEQ ID NO: 8); y

una fraccién donador fluorescente y una fraccion aceptor fluorescente correspondiente.

27. El kit de la reivindicacién 26, en donde dicho par de sondas vanB comprende una primera sonda vanB marcada
con dicha fraccién donador fluorescente y una segunda sonda vanB marcada con dicha fraccion aceptor fluorescente
correspondiente.

28. El kit de la reivindicacién 26, que comprende ademads una etiqueta embalada o un inserto empacado que tiene

las instrucciones en estos para el uso de dicho par de cebadores vanB y dicho par de sondas vanB para detectar la
presencia o ausencia de enterococos resistentes a la vancomicina en una muestra bioldgica.
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ACCGTTCCCG CAGACCTTTC AGCAGAGGAG CGAGGACGGA TACAGGAAAC

Figura 1-2

30



>Van A
>X56895
>M97297

>Van A
>X56895
>M97297

>Van A
>X56895
>M97297

>Van A
>X56895
>M97297

>Van A
>X56895
>M97297

>X56895
>M37297

>X56895
>M97297

>X56895
>M97297

>X56895
>M97297

>X56895
>M97297

>X56895
>M87297

>X56895
>M97297

825

41201
81201
§1201
875

§1251
§1251
#1251
4925

#1301
§1301
#1301
4875

#1351
#1351
#1351
#1025
#1401
#1401
#1401
1451
#1451
#1451

#1501
#1501

81501

$1551
#1551

81551

1601
#1601

#1601

81651
81651

#1651

1701
#1701

1701

#1751
§1751

81751

ES 2269 890 T3

AGGTATTGCA CTTCCCGAAC TGATTGACCG CTTGATCGTA TTAGCGTTAA

________ NN (SEQ ID NO:9)

.............. P R L I R R

P I I T AP S S P ce e P I T

et e s et et st et ar et arena D I I T T R R )

TCCCAATATT GACCGAACTG AGATGATTTC AAAAGGATAC GTGGCTTCAA

------------ wmmmn= (SEG 1D NO:i0
------------------ {SEQ 1D MNO:11)

AATCAARGCCA TAGCCGCG (SEQ ID NO:10)

Figura 1-3
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<gi|B8100655:28.41

>EFU94528 >81>
>EFU94529 >81>
>EFU94526 >§1>
>EFU24530 >81>
>EFU94527 >§1>
<ENEVANB >§i>
<EFU72704 >§1>
<ENEVANB2A >§1>
41
<gi}8100655:28.851
>EFU94528 43
>EFU94529 83
>EFU94526 83
>EFU94530 83
>EFU94527 3
<ENEVANB 83
<EFU72704 83
<ENEVANB2A 83
851
<gi|8100655:28.8101
>EFU94528 853
>EFU94529 853
>EFU94526 853
>EFU94530 53
>EFU94527 853
<ENEVANB 853
<EFU72704 #53
<ENEVANB2A 853
#101

<gi|8100655:28.£151

>EFU94528 8103
>EFU94529 #103
>EFU94526 €103
>EFU94530 #4103
>EFU094527 8103
<ENEVANB 103
<EFU72704 4103
<ENEVANB2A 8103

8151

<gi|8100655:28.8201

>EFU94528 4153
>EFU94529 4153
>EFU94526 §153
>EFU94530 8153
>EFU94527 8153
<ENEVANB 2153
<EFU72704 4153
<ENEVANB2A 8153

§201

<gi18100655:28.48251

>EFU94528 8203
>EFU94529 §203
>EFU94526 §203
>EFV94530 6203
>EFU94527 8203
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T GA~~ ——m=me—eee - Commmmo smvemeea B
A----- Gomm mmmmmmmaem o C-=m== R T

Figura 2-1
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<ENEVANB
<EFU72704
<ENEVANB2A

€203
8203
8203

§251

<gi|8100655:28.8301

>EF094528
>EFU94529
>EFU94526
>EFU54530
>EFUS4527
<ENEVANB
<EFU72704
<ENEVANB2A

#253
§253
8253
8253
8253
8253
8253
8253

8301

<gi|8100655:28.8351

>EFU094528
>EFU94529
>EFU94526
>EFU94530
>EFU94527
<ENEVANB
<EFU72704
<ENEVANB2A

#8303
4303
8303
8303
8303
§303
§303
8303

8351

<gi}8100655:28.8401

>EFU94528
>EFU034529
>EFU094526
>EFU94530
>EFU94527
<ENEVANB
<EFU72704
<ENEVANBZA

8353
8353
8353
8353
8353
8353
8353
8353

8401

<gi}B8100655:28. 8451

>EFU9%4528
>EFU94529
>EFU%4526
>EFU94530
>EFU94527
<ENEVANB
<EFU72704
<ENEVANB2A

8403
§403
8403
8403
8403
8403
8403
8403

8451

<gi|8100655:28.8501

>EFU94528
>EFU94529
>EFUS4526
>EFU94530
>EFU94527
<ENEVANB
<EFU72704
<ENEVANB2A

8453
8453
8453
8453
#453
§453
8453
8453

§501
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ACAATCAAAT CATCCTCGTT CCCCATGACC GCACACCCGA CCTCACAGCC
- » L d

-
Rod640 Probe BB-R wW099/01571
—mmm oo mmmeemccae aoa cmmeren ccemecccce memao [ Jer—
————————— cecemectccs mmmmec e ceaae PTowee

---------------------------------------------- TC-T
---------------------------------------------- TC-T

-y o

e emcaces —cmeee—mme em———— gy
................. ere mmmmceafew cmmeecracs ceememm—m—a
............. ceccmn= —=A-~ ———— e
--------- T =scseccwss -Tromcoscs memcccceen —eGrm e
--------- T =—=ereemes -Treerorce commmmme e oG
P e mmc e Cmmndacecen cmcememmere" ErEECCEeE—e S —— -

Ces o e rveases e e P I R TR T T

TGCCCGCATT “TTTGTAAGA ATGTAGGCCA GTGATTTGTC CATGCAAGCT

Figura 2-2
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<gi|8100655:28.8551

>EFU94528 8503
>EFU94529 8503
>EFU94526 §503
>EFU94530 #8503
>EFUS4527 4503
<ENEVANB 8503
<EFU72704 4503
<ENEVANB2A 8503

8551

<gi}8100655:28.8601

>EF094528 8553
>EFU94529 8553
>EFU94526 8553
>EFU84530 8553
>EFU94527 8553
<ENEVANB §553
<EFU72704 4553
<ENEVANB2A 8553

8601

<gil8100655:28.6651
#651
<gi|)9100655:28.8701
84701
<gi|8100655:28.8751
§751
<gi)8100655:28.§801
§801
<gi}8100655:28.4851
8851
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---------------- “Ge+ =P caces cmecvctcec—e cccamecncaee
Mm e eee e caies cteceemere mmemmm—ces —e——— A-—e-
o — - . %=~ W - = - Y- T2 T
- — = Cmre Eracemece e EECSAmeee" oo 7- L
mmmmemmece e mmeacdccme c—vesecccas —amee Ae-mm
----------------- G-~ ——=wfrccwacs covccrcerer ccccadcana.
................. Go- —=-Poceers mmmmeemmee e
................. G- wmemvmccrs mm——aeGemm= ——c———a——a

* wWw

................. D O T T T T T T S T

TAATTCCGAT GTAGTGCGGA TCGAATTTTT CAGTATTAAT GTTCGCAGCA

---------------- ~ee= mme---=-e- o= (SEQ ID NO:12)

ATTTCTATTG CGGATTTTAC CGACACATCA TG (SEQ ID NO:12)

Figura 2-3
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Cockerill, Franklin R. IIT
Sloan, Lynne M.

<120> Detection de Vancomycin-Resistant Enterococcus spp.
<130> 07039-426001

<140> 10/254,260

<141> 2002-09-25

<160> 20

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1

211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucléotido

<400> 1

cgaggacgga tacagga

<210>2

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Oligonucléotido
<400> 2

cttatcaccc ctttaacgc

<210>3

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Oligonucléotido
<400> 3

caagataacg gccgcattgt actgaacga

<210> 4

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Oligonucléotido
<400> 4

gtcaatactc tgeceggttt cac

<210>5
<211> 17

17

19

29

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Oligonucléotido
<400> 5

gaagataccg tggctca

<210> 6

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Oligonucléotido
<400> 6

gtacggaaga acttaacgct

<210>7

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Oligonucléotido
<400> 7

gatccacttc gccgacaa

<210> 8

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Oligonucléotido
<400> 8

aaatcatcct cgtttcccat

<210>9

<211> 1034

<212> ADN

<213> Enterococcus faecium
<220>

<221> variacién

<222> 1033, 1034

<223>n=a,t, c o g; secuencia vanA

ES 2269 890 T3
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<400> 9

atgaatagaa
gtaasatety
attggaatta
aacgacaatt
aaaaagaace
aagrcaggtg
ggoergegata
aaaaatgetyg
gcagetacgt
gtgaaaaaag
gacagoaaaa
ggaaacagtyg
tttegtatte
ceageagace
aaageyeteyg
attgtactga
argatgyecg
traaaggggt

<210> 10

<211> 1768
<212> ADN
<213> Enterococcus faecium

<220>

<223> secuencia vanA
<400> 10

gatarcgtta
caaatacaga
gatacctatg
gtattggaag
caatttgtac
tataccgage
gaaaggagac
ggagcatgac
atacgagccg
togegeggaa

geacggarta
ttoageotitg
cggtatecet
gicatacate
agatgatagg
aggercatce
atoggeaaga
cggtigtgcg
getgoagtac
¢cgcagttata
ggcaaaaaaa
atcaagataac
cagtecgttat
cttgatcgta
gaaatagtac
aaaccggtryg
cttttgaagyg
taccgtocta
etaacaaaqg
gtageticaa

<210> 11

<211> 1768
<212> ADN
<213> Enterococcus faecium

<220>

taaaagttgc
caatagagat
cgaaacetgq
getatibcage
atgaatatga
aagatggate
trcasaagete
ggatagetac
ttacctatee
tcaatagege
tettaattga
cogegttagt
atcaggaagt
titcageaga
goetgtagagg
acgaagtcaa
ctgeaggtat
gann

cgettcacgt
gaatgaagca
agrrggrtaa
gagaggaaga
ttaaacrca
aagegttgoeg
aggageatga
gtatcggtaa
ttatacatcyg
tgggaaaacyg

cttgttaaaa
catggcaagt
ttegtagget
gttgcgaaaa
ceggeggeay
tteggtatga
caatatgaca
gtattgagaa
ggaatettoe
acegtteecyg
atatataaag
ggccgeattg
ccoccgtatga
tragogttaa
acggtgtteg
acggttatga
caaaagaact
agegtgergt
aaagttatta
aatcaageca

ES 2269 890 T3

aatactgttt
ageegetaac
tgtacggaaa
tgtacteted
aatcaaceat
catacsaggt
agcaatttgt
tecegeerte
tgttettgtt
ggacgaarty
geaggetgtt
tgregycgag
cgagocggaa.
ggagegagga
tctageceqge
tactctgoeo
tgcacttooe

gocgcteaat
aggagecat ity
agcattagaa
gtrettetae
aagaatgoeet
tgatacegtt
atagaataaa
aatctgcaat
gaattacgaa
acaattgeta

agaaccatga
caggtgaaga
gegatattea
atgotgggat
ctaggritac
ddaaagteaa
gcaaaatcett
acagtgeoge
gratecarea
cagacettoe
cgeteggety
tactgaacyga
tggeegetge
aggggrgata
trgggacget
agtaaatoge
ggetgetace
aaactgttct
tcccaatatt
tagecgeg

gggggttgcr
attaataaag
atgtgcgaaa
ccggataaaa
gttgatgtag
ctgttegaat
atggacaaat
tgggtrarta
aageeggege
gactacgcaa
tcgggetgtg
gtagaccaaa
aaaggetoty
cggatacagy
gtggatatgt
ggtttoacgt
gaactgattg

acggatacge
ettatcaata
aacgygaaac
tetgattyea
aacgtgataa
gaaaaaacca
agttgcaata
agagatagee
atctggtgea
ttcagetgta

atatgaaatc
tggatccata
aagcteagea
agetactece
ctatoctgte
tagogeggac
aattgageag
gttagttgtt
ggaagtegag
agcagaggag
tagaggteta
agtcaatact
aggtattgea
ageatggaaa
aaatatgeca
atcgtaggga
caagagtacg

atgcaatagy
gaccgaactyg

cagaggagea
aaaaaracyga
aacechtgege
aaatgcacgg
catteeecage
tgteecggtat
cgttgacata
ataaagatga
gtteaggete
ttgaatcgge
aggtoggttg
tcaggotgea
aaaacgeagt
aaacggcaaa
ttttacaaga
catacagtcg
acegottgat

tgacgtatcyg
geegttatac
ggaatgggasa
attactigrt
tttgcatggce
ceottttgra
categtigey
taggeoygtg
atcoctteggt
aagacaatat
tgcggtattg
gtacggaatc
tataaccgtt
aaaaatatat
taacggoege
ttatcceogt
cgtattageg

actatattat
ctgggogeyy
tgggcggtyc
cecaaaaace
tcacaccygca
ttaaaaactg
ctgetgggyg
gctaacatta
tgaaaaatgr
ctetogeegy

aacgcatgttg
caaggtetgt
atttgtatgg
geetettggg
tttgttaage
gaattggact
getgrttegg
agcgaggtgg
ccggaaaaag
cgaggacgga
geeegratygy
ctgecegatt
cttoceccgaac
taggattrac
cetgggataa
catacgagtt
gatrgettet

cagocacgaa
tecactigta
cgeattggat
aattgataat
tacggectat
ttiggateet
gtrgctecaga
ataaagaaaa
gegaaaaacc
ataaaaaaat

atgtagecact
ttgaattgte
acaaatcgtt
ttattaataa
cggcogegtic
acgcaattga
gergLgaggt
accaaatcag
getotgaaaa
tacaggaaac
atatgteee
Lcacgtcata
tgattgaceg
trttttagat
ttteaceqgyga
ggetgaateg
atgggacggt

¢cLgcacaqges ggaaaaraac

agatgattte

aaaaggatac

60
120
180
240
aoo
360
420
480
540
600
660
720

B840
200
960
1020
1034

60
120
180
240
300
360
420
480
540
500

660

720

780

840

200

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1768
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<223> secuencia vanA
<400> 11

gatatcgtra
Gaaatacaga
gataccratg
gtattggaag
caattrttac
tataccgage
gaaaggagac
ggageatgac
atacgagecy
ttgegeggaa
gcacggatta
ttcagettty
cggtatacet
gacatacatc
agatgatagg
aggetceatee
atcggcaaga
cggtegtgey
getgcagtac
cgcagttata
ggcaaaaaaa
acaagataac

cageegeeat
cttgategta
gaaataqtac
aaagcggtiyg
ctrttgaaqgy
tacegtecta
ctgacaaagy
gtygcttcaa

<210> 12
<211> 882
<212> ADN
<213> Enterococcus faecalis

<220>

cgeLeeatge
gaatgaagca
agrrggttaa
gagaggaaga
ttaaactica
aagegtigeyg
aggagcatga
gtatcggtaa
tratacateg
tgggaaaacy
cttgttaaaa
catggceaagt.
thrgtagget
gttgcgaaaa
ccggeggeag
tteggtgtga
caatatgaca
gtattgggaa
ggaateottte
acegtteceg
atatataaay
ggecgoatig

ccccgtatga
tragegttaa
acggtgtteg
acggttatga
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gecycteaat
aggageattt
ageattagaa
gtttttctac
aagaatgeet
tgatacegtt
atagaataaa
aatctgeaat
gaattacgaa
acaattgeta
agaaccatga
caggtgaaga
gogatattea
argctgggat
ctacgtttac
aaaaagtcaa
goaaaatctt
acagtgeege
gtattcatca
cagacette
cgeteggetg
tactgaacga

rggoegetys
agaggtgata
ttgggacget
agtaaatcge

caaaagaact ggergetace

agegrgetgt
aaagttatta
aatcaageca

<223> secuencia vanB
<400> 12

accaggoagy
aacacqgugea
ccgatttegt
rtetcoegge
cactLogeeg
tgaaateget
gttaagtter
ctteacaaag
ttgaaatteg
catgeaaget
cagacoctgt
aatacgeegt
cggggagagt
cttocatacg
gttogeagea

<210> 13
<211> 556
<212> ADN
<213> Enterococcus faecium

<220>

gtatcgaccet
agcoccteLyge
tcctcgaceg
tegttitoct
acaatcaaat
tgctoaatta
tecgtaceoge
acagggtagg
ggaacggoga
goqgageottt
ategeaceac
gttiegtate
atggcgggga
cogtettttg
arttctattg

aaactgttte

acggatacge
cttatcaata
aacgggaaac
tctgattgoa
aaggtgataa
gaaaaaacca
agttgceaata
agagatagece
atctggtgta
ttcagetgta
ataktgaaate
tggatccata
aagcteagea
agctacteee
ctatectgte
tagegoeggas
aattgagcag
grtagttgte
ggaagtegag
agcagaggag
tagaggtcta
agtcaatact

aggtattgea
ageatggasa
aaatacgeca
attgtaggga
caagggtacyg
atgeaatggy

actatarctat
ctgggegegg
tgggegarge
ceCaaaaace
Leacacegea
ttaaaaactg
etgrigoay
gctaacatta
tggaaaatgt
ctetegeeygy
aaccatgteg
caaggtetgt
atttgtatgg
geetitigay
trtgttaage
gaattggact
getgtitegg
qgcgaagtay
ccggaaaaag
cgaggacgga
geeegtgtag
ergecegger

crLeeegaac
taggatttac
cttgggataa
catacgagtt
gattgereet
ctgcacagea

teccaatatt gaccgaactg agatgattte

tagcegeg

catttagaac
arccaageac
gaatgtetge
gatggatgeg
cat¢oetegtt
agatteeeee
cracteLggt
taagcgeace
Lgeecgeats
gaaratcgea
coheccogea
cgottrortt
gactgroggce
taattccgat
cqgarcrtac

gatgeogoeca
ccgatatact
gggaactgta
gaagataccg
Reccatgasc
atcatarkge
tagcgecaaay
cgeet.eogas
trrtgtaaga
gectacatag
tetgecatge
catgacaage
tceccattee
grtagtgegga
cgacacatea

tcetectgea
tteLttgeey
atcategeat
tggcteagee
gracacccga
cotgeogort
gacgaacctyg
ttgtecacett
atgtaggeea
gggataccag
aaaaccoggga
ageecatgeg
gtacatggcet
tcgaatttrt
tg

cagcoccacgaa
tocacttgta
cgcattggat
aattgataat
tacggectat
tttggatttt
gttgcteaga
ataaagaaaa
gegaaaaacce
ataaaaaaat
atgtagcatt
ttgaattgte
aAcaaategtt
ttattaataa
cggegegtic
acgcaattga
goetgtgagat
daccaaarcag
gectctgaaaa
tacaggaaac
atatgteeeer
tcacgreata

tgattgaccey
tttettagat
teteaceqgga
ggotgaarcq
atgggacggt
ggaaaataac
aaaaggatac

aaaaaagate
tttectgecac
tLtetgagee
ggatttgatc
ceteacaged
ctatcgeage
accgtgoecgy
tatcaateat
gtgactrgte
acaattcaaa
aagecacate
tttrocctate
tettgecatag
cagtattaag

(3¢
120
1380
240
300
360
4290
480
540
800
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
3200
1260
1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1768

&0
120
180
240
00
60
420
480
540
6040
660
720
780
8440
:1: e
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ES 2269 890 T3

<223> secuencia vanB

<400> 13
Caaaaaaaga te¢aacacggg caagecctect geatecaage
cgrttecctge aceegattte gttoctegac cggaatgtct
attrectgayg coettiticcg getegiittc ctgatggatg
¢cggatttga tccacttege cgacaatcaa atcatecteg
gacetcacay ¢eogaaateg cttgetcaat taagattttt
Ciotatcgea gegttaaght ettocgtace gtttactttg
tgaccgtgeo ggettcacaa agacagggta ggtaagegcea
tttatcaata atitgaaatt cgggaacgge gatgeecgea
cagtgatttg tcecatgeaag crgeggaget ttgaatatea
agacaataca aacage

<210> 14

<211> 556

<212> ADN

<213> Enterococcus faecium

<220>

<223> secuencia vanB

<400> 14

caaaaaaaga tcaacacggg caagooctet geatccaage
cgttbiocetge accogatite gtrectcgae cggaatgtet
atcbtetgag ecbtithooyg gotogtitte ctgatyggaty
ceggatitga tocacttege cgacaatcaa atdatoectog
gacctoacag ceogaaateg cktgotcaat taagattitt
ttctatcgea goegttaagti cttecgtace gtttactieg
tgagegtgoe ggettcacaa agacagggta ggraagegea
tttatcaata atlitgaaatt cgggaacgge gatgceogea
cagtgatttg tccatgcaag ctgoggaget ttgaatatea
agacaataca aacagce

<210> 15

<211> 556

<212> ADN

<213> Enterococcus faecium

<220>

<223> secuencia vanB

<400> 15
caaaaasaga Loaacacggyg caagecctet gceatccaage
cgritoctge accegatite gtiocchaegad cggaatgtor
attctetgag cotttitceg gotogtttte cifgatggatg
ceggatttga tocactteoge cgacaatcaa atcatcoeteyg
gaccteacag cecogaaatey cttgetcaat taagattoio
tictatcgea gegttaagtt cticegtacce gtttactitg
tgaccgtgee ggettcacaa agacagggta ggtaagegea
tttatcaate acttgasatt cgggaacgge gatgeocgea
cagtgatttg Lccatgeaag crgoggaget ttgaatatca
agacaataca aacage

<210> 16

<211> 556

<212> ADN

<213> Enterococcus faecium

<220>

<223> secuencia vanB

acccgatbata
gcegggaacty
cggaagatac
ttecccatga
ceatcatatt
gttacgccaa
geegeereccy
terertgtaa
cagoeceoacat

acccgatata
gegggaactg
cggaagatac
ttccccatga
ceatcatatt
grtacgecaa
cecgectceg
ttcrctgtaa
cagcecacat

acccgatata
gegggaactg
cgyaagatac
ttocceatga
ccatcatatt
gttacgaecaa
cocgectecg
tLtttetgtaa
cageccacat

crttetttge
taatcatoge
cgtggctcag
ccgcacacce
grectgecye
aggacgaace
gettgteace
gaatgtagge
aggggatace

ctttetttge
taatcatege
cgrggeteay
cogoacaces
gtectgeege
aggacgaace
getigtcace
gaatgtagge
aggggatace

ctttekitge
taateatoge
cgtggeteag
cogcagacee
gteecrgeege
aggacgaacce
gerrgecace
gaatgtaggc
aggggatace

80
120
180
240
300
360
420
480
8490
556

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
556

60
120
180
240
300
360
420
480
549
556
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<400> 16

Caaaaaaaga
cgrteectge
atttrctgag
coggattiga
qacetcacag

ttctategoa
tgaccgtgee
tecatcaata
cagtgatttg
agagaataca

<210> 17
<211> 556
<212> ADN

<213> Enterococcus faecium

<220>

<223> secuencia vanB

<400> 17

caaaaassga toaacacgag caagooctet goatecaage

tcaacacggy caagoestet geatecaage
accegatttc gttoctocgac cggsatgtet
cetttttecg goetegttite ¢tyatyggaty
tecactLege cgacaatcaa atcatccotog
cccgaaatcg cttgotcaat taagarerte

gegiLaagtt cttecgtace gettactirg
ggertoacaa agacagggta ggtaagegea
arttgazatt cgggaacggle gatgeccgea
tccatgoaag ctgeggaget ttgaatatca

aacage

ES 2269 890 T3

cgtticottge accocgartto griooucgac cggaatgtcet
attetetgag cotritioog gotegrttte ctgatggatg

coggattiga teoactiege cuacaatcaa atcatcotcy

gaccrcacay
ttctategea
tgaccogtgeo
chtrteaare
Cagtgatttyg
agacaattca

<210> 18
<211> 556
<212> ADN
<213> Enterococcus faecalis

<220>

<223> secuencia vanB

<400> 18

caaaaasaga
cgtttettge
attetetgag
ceggatttga
gaccteacag
ttetategea
tgacegtgec
ttttecaate
cagtgatttg
agacaattca

<210> 19
<211> 556
<212> ADN

<213> Enterococcus faecalis

<220>

cecgaaateg cttgotcaat taagattett

gegtttaget cttoegtact gtttactttg

ggettoacaa agacagggta ggtaagegtce
atttgaaatt cggggacgge gatgoccoegea
tecatgoaag ctgeggaget trgaatateyg

aacaga

teaacacygag

caageect et goatccaage

acccgattte gttoctogac cggaatgtet
cettirtocg gotegttee ctgatggatg

tecacticge
ceogaaateg
gecgttragtt
ggettoacaa
atttgaaattc
tccatgoeaag
aacaga

<223> secuencia vanB

cgacaatcaa atcatecteyg
cttgoeteaat taagatittt
crteegtact grrcacety
agacagggta ggtaagegtce
cggggacgge gatgeccgea
cegeggaget ttgaatatoeg

acccgatata
gegggaactg
cagaagatac
ttccoccocatga
ccatcatatt

gttacgecaa
glegectocy
tttettgtaa
cageecacat

acccgatata
getggaacga
cggaagatac
Lticocatga
ccatcatatt
gttacgeocaa
ctogectocy
ththittgtaa
cagectacat

acccgatata
geLggancya
cggaagatac
tttcccatga
cecateatatt
grracgeeaa
ctocgeectecy
ttttttgtaa
sagectracat

ctereotttge
taatcatege
cgtggctcay
ccgoacaceo
gteorgeege

aggacgaace
getLgteace
gaatgtaggce
aggyygatace

ceLeetteqe
taatcatcge
cgtggctcaa
cogegeagoee
gtectgotge
aggacgaace
gtttgtecace
gaatgtagge
aggggatace

cttoettige
taatcatcge
cgrggeteaa
cogegeagec
qrtectgetge
aggacgaace
gtttgtcacce
gaatgtagyge
aggggatace

60
120
180
240
300

60
420
480
540
556

60
120
180
240
300
360
420
480
540
555

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
556
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<400> 19

ES 2269 890 T3

caaaldaaaga tcaacacggg caagoccicot

cgttteoetge
attctectgat
ceggatttga
gaceteacag
troctatogea
tgacogtagee
ttratcaate
cagtgattty
agacaatrca

<210> 20
<211> 556
<212> ADN

<213> Enterococcus faecalis

<220>

<223> secuencia vanB
<400> 20

caaaazaags
cgtttaectge
attttetgay
ccggatttga
gaccteacag
ttctategea
tgacegtgece
tttatcaatc
cagtgatttg
agacaattca

acccgattoe
ccbtttteeg
tccacttoge
cccgaaateg
gegttaagte
ggeticacaa
atttgaaatt
tecatgeaayg
aataaa

Leaacacqgaqg
aceegatete
ceteeereeyg
tccacttege
ccegasarcg
gogttaagtt
ggcttcacaa
atttgaaatrt
tecatgcaag
aacagt

gttocccgac
getegttite
cgacaatcaa
cttgctcaat
cttecgtace
agacagggta
cgggaacgge
crgeggaget

caagecetet
gttectegac
gotegreete
cgacaatcaa
chtgotcaat
chteegtace
agacagggta
cgggaacgge
ctgecggaget.

géatccaage
Lgggatgtet
ctgatggatg
atcatcectey
taagatctet
gtttactiiy
ggtaagcgea
gatgeoeegea
tegaatatey

geatecaage
cggaatgtet
ctgatggatg
atcatceetog
taagatttet
gtttactity
gytaagegea
gatgoeegea
ttgaatatca

geecgatata
gcaggaacygy
cggaagatac
ttcccecataa
¢catecatatt
gttaagccaa
ceegteteey
ttttttgtaa
cagceecacat

acecgatata
gcgggaactg
cggaagatac
ttccecatga
ceateatacte
gtracgecaa
cocegeetoog
tttttegtaa
cagceccacat

ctttcttige
taatcatege
catggcteag
cogeacagee
gtectgecge
aggacgaacce
gettgteace
gaatgtagge
aggggatgee

ctttecttge
taatcatege
cgtggoteag
cegeacancs
gteetgoege
aggacgaace
gettgtcace
gaatgtagge
aggggatacce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
556

60
120
180
240
300
360
420
480
540
556
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