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Resumen
Actualmente las infecciones cervicovaginales son un problema comun en el servicio de salud,

entre estas infecciones estan la Illamada vaginosis bacteriana y las infecciones de transmision
sexual, estas son causadas por diversos patogenos, entre los cuales destacan; debido a su
relevancia estadistica y complicaciones clinicas graves; Mycoplasma hominis, Ureaplasma
spp. Y Chlamydia trachomatis. Ademas de su relevancia estadistica y la importancia de sus
complicaciones, existen grandes deficiencias en el actual diagndstico de estos tres patdgenos,
tales como la baja sensibilidad de las pruebas, la dificultad de las técnicas utilizadas y el alto
tiempo de respuesta, aunado a esto, los cuadros clinicos de estos tres patdgenos son bastante
similares, por lo que su diagndstico diferencial por sintomatologia tampoco es posible. Estas
deficiencias en el diagnostico de los tres patdgenos se pueden solucionar con el disefio de
una prueba PCR multiple, por lo que el presente proyecto se dirige al disefio, desarrollo y
estandarizacion de esta.

Abstract
Currently, cervicovaginal infections are a common issue in healthcare services. Among these

infections are bacterial vaginosis and sexually transmitted infections, which are caused by
various pathogens, notably Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp., and Chlamydia
trachomatis, due to their statistical relevance and severe clinical complications. In addition
to the above, there are significant deficiencies in the current diagnosis of these three
pathogens, such as low sensitivity, the complexity of the techniques used, and long response
times. Furthermore, the clinical presentations of these three pathogens are quite similar,
making differential diagnosis based on symptoms impossible. These diagnostic deficiencies
can be addressed by designing a multiplex PCR test, and this project focuses on the design,

development, and standardization of such a test.
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Capitulo 1: Generalidades

1.1. Planteamiento del problema

Las infecciones cervicovaginales actualmente son un problema muy comun en el servicio de
salud, esto debido a lo frecuentes que son los casos tanto en el primer nivel de atencion

médica como en los servicios de ginecologia y obstetricia.

Dentro de las infecciones cervicovaginales, se encuentra la vaginosis bacteriana (VB), la
cual, de acuerdo con Cardona et al. (2014), tiene como agentes mas frecuentemente aislados
a Gardnerella vaginalis, Prevotella mobiluncus, Ureaplasma y Mycoplasma. Por su parte,
de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2014), Chlamydia trachomatis
es considerada, junto con la gonorrea, como las infecciones de transmision sexual (ITS)

bacteriana con mayor prevalencia a nivel mundial.

Las complicaciones de la VB pueden llegar a ser bastante serias, en especial en pacientes en
periodo de gestacion, en estos pacientes la VB ha sido asociada a complicaciones como
amenaza de parto prematuro, rotura prematura de membranas, parto prematuro, infeccion
intraamniotica y endometritis posparto; mientras que en el resto de los pacientes se ha
demostrado que la presencia de VB aumenta el riesgo de adquirir Infecciones de Transmision
Sexual como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o Chlamydia trachomatis
(Romero y Andreu, 2016).

Por su parte, las complicaciones de una infeccion causada por C. trachomatis en pacientes
en gestacion son las mismas que causan la VB y a ellas se aumentan los nacimientos de bebés
con neumonia, conjuntivitis o sepsis, ademas de provocar embarazo ectépico, mientras que
en pacientes que no se encuentran en periodo de gestaciéon, las principales complicaciones
son enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), infertilidad por oclusién tubarica y dolor pélvico

cronico (Lopez et al., 2018).

En cuanto a diagnostico, las principales deficiencias para Ureaplasma spp. y Mycoplasma
hominis son la falta de técnicas confiables con elevados valores de sensibilidad y
especificidad, ademas de que los tiempos de respuesta son considerablemente altos. En el
caso de C. trachomatis, la principal dificultad es el hecho de que es una bacteria intracelular,
por lo que el cultivo en medios bacterianos comunes no es aplicable y el diagnéstico por

medio de la sintomatologia del paciente no es de utilidad debido a que comparte
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sintomatologia con otros agentes. De acuerdo con Alonso et al. (2012), el método diagndstico
de referencia es el cultivo en linea celular, el cual tiene la limitante de ser una técnica

complicada.

Entonces, el presente trabajo plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢Es posible
estandarizar una prueba de diagndstico PCR mudltiple para Mycoplasma hominis,

Ureaplasma spp. y Chlamydia trachomatis?

1.2. Justificacion
Lo descrito anteriormente expone los criterios que se tomaron en cuenta para la seleccion de

los patdgenos a los que va dirigida esta prueba PCR multiple; la semejanza entre los cuadros
clinicos, la relevancia estadistica de cada uno de los patégenos, las complicaciones causadas

por sus infecciones y las deficiencias en su diagndstico.

Por ello, el desarrollo de una PCR multiple para M. hominis, Ureaplasma spp., y C.
trachomatis solucionaria los problemas que se tienen en el diagnostico actual, como la
similitud entre los cuadros clinicos y la poca especificidad y sensibilidad de los métodos de

diagnostico actuales.

Este proyecto tendrd como aporte social una prueba diagndstica PCR mdltiple para tres de
los principales patogenos de importancia ginecolégica que resuelva las principales
dificultades del diagnostico que se tienen actualmente; como aporte profesional, este
proyecto planteara las bases necesarias para el disefio y estandarizacion de una prueba PCR
maltiple en tiempo real para los tres patogenos, incluyendo el disefio de iniciadores
especificos; y por altimo, el aporte personal para la tesista constara de su introduccion al
ambito de la investigacion asi como el fortalecimiento de sus habilidades practicas y

conocimientos sobre diagndstico microbioldgico molecular.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general.
Disefar, desarrollar y estandarizar una prueba diagnostica de PCR multiple para Mycoplasma

hominis, Ureaplasma spp. y Chlamydia trachomatis.

1.3.2. Objetivos especificos.
1. Disefiar in silico la prueba PCR mudltiple.
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2. Disefiar in silico el plasmido control positivo.

3. Obtener las secuencias diana de muestras ya diagnosticadas.
4. Construir in vitro el control positivo.
5

Estandarizar las condiciones de reaccion de PCR multiple.

1.4. Hipotesis
Este proyecto sostiene la hipotesis de que es posible disefiar, desarrollar y estandarizar una

prueba diagnéstica PCR multiple para los agentes: Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp. y

Chlamydia trachomatis.
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Capitulo 2: Marco tedrico

2.1. Caracteristicas generales de los patdgenos

2.1.1. Mycoplasma hominis.
Las especies del género de los micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, y son

organismos procariontes de pequefio tamafio que carecen de pared celular. Se han
identificado mas de 200 especies dentro de esta clase, de las cuales las de mayor importancia
son Mycoplasma pneumoniae, M. hominis, Ureaplasma urealyticum y M. genitalium (Riedel
et al., 2020).

Segun Riedel et al. (2020) los micoplasmas tienen la caracteristica de ser muy pequefios,
oscilando entre los 125 y 250 nm de diametro, ademas, debido a la falta de pared celular
rigida, son muy pleomorficos y tienen en su estructura una membrana unitaria de tres capas
que contiene un esterol. Los micoplasmas son resistentes a la penicilina debido a su falta de

pared celular y pueden reproducirse en medios libres de células.

De acuerdo con Ryan (2022) los esteroles contenidos en la membrana de los micoplasmas,
no son sintetizados por el organismo mismo, sino que son adquiridos a partir del tejido en el
que estdn creciendo y se han identificado organulos de superficie que median la fijacion a
dicho tejido. EI mismo autor también menciona que el genoma de los micoplasmas se
caracteriza por ser pequefio, en parte debido a la falta de genes que codifiquen para una pared

celular compleja.

M. hominis es anaerobio facultativo y su crecimiento es posible en agar chocolate, formando

colonias caracteristicas por tomar forma de “huevo frito invertido” (Ryan, 2022).

La dosis minima infectiva de M. hominis en humanos ain es desconocida, sin embargo, se
han realizado estudios en diferentes animales de laboratorio para conocer este dato, como el
de Kraus y colaboradores en 1977, donde de acuerdo con su experimentacion, la dosis

infectiva en cuyos es de 100 color-changing units (CCU).
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Imagen 1. Colonias de M. hominis vistas al microscopio con aumento 10x

Recuperado de: Cervantes, G. (2009).

2.1.2. Ureaplasma spp.
El género Ureaplasma, al igual que el Mycoplasma, pertenece a la clase Mollicutes, por lo

que las caracteristicas de estos microorganismos son muy similares.

En el caso particular del género Ureaplasma, este incluye 6 especies, de las cuales la Unica
que se ha encontrado en el humano es U. urealyticum, esta especie posee varios serotipos,
actualmente se han identificado 14 y han sido agrupados en 2 biovares (biovar 1y biovar 2)
(Lifeder, 2022).

De acuerdo con Kong et al. (2000), debido a diferencias gendémicas, se decidi6 dividir la
especie U. urealyticum en dos especies (antes llamadas biovares); U. parvum (anteriormente
Ilamada U. urealyticum biovar 2), y U. urealyticum (anteriormente Illamada U. urealyticum
biovar 1). Los mismos autores refieren que U. parvum se separ0 a su vez en tres subtipos; el
subtipo 1 incluye la serovariante 1, el subtipo 2 incluye las serovariantes 3 y 14 y el subtipo
3 la serovariante 6. Y también, U. urealyticum se separ6 en 3 subtipos dependiendo de las
serovariantes; el subtipo 1 contiene las serovariantes 2, 5, 8 y 9; el subtipo dos incluye a las

serovariantes 4, 10, 12 y 13; y, por ultimo, el subtipo 3 contiene las serovariantes 7 y 11.

Al igual que otras especies pertenecientes a la clase Mollicutes, los ureaplasmas son dificiles
de identificar debido a que su falta de pared celular los hace muy pleomérficos y su cultivo

en el laboratorio es bastante exigente.
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Se puede diferenciar al genero Ureaplasma del Mycoplasma por poseer la capacidad de
hidrolizar la urea (Lifeder, 2022).

En cuanto a los factores de virulencia de U. urealyticum y U. parvum, el equipo editorial de
Lifeder (2022) destaca la produccién de fosfolipasas, las cuales provocan la liberacion de
acido araquiddnico, este componente en el periodo de embarazo puede llevar a la produccion
de prostaglandinas, lo que puede desencadenar un trabajo de parto prematuro. Estas

fosfolipasas también tienen un papel en la enfermedad pulmonar fetal.

La dosis minima infectiva del género Ureaplasma en humanos aun es desconocida, sin
embargo, se han realizado estudios en diferentes animales de laboratorio para conocer este
dato, como el de Kraus y colaboradores en 1977, donde de acuerdo con su experimentacion,

la dosis infectiva en cuyos es de 10 000 color-changing units (CCU).

2.1.3. Chlamydia trachomatis.
El género Chlamydia es perteneciente a la familia Chlamydiaceae y, de acuerdo con Mélida

y Ostos (2003), éstas son bacterias no moviles de vida parasitaria intracelular obligada, esto
debido a su incapacidad de producir ATP. C. trachomatis, de acuerdo con los mismos
autores, presenta una morfologia ovalada o redonda no ciliada y se observan como cocos
gramnegativos o gramvariables, esto debido a que poseen membrana interna y externa, pero
carecen de peptidoglucano, asemejando la envoltura de una bacteria gramnegativa, segun los

mismos autores, esta bacteria se divide por fision binaria.

Segln Ryan (2022), el miembro patdgeno para el humano méas importante del género

Chlamydia es C. trachomatis.

Segun Gaydos y Quinn (2022), la etiologia de C. trachomatis divide a esta especie en dos
biovariedades; tracoma y linfogranuloma venéreo, al mismo tiempo, existen al menos 18
serovariantes clasificadas en 3 grupos; tracoma, el cual contiene los serotipos A, B, Bay C;
serotipos oculogenitales, este grupo incluye los serotipos de la D a la K; y, por altimo, el

grupo de linfogranuloma venéreo (LGV), que incluye los serotipos L1 a La.

El ciclo de vida de C. trachomatis es descrito por Ryan (2022), quien afirma que este ciclo
comprende 2 formas del microorganismo; la primera, la forma infecciosa, es llamada cuerpo

elemental (CE); y la segunda, la forma replicativa, lleva el nombre de cuerpo reticulado (CR).
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Segun el mismo autor, este ciclo comienza con la adherencia del CE a la membrana de células
blanco, causando su propia endocitosis gracias a la presencia de una “proteina reclutadora de
actina translocada” (TARP), la cual provoca un reordenamiento del citoesqueleto. Una vez
dentro de la célula hospedadora, el CE se convierte en CR formandose una vesicula llamada
inclusion, la cual esta delimitada por una membrana, de esta manera se empiezan a replicar
los CR, los cuales posteriormente se reorganizaran y condensaran dando lugar a varios CE
que seran expulsados de la célula hospedadora por exocitosis.

El genoma de C. trachomatis es relativamente pequefio, contando con un total de 1, 042, 519
pb y un plasmido criptico de 7, 493 pb, este genoma codifica para un total de 875 proteinas
(Mélida y Ostos, 2003).

La dosis minima infectiva de este patdgeno en el humano es aun desconocida, sin embargo,
existen estudios experimentales como el hecho por Kari y colaboradores en 2014 que
estudian la dosis minima infectiva en diferentes animales, este estudio revel6 que la dosis

minima infectiva de C. trachomatis en ratones es de 100 000 inclusion-forming units (IFU).

2.2. Tasas de incidencia y prevalencia de los patdgenos
Diversos estudios sefialan a los micoplasmas como algunos de los principales patégenos

causantes de vaginosis bacteriana y diversas complicaciones en el proceso de embarazo, por
lo que, actualmente la incidencia y prevalencia de estos patdgenos en tracto cervicovaginal

ha sido objeto de estudio tanto a nivel mundial como en México.

En el caso de Chlamydia trachomatis, los datos de incidencia y prevalencia tanto a nivel
nacional como mundial no son muy claros, sin embargo, se conoce como uno de los
patdgenos mas comunes causantes de infeccidn de transmision sexual y esto, ademas de las
consecuencias que puede llegar a tener en personas de sexo femenino, en especial
embarazadas, ha provocado un gran interés por conocer estos datos, por lo que se han

publicado varios trabajos al respecto.

2.2.1. A nivel mundial.
De acuerdo con Jaweed et al. (2021) las tasas de incidencia de micoplasmas genitales oscilan

entre 60 y el 80% a nivel mundial. En el caso particular de M. hominis, de acuerdo con los
mismos autores, las tasas de incidencia oscilan entre 21 a 53%, ademas, este patdgeno es

causante de alrededor del 10% de casos de enfermedad inflamatoria pélvica (EIP).
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M. hominis ha sido detectado en el 24 — 75% de casos de VB y en el 13 — 22% de mujeres
sin VB (Jaweed et al., 2021).

Por su parte, Ureaplasma spp., de acuerdo con Kokkayil y Dhawan (2015), tiene una tasa de
colonizacion que oscila entre 40 y 80%. Este patdgeno también ha sido aislado de muestras
de pacientes con VB, esto en una porcion entre el 62 y el 97% de los casos.

En el caso de C. trachomatis, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(2014), la infeccion causada por estos patdgenos es considerada, junto con la gonorrea, como
la infeccion de transmision sexual (ITS) bacteriana con mayor prevalencia, esto debido a que

en 2008 se reportaron 106 millones de nuevos casos en adultos a nivel mundial.

La infeccion asintomatica de este patdgeno llega a afectar hasta el 90% de las mujeres (OMS,
2014).

2.2.2. En México.
A nivel nacional no hay datos oficiales disponibles acerca de la incidencia y prevalencia de

estos patogenos, sin embargo, se han llevado a cabo varios estudios en diferentes hospitales

de todo el pais.

En un estudio realizado en el Hospital de Ginecologia y Obstetricia del Instituto Materno
Infantil del Estado de México (IMIEM), la incidencia general de los micoplasmas en
muestras de canal endocervical fue de 62.7%, de los cuales, el 50.81% corresponde a
Ureaplasma urealyticum, 1.62% corresponde a M. hominis y el 10.27% corresponde a
muestras positivas para ambos patdgenos (Alvarez, 2012).

Otro estudio realizado en el Hospital Universitario de Puebla (HUP) arrojo un resultado de
tasa de incidencia para U. urealyticum de 42%, esto detectado por medio de una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y de 31% si el diagndstico se hace por medio de cultivos en

caldos y agares confirmatorios (Rivera et al., 2004).

En el caso de C. trachomatis, un estudio realizado a 200 personas de sexo femenino en el
servicio médico de Ginecologia del Hospital General No. 29 del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) de la Ciudad de México, arrojé un valor de prevalencia de 8.5%,

teniendo un total de 17 pruebas positivas, de las cuales 12 contenian algln otro patégeno
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ademas de C. trachomatis y 5 tenian como Unico patdgeno a C. trachomatis (Escobedo, et
al., 2021).

2.3. Cuadro clinico
Una de las principales dificultades en el diagndstico de estos patogenos es que las

manifestaciones clinicas son muy variadas y al mismo tiempo semejantes entre si. En la tabla
1 se muestran las manifestaciones clinicas que pueden llegar a provocar cada uno de los

patdgenos.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de los patdgenos

Patogeno

Manifestacién clinica Mycoplasma Ureaplasma spp. Chlamydia
hominis trachomatis

Flujo vaginal anémalo X X X

Olor “a pescado” por volatilizaciéon de X

aminas

Fiebre posparto

Infeccion intraamnidtica

Infeccion neonatal

Cervicitis

Enfermedad inflamatoria pélvica (EIP)

X| X| X| X| X| X
X| X| X| X

Sindrome uretral

X| X| X| X| X| X| X

Linfogranuloma venéreo (LGV)

Tracoma ocular

Conjuntivitis X

Elaboracion propia a partir de:
Ryan K.J. (2022); Jameson J, et al. (2020) y Hardy R (2022).

El flujo vaginal en el caso de infeccidén por micoplasmas suele ser de blanquecino a grisaceo,
mientras que el flujo vaginal de una infeccion causada por C. trachomatis tiende a ser mas
amarillento. El sindrome uretral incluye disuria interna y piuria. Por su lado, la cervicitis

mucopurulenta es una inflamacion del epitelio cilindrico y el subepitelio del cuello uterino y
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es causada por los tres patdgenos. La EIP es una infeccion que asciende desde el cuello

uterino o la vagina hasta el endometrio y/o las trompas de Falopio.

De acuerdo con Gaydos y Quinn (2022) el LGV comienza como una papula indolora pequefia
que tiende a ulcerarse en el sitio de la inoculacion. Se han aislado cepas de LGV de C.

trachomatis de Ulceras genitales y endocérvix en mujeres que presentan adenopatia inguinal.

Tanto el tracoma endémico como la conjuntivitis en el adulto se manifiestan al inicio como
una conjuntivitis caracteristica por foliculos linfoides en la conjuntiva (Gaydos y Quinn,
2022).

2.3.1. Vaginosis bacteriana.
El Instituto Mexicano del Seguro Social (2009) define a la vaginosis bacteriana (VB) como

una infeccion a nivel vaginal sin respuesta inflamatoria y afirma que aproximadamente el
50% de los casos son asintomaticos. Por otro lado, Jiménez et al. (2020) definen a la VB
como una alteracion de la microbiota vaginal que consiste en una disminucion de lactobacilos

y un aumento de bacterias anaerobias.

De acuerdo con Romero y Andreu (2016), este sindrome es caracterizado por un importante
aumento de la secrecion vaginal que se adhiere a las paredes vaginales con un olor definido
como “olor a pescado”, producido por la volatilizacion de aminas producidas por el
metabolismo de bacterias anaerobias. Los mismos autores afirman que, sin importar si la VB
es sintomatica o asintomatica, en pacientes en gestacion ha sido asociada a complicaciones
como amenaza de parto prematuro, rotura prematura de membranas, parto prematuro,
infeccion intraamnidtica y endometritis posparto; mientras que en el resto de los pacientes se
ha demostrado que la presencia de VB aumenta el riesgo de adquirir Infecciones de
Transmisién Sexual (ITS) como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o Chlamydia
trachomatis. Los mismos autores tambien afirman que, en cuanto al diagnostico para los
agentes etiologicos de la VB como Ureaplasma spp. y Mycoplasma hominis, el método de
referencia ain es la tincion de Gram y la sensibilidad que presenta va del 62 al 100% mientras
que la especificidad oscila entre el 79 y el 100%. Ademas de este método, existen también 2
grupos de criterios que se usan en el actual diagnostico de VB; el primer grupo son los
criterios de Amsel, donde se requiere la presencia de 3 de los 4 siguientes criterios: 1. Flujo
blanco — grisaceo, homogeneo, delgado y pegado a las paredes vaginales, 2. Presencia de
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células clave, 3. pH mayor a 4 y 5. Liberacion de aminas volatiles (Jiménez et al., 2020); el
segundo grupo son los criterios de Nugent, los cuales estan basados en la tincion de Gram y
“otorgan una puntuacion en funciéon de la proporcion de Lactobacillus, G.
vaginalis/Bacteroides y Mobiluncus observados al microscopio y se interpreta como flora
normal, flora vaginal intermedia y VB” (Romero y Andreu, 2016). Existen también otros
métodos para el diagndstico de los agentes productores de VB como los cultivos bacterianos,
sin embargo, los autores anteriormente citados, hacen énfasis en que estos no son
recomendados debido a que no hay un Unico agente causal de VB y su naturaleza
microbioldgica es muy compleja. Otro método actual de diagndstico es la citologia cervical,
cuyos valores de especificidad y sensibilidad varian de un estudio a otro, pero en términos
generales, segun los mismos autores, son valores bajos, de hecho, un estudio realizado por
Lopez (citado en Valencia y Yepes, 2014), arrojé valores de sensibilidad y especificidad de

48 y 66% respectivamente.

2.5. Blancos moleculares

2.5.1. Mycoplasma hominis.
Los micoplasmas, debido a que poseen un genoma muy pequefio, no cuentan con las

proteinas necesarias para la sintesis de productos esenciales como aminoacidos, colesterol o
purinas, por ello cuentan con mecanismos para obtener estos productos esenciales de la célula
hospedadora a la que se encuentren adheridos. Para el transporte de estos productos a través
de lamembrana celular, existe una superfamilia de proteinas capaces de transportar productos

en contra del gradiente, esta superfamilia se llama transportadores ABC.

De acuerdo con los hallazgos de Henrich et al. (1999), para la orden de los Mollicutes existe
un transportador ABC codificado por el operon OppBCDF vy, en algunas especies, este
operon cuenta con un dominio de unién a oligopéptidos fuera de la zona que codifica para el
operon, este dominio se nombréd OppA. En el caso especifico de M. hominis, de acuerdo con
los mismos autores, existe una proteina de adherencia que tiene la misma funcion que OppA,
con la diferencia de que esta codificada en la misma zona que el operdn, esta proteina recibe
el nombre de P100.

La imagen 2 ilustra la estructura del OppBCDF con la participacion del gen P100.
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El blanco molecular elegido para la deteccion de este patdgeno es una secuencia dentro del
gen que codifica para la proteina P100, se eligi6 este gen como blanco molecular debido a
que es especifico de la especie M. hominis y es altamente conservado.

Imagen 2. Estructura del operén OppBCDF en M. hominis

H E H HE R E E
1 631 3516/3532  4674/4679  5950/5955 TH18/7114 9642 bp
| e | sa1 11 aoa | 5s ‘ 842 | aa

Recuperado de: Henrich, Hopfe, Kitzerow, y Hadding, (1999).
La proteina P100 no ha presentado mutaciones de ningun tipo, por lo que se considera una
proteina altamente conservada, ademas es especifica de M. hominis. Funciona en la
adherencia del patogeno a la célula huésped y se demostr6 también su funcién como dominio
de unién a sustrato del operon OppBCDF (Henrich et al., 1999).

2.5.2. Ureaplasma spp.
Del género Ureaplasma solo se conocia un unico miembro que se considera patdgeno para

el humano, este ejemplar recibia el nombre de Ureaplasma urealyticum.

En el afio 2002 se acord6 que las dos biovares pertenecientes a la especie U. urealyticum se
dividieran en dos especies diferentes; la biovar 1 ahora recibe el nombre de U. urealyticum,

mientras que la biovar 2 se reconoce como la especie U. parvum (Kong y Gilbert, 2004).

Para la diferenciacion de estas dos especies, l0s autores compararon las secuencias de cuatro
genes “core” de las 14 serovariantes existentes. Una de las regiones “core” que utilizaron fue
aquella que codifica para el complejo de la ureasa. Las regiones core que se utilizaron para
cambiar la taxonomia de los ureaplasmas humanos tienen regiones altamente conservadas y
regiones variables especificas de especie y serovariante (Kong et al., 1999; Kong y Gilbert,
2004).

El blanco molecular elegido para la deteccion de los ureaplasmas humanos es una region
conservada dentro del gen que codifica para los diferentes componentes del complejo ureasa.
La imagen 3 ilustra una parte de la secuencia del gen codificante de este complejo, la region
resaltada en gris corresponde a la codificante del componente UreF y la region resaltada en
morado corresponde a la que codifica para el componente UreG.
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La ureasa es una metaloenzima dependiente de niquel, esta enzima es la responsable de
catalizar el proceso de hidrdlisis de la urea, descomponiendo este compuesto en amoniaco y
dioxido de carbono (CO3). Su participacion en el metabolismo de Ureaplasma spp. es de
vital importancia debido a que permite el uso de la urea externa y producida internamente
como fuente de nitrogeno (Lu et al., 2020).

Imagen 3. Secuencia parcial del gen codificante para el complejo ureasa de
Ureaplasma spp.

TRAAGCRARRARRATRAATGCTATTTGAGRRAATTGATCARATGATARACTTTCAAGGTTTAGCAAGAGAGACT
CGTGARAGGCCARCGTCGAATTGGCCARCARATGGTARAGATATATAATGAGCTTTTTGATTGTGAACTTT
TAGTTGAATATGCCCARAGRATARRRAGATCGARAATCTTATGGTAATCCAGCTGTTGCGTTTGCTTTATT
AGCTATGCATTTAAAGATCGACTTARARAACTGCTTTATATACTCATCTTTACTCTACAGTTGCTGCGCTA
LCGCAARLCTGTGTACGTGCARTTCCGCTAGGACAAGTTARGGGACARARAATCATTCATARACTARRAC
ATGTTTATTTCGATGACATTATCGATAAAGTCTTTAGTTTAGATTTTARARCAGATTTTTGTAAGAATAT
TCCTGGTCTTGRARATTGCACARRTGGRAACATGAGGACACACCTGTTCGCTTGTTCATGTCATRAATTRARLG
TTTTAGTRARATCTTRAATCGTARARATATCACTTCAATATTTTARARARRAAGCARAGAGARAGAGGATTAATT

ACTAACAR

Elaboracion propia a partir de: Kong, Zhenfang, Wang y Gilbert (1999).

2.5.3. Chlamydia trachomatis.
La membrana de C. trachomatis estd conformada por dos membranas celulares que no

contienen peptidoglucano. Esta membrana contiene proteinas ricas en cisteina que se
encuentran unidas entre ellas por medio de puentes disulfuro en los CE, esto provee a esta
forma de la bacteria una estructura mas resistente que la de los CR. Dentro de las proteinas
ricas en cisteina que contiene esta membrana chlamydial se encuentran; una proteina de 60
kDa en el espacio periplasmico que provee a la bacteria con una integridad semejante a la
dada por el peptidoglicano; y, la proteina mayor de membrana externa (MOMP), esta proteina
es mayormente expresada en la envoltura del CE y constituye aproximadamente el 60% de
las proteinas de la membrana externa, tiene una funcion de porina, es glicosilada como
proceso postraduccional y contiene epitopes antigénicos de superficie (Ostos y Mélida,
2003).
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La imagen 4 es una representacion de la estructura de la membrana chlamydial, ilustra las
membranas interna y externa, asi como algunas proteinas como la MOMP vy los

lipopolisacéridos (LPS) de la membrana externa.

Imagen 4. Estructura de la membrana de C. trachomatis

Mombrana
arfema

2o m

S | TN NS Mantvans

1 MU o

Recuperado de: Ostos y Mélida (2003).
La proteina MOMP esté codificada en el gen ompl, el cual, segin Sayada et al. (1992),
codifica para cuatro dominios variables (DV) intercalados por cinco dominios constantes
(DC) de la proteina mayor de membrana externa. Las diferencias que se dan en los DV son
las responsables de la creacion de los serotipos, mientras que los DC se han visto implicados

en la respuesta de células T.

El blanco molecular elegido para la deteccion de C. trachomatis es una secuencia que se
encuentra dentro del DC 1V, esto debido a que pertenece a la proteina mayormente expresada
en la membrana del patégeno, ademéas de ser una secuencia altamente conservada en los

diferentes serotipos existentes de C. trachomatis.

La imagen 5 contiene la secuencia del gen ompl en la serovariante Da de C. trachomatis.
Resaltado en color amarillo se ubican los DV y en color verde la secuencia elegida como

blanco molecular.

15| Pdagina



Imagen 5. Secuencia de gen omp1l de C. trachomatis

>¥X62921.1 C.trachomatis (Da/TW-448) ompl gene for major outer membrane
protein
TTCCTCAGGCCATTAATTGCTACAGGACATCTTGTCTGGCTTTRAACTAGGACGCAGTGCCGCCAGRRALAT,
GATAGCGAGCACRRALGAGAGCTAATTATACALRTCTTAGAGGTAAGAATGALRRRARACTCTTGRARATCGETR
TTAGTATTTGCCGCTTTGAGTTCTGCTTCCTCCTTGCAAGCTCTGCCTGTGGGGAATCCTGCTGRARCCAR
GCCTTATGATCGRACGGRARATTCTGTGGGRAAGGTTTCGGTGGAGATCCTTGCGATCCTTGCACCACTTGETG
TGACGCTATCAGCATGCGTATGGGTTACTATGGAGACTTTGTTTTCGACCGTGTTTTGGRARAACAGATETG
AATRAAAGARATTCCACATGGETGCCAAGC CTACARACTGATACAGGCAATAGTGCAGCTCCATCCACTCTTA
CAGCARGAGAGARTCCTGCTTACGGCCGACATATGCAGGATGCTGAGATGTTTACAARATGCCGCTTGCAT
GGCATTGRAATATTTGGGATCGTTTTGATGTATTCTGTACATTAGGAGCCACCAGTGGATATCTTARAGGR
AACTCTGCTTCTTTCAATTTAGTTGEGATTGTTTGGAGATAATGAARATCARARARCGETCARRGCGGAGT
CTGTACCAALTATGAGCTTTGATCAATCTGTTGTTGAGTTGTATACAGATACTACTTTTGCGTGGAGCGET
CGEGECGECTCGCGCAGCTTTGTGGGAATGTGGATGTGCAACTTTAGGAGCTTCATTCCAATATGCTCAATCT
AALACCTRAARAGTAGRAGRAATTRARACGTTCTCTGCAATGCAGCAGAGTTTACTATTRAATARRCCTARAGGET
ATGTAGGTAAGGAGTTTCCTCTTGATCTTACAGCAGGARCAGATGCTGCGACAGGAACTRAGGATGCCTC
TATTGATTACCATGAATGGCAAGCAAGTTTAGCTCTCTCTTACAGACTGAATATGTTCACTCCCTACATT
GGAGTTARATGGTCTCGAGCAAGCTTTGATGCCGATACGATTCGTATAGCCCAGCCARRRATCAGCTACAG
CTATCTTTGATACTACCACGCTTARACCCRARACTATTGCTGGAGCTGGCGATGTGRARRRACTGGCACAGAGGG
TCAGCTCGGAGACACARATGCARATCGTTTCCTTGCARTTGRARCARAGATGARATCTAGRRRATCTTGCGGT
ATTGCAGTAGGRLACARCTATTGTGGATGCAGRACRARRATACGCAGTTACAGTTGAGACTCGCTTGATCGATG
AGAGAGCAGCTCACGTARATGCACARATTCCGCTTCTAATAATTGTATRATTATATTAGGATCTTT

Elaboracion propia a partir de: Sayada, Denamur, y Elion (1992).
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Capitulo 3: Marco de referencia

3.1. Diagnostico actual de Mycoplasma hominis

El diagndstico actual de este agente, segin Meseguer et al. (2012), esta basado en el cultivo
del microorganismo en medios especificos y en su deteccion por PCR, las pruebas

serologicas no se aplican actualmente para el diagnostico de esta bacteria.

El cultivo de M. hominis se debe hacer en medios especializados, como el caldo arginina y
los agares diferenciales A7 y sus modificaciones A7b y A8, los cuales son Uutiles para
diferenciar por morfologia colonial a M. hominis y Ureaplasma spp. (Meseguer et al., 2012).
De acuerdo con los mismos autores, los caldos se deben incubar a 37 °C en aerobiosis durante
5 dias, mientras que los agares preferentemente deben incubarse con 5 a 10% de CO2 bajo
las mismas condiciones de temperatura y tiempo que los caldos.

Las principales deficiencias en el diagnostico actual especifico de este patdgeno, segun
Rodriguez et al. (2012), son sus complicados requerimientos nutricionales y su marcada
sensibilidad a cambios en sus condiciones de crecimiento como pH, temperatura, presion

osmotica y presencia de agentes tensoactivos.

A pesar de que el método de referencia para el diagnostico de M. hominis sigue siendo el
cultivo del microorganismo, ya se han desarrollado pruebas de PCR como la propuesta por
Rodriguez et al. (2007) para identificar especies de micoplasmas y ureaplasmas en una PCR

maltiple.

3.2. Diagnostico actual de Ureaplasma spp.
El diagndstico de las especies de Ureaplasma se hace actualmente por métodos

convencionales como lo son los cultivos bacterioldgicos y pruebas bioquimicas (Fernandez
et al., 2007).

De acuerdo con Acosta et al. (2011) los caldos 10B de Shepard y urea- arginina pueden ser
utilizados en el diagndstico de Ureaplasma spp. y M. hominis, también existen medios
comerciales; como el Mycotrim Triphasic®, que incluye un medio bifasico con agar
diferencial A8y caldo urea-arginina en un frasco de cultivo celular; o el sistema Micoplasma
IST bioMérieux® que tiene la ventaja de ser cuantitativo.
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En cuanto a las condiciones de incubacion especificas para Ureaplasma spp., de acuerdo con
Acosta, et al. (2011), “los caldos se incuban a 37°C en atmosfera aerobia. Las placas de agar
deben incubarse en atmosfera suplementada con 5-10% de CO: (utilizando sistema

generador), ya que Ureaplasma spp. requiere CO; para su crecimiento” (p. 503).

Para este patdgeno también se han desarrollado pruebas PCR, sobre todo en pruebas

maultiples en conjunto con especies de micoplasmas.

3.3. Diagnostico actual de Chlamydia trachomatis
El diagnostico de este agente es, definitivamente, el mas complejo de los tres patdgenos a los

que va dirigido este proyecto.

Segun Van Der Pol y Unemo (2014), algunas de las técnicas de diagndstico mas utilizadas
para este agente son la serologia, inmunofluorescencia directa (IFD), enzimoinmunoanalisis
de absorcion en fase solida (ELISA) y el cultivo celular. Segin los mismos autores, las
principales deficiencias de las técnicas como la serologia, la IFD y el ELISA son la baja
sensibilidad y especificidad, por ello, el cultivo celular se consideré como la prueba estandar
para el diagnostico de C. trachomatis durante mucho tiempo, sin embargo, este también
presenta grandes desventajas como las que mencionan los mismos autores en 2014, “la
necesidad de que la bacteria se mantenga viva exige condiciones estrictas de transporte y
conservacion que limitan la utilizacidn de esta prueba a los consultorios que colaboran con

laboratorios més avanzados técnicamente” (p. 58).

Para los cultivos celulares, Alonso et al. (2012) mencionan que las lineas mas recomendadas
para el diagnostico de C. trachomatis son las HeLa 229 y McCoy, también hacen mencion
del uso de la técnica de hibridacion de &cidos nucleicos, cuya sensibilidad y especificidad
son comparables con las de técnicas de diagnostico por PCR actuales, sin embargo, tiene la
desventaja de ser una técnica que requiere adaptarse dependiendo de la naturaleza de la

muestra, sean muestras cervicales o de orina.

Actualmente las técnicas por PCR estan desplazando al cultivo celular como método de
referencia, esto debido a la sensibilidad y especificidad que ofrecen, ademas de ser mas

practicas en comparacion con los cultivos celulares.
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Capitulo 4: Disefio de la investigacion

Este proyecto de investigacion comprendio dos fases, una fase in silico y una fase himeda:

a.
b.

Tipo de estudio: Fase in silico, bioinformético; fase himeda, experimental.

Universo de estudio: Fase in silico, secuencias de blancos moleculares elegidos

obtenidas de la base de datos del NCBI; fase hiumeda, especimenes utilizados para la
obtencion de las secuencias blancos.

Tamarfio de la muestra: Fase in silico, 48 secuencias genéticas para gen OMP1, 14

secuencias para el gen de la ureasa y una Unica secuencia para el gen P100 y para el
gen constitutivo SDHA,; fase himeda, una Unica muestra por blanco molecular de
exudado endocervical que cumpla con los criterios de seleccion, dando un total de 4
muestras.

Sede y lugar de estudio: Laboratorio de Infectologia Molecular (LIM) ubicado en el
edificio FCQL perteneciente al Depto. de Microbiologia-FCQ, BUAP ubicado en

Ciudad Universitaria, Puebla, Pue., México.

Criterios de seleccion: Fase in silico, se incluyeron secuencias obtenidas de la base

de datos del NCBI de los blancos moleculares para cada patdgeno, se excluyeron
todas las secuencias parciales y aquellas que no provenian del patégeno sino de
plasmidos clonados o semejantes; fase humeda, se incluyeron muestras de exudado
endocervical previamente diagnosticadas como positivas para cada uno de los
patdgenos, recolectadas con citobrush, y transportadas en refrigeracion, se excluyeron
las muestras que no amplificaron para el control de técnica, muestras guardadas por
mas de 5 dias sin refrigeracion o algin otro método de conservacion y muestras
tomadas con hisopos de algodén o conservadas en medios que contengan rojo fenol.
Recursos humanos: Titular de proyecto, e.Q.F.B. Martinez Hernandez Ana Gabriela;

directora de proyecto: D.C. Pazos Salazar Nidia Gary.

Recursos financieros: Financiamiento propio del LIM y aquellos provistos mediante

proyectos institucionales, proyecto VIEP 152.
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4.1. Materiales y metodologia

4.1.1. Esquema general de trabajo.
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4.1.2. Descripcién del esquema general de trabajo.

El esquema anterior ilustra las tres fases en las que se dividid el presente proyecto, a

continuacidn, se describe la metodologia de cada una de estas.

4.1.2.1. Fase in silico.

1. Revisién bibliografica para la seleccién de blancos moleculares: Los blancos

moleculares deben ser secuencias altamente conservadas para garantizar que la

prueba detecte a todas o la mayoria de las variantes de cada uno de los patdgenos,
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ademas se busco un gen constitutivo que esté presente en las muestras clinicas y sirva
como control positivo de técnica.

Identificaciéon de regiones conservadas por medio de alineamientos en Clustal

Omega: Una vez definidos los blancos moleculares, se descargaron secuencias de la
base de datos del NCBI tomando en cuenta los criterios de seleccion previamente
mencionados y se realizaron alineamientos para cada patogeno con la herramienta
Clustal Omega, esto con el objetivo de encontrar regiones conservadas de cada blanco
molecular.

Disefio de iniciadores para identificar cada blanco molecular en Oligo Explorer:

Sobre las regiones conservadas encontradas en el punto anterior, se realizé el disefio
de iniciadores especificos para cada uno de los patdgenos a los que va dirigida la
PCR, asi como un par de iniciadores especificos para el gen constitutivo, en este paso
se cuidod que las caracteristicas fisicoquimicas de los cuatro pares de iniciadores sean
aptas para su uso en una PCR multiple. Los iniciadores disefiados para este fin se
denominaron como “iniciadores de diagndstico”.

Evaluaciéon de especificidad de iniciadores en plataforma BLAST: Se analizé la

especificidad con ayuda de la herramienta BLAST del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). En todos los anélisis se evalto el porcentaje de
identidad hacia los patdgenos a los que van dirigidos los iniciadores, cumpliendo que
este sea del 100%, en el caso de los iniciadores con bases degeneradas este baja
dependiendo de la base que tenga en esa posicion la secuencia. Otro factor que se
evalto fue el “E value”, el cual se cuid6 que fuera lo mas cercano a 0 posible. Después
de verificar que estos factores sean aceptables se procedid a ver si los iniciadores
hibridaban con alguna otra especie que pudiese causar un falso positivo, de ser asi, se
evalud el alineamiento tomando en cuenta el “E value” y el nimero total de bases que
hibridaban, asi como si estas eran 0 no cercanas al extremo 3’, también se evaluo si
tanto el iniciador positivo como el negativo hibridaban o no en la misma secuencia.
De esta modo aseguramos de manera in silico que no haya posibles falsos positivos.

Disefio de plasmido control en programa Snap Gene: La construccion del plasmido

control se hizo por medio del llamado Golden Gate Cloning Method, tomando como

referencia la guia publicada por Bird y colaboradores en 2022. Este método se basa

21| Pagina



en el uso de enzimas de restriccion de tipo I1S para crear extremos cohesivos en las
secuencias blanco de manera que cada unién es Unica, eliminando la posibilidad de
ligar dos 0 més moléculas con la misma secuencia. La imagen 6 muestra, a manera
de esquema, la base tedrica de este método, para aplicarlo en este trabajo, también se
disefiaron iniciadores con los adaptadores necesarios para llevarlo a cabo, a estos

iniciadores se les nombr6 como “iniciadores de disefio”.

Imagen 6. Base tedrica del Golden Gate Cloning Method

Iniciador negativo inserto 1

Ultimas &
bases

GGTCTC Adaptador | Iniciador de diagndstico Y

Iniciador positivo inserto 2

Ulimas 6 — ,

GGTCTC

Iniciador de diagnéstico -3

Las letras resaltadas en amarillo representan 6 bases nucleotidicas aleatorias que sirven para posicionamiento de la enzima. Las letras

resaltadas en azul representan el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo Ils, Bsal.

6. Primera propuesta de protocolo de PCR multiple para termociclador: Este paso

comprendié definir las temperaturas y tiempos de cada paso del ciclo de
amplificacion y las especificaciones de la EGA, como porcentaje de agarosa y tiempo

de corrimiento.

4.1.2.2. Fase hiimeda.
Obtencidn de amplicones a partir de muestras clinicas diagnosticadas como positivas:

A partir de las muestras que cumplieron los criterios de seleccion se hizo una PCR
con los iniciadores correspondientes a cada patdégeno y la Mezcla maestra para PCR
DreamTaq (2X) Cat. No. K1071 de la casa comercial Thermo Fisher Scientific. En el
caso de las muestras de M. hominis y Ureaplasma spp. se realizd previamente una
extraccion de ADN total con el kit DNeasy Blood & Tissue Kit Cat. No. 69504 de la

casa comercial QIAGEN.
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2. Construccién in vitro del plasmido control utilizando el método Golden Gate: Una

vez obtenidos los amplicones de cada una de las cuatro secuencias diana del proyecto,
se repitieron las PCR con las mismas muestras, pero ahora con una polimerasa de alta
fidelidad, la cual fue la Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Cat. No. F-530XL
de la casa comercial Thermo Fisher Scientific. Estas PCR se corrieron en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) para poder ser cortados los amplicones y
posteriormente fundidos y clonados en el plasmido descrito anteriormente, esto se
realiz6 mediante el Kit de clonacion de productos duplicados mediante PCR
CloneJET Cat. No. K1231 de la misma casa comercial. Como resultado de estas
clonaciones se obtuvieron los plasmidos; pJET1.2-SDHA, el cual contiene la
secuencia del CPT; el pJET1.2-OMP1, que contiene la secuencia perteneciente a C.
trachomatis; el pJET1.2-P100, el cual contiene la secuencia perteneciente a M.
hominis; y el pJET1.2-Urea, el cual contiene la secuencia perteneciente a Ureaplasma
spp. Todos los plasmidos se resguardaron mediante transformacién bacteriana por
choque térmico de Escherichia coli TOP10. Las colonias transformadas se
caracterizaron por PCR con los iniciadores especificos para cada patdgeno y los
iniciadores que flanquean el sitio de clonacién multiple del plasmido de resguardo.
Partiendo de los plasmidos individuales se amplificaron las secuencias diana de cada
patdgeno, los amplicones se extrajeron de un gel de ABPF para posteriormente
someterse al protocolo de restriccion/ligacion del Golden Gate Cloning Method, con
las enzimas ligasa T4 y la enzima de restriccion de tipo lls, Bsal. El inserto con los 4
blancos unidos se obtuvo por PCR con los iniciadores S CPT y AS Urea tomando
como muestra la reaccién de restriccion/ligacion y posteriormente se clond en
pJET1.2/blunt y se resguardd en E. coli TOP10, a este plasmido con las cuatro
secuencias diana resguardadas, se le nombrd “pJET1.2-SOPU”, por las iniciales de

cada blanco molecular.

4.1.2.3. Estandarizacion.
Una vez clonado el plasmido control, caracterizado y resguardado, se procedio a realizar la

estandarizacion de la PCR, esto incluye los controles negativos cruzados entre los patdgenos
que considera la prueba y la obtencion del limite de deteccion para cada uno de los blancos

moleculares.
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1. Evaluacion de especificidad de iniciadores in vitro: Los controles negativos y
positivos de la especificidad cruzada de la prueba se realizaron a la par de la obtencion

de secuencias diana con las muestras clinicas. La imagen 7 muestra los controles

cruzados necesarios y el resultado esperado de cada uno de estos.

Imagen 7. Controles de especificidad cruzada

Iniciadores |Muestra positiva a: Resultado
esperado
DNA células Hela |Paositivo
C. trachomatis Positivo
SDHA (CPT) M. hominis Positivo
Ureaplasma spp. Posifivo
DNA células HelLa |Negativo
OMP1(C. |C. trachomalis Paositivo
frachomatis) |M. hominis Negativo
Ureaplasma spp. Negativo
DNA células HelLa |Negativo
P100 (M. | C. trachomalis Negativo
hominis)  |M. hominis Posifivo
LUreaplasma spp. MNegativo
Gendela |DNA células Hela |Negativo
ureasa C. frachomaltis Negativo
(Ureaplasma | M. hominis Negativo
5pp.) Ureaplasima spp. Positivo

2. Determinacion del limite de deteccién de la prueba en nimero de copias detectables:

Se purificaron los cuatro amplicones por separado y se determind su concentracion
por Nano Drop, posteriormente se prepard una solucién de trabajo de 10 ng/uL de
cada uno de los amplicones purificados y a partir de esta, se hicieron diluciones desde
10 hasta 10 y se le realiz6 PCR a cada una. A la Gltima dilucion donde el amplicon
fue detectable en la EGA se le calculd el nimero de copias contenidas con la
calculadora en linea del Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT), esta ocupa la

siguiente férmula:
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X ng * 60221X1023 moléculaS/mol
(v 6609/, ) *1x10°™/,

Numero de copias =

Donde la “X” es la cantidad de amplicon purificado contenido en la dilucién y la “N” es la

longitud del fragmento purificado en pares de bases.
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Capitulo 5: Resultados y discusion

5.1. Fase in silico

Inicialmente se identificaron los blancos moleculares; gen SDHA, gen OMP1, gen P100 y
gen de la ureasa para; el control positivo de técnica, los patégenos C. trachomatis, M. hominis
y Ureaplasma spp., respectivamente. Se evaluaron estos blancos moleculares para el

posterior disefio de iniciadores.

5.1.1. Control positivo de técnica (CPT).
Para la prueba diagnoéstica es necesario tener un control positivo que valide que la ejecucion

de la técnica se llevd a cabo de manera correcta, para ello se debe elegir un gen constitutivo
que esté presente en todas las muestras que se evallen. En este caso se eligié el gen SDHA,
el cual codifica para la flavoproteina A del complejo succinato deshidrogenasa, debido a su
alta expresion en los tejidos cuyas células estaran presentes en las muestras clinicas, debido

a que es un gen constitutivo, no es necesario ningun tipo de alineamiento.

Imagen 8. Expresién del gen SDHA en diferentes 6rganos

Score
High -

Medium —

Low —

Recuperado de: The Human Protein Atlas (2023)

5.1.2. Alineamientos de secuencias.
Dado que el diagnostico de los patogenos C. trachomatis y Ureaplasma spp. incluye varias
serovariantes, fue necesario realizar un alineamiento con la herramienta Clustal Omega para
los blancos moleculares gen OMP1 y gen de la ureasa respectivamente, con esto se logré
identificar las regiones mas conservadas de cada blanco molecular para que los iniciadores

disefiados para su deteccion incluyan todos los serotipos. No asi en el caso de M. hominis,
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dado que en la base de datos del NCBI existe una Unica secuencia correspondiente al gen
P100.

En el anexo 1 se muestran los alineamientos hechos para los posibles blancos moleculares
OMP1 y gen de la ureasa con los nimeros de acceso correspondientes a las serovariantes de

cada patogeno.

Para el analisis de Chlamydia trachomatis se alinearon 48 secuencias de OMP1 que
incluyeron 3 secuencias por cada serovariante mencionada en el marco tedrico excepto de las
serovariantes A, Ba, y Ls, ya que, en la base de datos del NCBI, solo existen dos secuencias
que cumplen con los criterios de inclusion mencionados en el capitulo 4, para amplificar

todas las serovariantes fue necesario colocar 1 base degenerada en el iniciador sentido.

En el caso de Ureaplasma spp., se alinearon 14 secuencias como resultado de tomar una
secuencia por cada serovariante de las especies Ureaplasma urealyticum y Ureaplasma

parvum, esto resultd en un par de iniciadores con 2 bases degeneradas cada uno.

5.1.3. Disefio de iniciadores.
Las caracteristicas fisicogquimicas de los iniciadores disefiados para el diagndstico de cada

patégeno se muestran en la tabla 2 y en lo sucesivo se llamaran “iniciadores de diagnostico”.
En su disefio se cuidd que la diferencia entre las temperaturas de alineamiento no fuera mayor
a 3 °C y que la formacion de estructuras secundarias como los autoplegamientos fuera nula
0, en caso de haber alguna, que la diferencia entre la AG de la estructura secundaria 'y la AG
del alineamiento del iniciador al blanco fuera igual o0 mayor a 25 kcal/mol; de esta manera
son aceptables para su uso en el mismo protocolo de amplificacion por PCR. Por ultimo, los
tamanios de los amplicones producidos por cada par de iniciadores se mantuvieron por debajo
de las 120 pb para el posterior ajuste de esta PCR a tiempo real.
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Tabla 2. Blancos moleculares para cada patogeno y caracteristicas fisicoquimicas de
los iniciadores.

Patégeno Blanco Iniciador Longitud Tm CG% | AG Tamafio
molecular (pb) ) (kcal/m | de
ol) amplicon
(pb)
CPT (control S 18 53.9 55.6% -31.6
positivo de Gen SDHA AS o i 108
técnica) 18 54.1 50.0% 32.4
C. S 20 52.7 37.5% -34.2
trachomatis | °¢" OMP1 AS 20 534 | 35.0% | -34.1 %9
- S 18 53.5 55.6% -31.4
M. hominis | Gen P100 AS 1s 548 50.0% 305 113
Ureaplasma | Gende la S 18 3.7 44.4% -32.9 110
spp. ureasa AS 18 55.5 | 47.2% | -32.8

En los anexos del 2 al 5 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas de cada iniciador

ampliamente descritas incluyendo la formacion de estructuras secundarias.

Se evaluaron también las posibles estructuras secundarias entre los cuatro pares de
iniciadores, tomando en cuenta las diferentes combinaciones causadas por las bases
degeneradas. El analisis realizado con Oligo Analyzer que se presenta en el anexo 6, mostro
la factibilidad de que los 8 iniciadores trabajen en una PCR multiple puesto que la diferencia
entre la AG de la estructura secundaria y la AG del alineamiento del iniciador al blanco fue
> 25 kcal/mol.

5.1.4. Andlisis in silico de especificidad.
Cada uno de los iniciadores se analizd en la herramienta BLAST para el escrutinio de su

especificidad y la posibilidad de falsos positivos en la prueba, los resultados confirmaron la
especificidad de cada uno de los pares de iniciadores disefiados hacia los blancos moleculares
(Anexo 7).

5.2. Disefio in silico de plasmido control positivo
La enzima elegida para el disefio del plasmido por el Golden Gate Cloning Method fue Bsal,

la imagen 9 muestra de manera resumida el proceso del disefio in silico del plasmido control

positivo.
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Imagen 9. Esquema de disefio de pldsmido control positivo
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En la imagen 9 se muestra que los productos de PCR ya cuentan con los sitios de
reconocimiento y corte de la enzima Bsal, para ello fue necesario disefiar los adaptadores
para cada iniciador, en la tabla 3 se muestran los iniciadores ya con los adaptadores, a los
cuales llamamos “iniciadores de diseno” que para diferenciarlos de los de diagndstico se
escriben con una letra D antes de S 0 AS, segln sea iniciador sentido o antisentido. Las letras
en color amarillo representan 6 bases aleatorias que no hibridan con la secuencia diana que
serviran para el posicionamiento de la enzima, las letras resaltadas en morado corresponden
al sitio de reconocimiento de la enzima Bsal y las letras resaltadas en azul corresponden a las

ultimas 6 bases del amplicdn que se ligaré en la posicién anterior.

Tabla 3. Secuencias de iniciadores de disefio

Pat6geno Secuencia Longitud Longitud de
(pb) amplicén (pb)
CPT S: Iniciador de diagndéstico
DAS: 5> — GCAGCAGGTCTC secuencia de iniciador 30 120

de diagnéstico - 3’

C. trachomatis | DS: 5> — GCAGCAGGTCTCTTCTGC secuencia de

oo L ; 38
iniciador de diagnéstico -3 129
DAS: 5° - GCAGCAGGTCTC secuencia de iniciador 32
de diagnéstico - 3’

M. hominis DS: 5° - GCAGCAGGTCTCTGGTCT secuencia de 36
iniciador de diagnéstico - 3’ 143
DAS: 5° - GCAGCAGGTCTC secuencia de iniciador 30

de diagndstico - 3’
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Ureaplasma
spp.

DS: 5> - GCAGCAGGTCTCCAACAG secuencia de

iniciador de diagnéstico - 3 36

AS: Iniciador de diagnéstico

128

En las imagenes de la 10 a la 12 se ilustran las restricciones y posteriores ligaciones de los

amplicones producidos con los iniciadores de disefio; las bases escritas en letra azul

corresponden a las 6 Ultimas bases de cada amplicon, las bases escritas en letra morada

representan el sitio de reconocimiento de la enzima Bsal y las letras subrayadas en amarillo

representan los fragmentos que se pierden tras el corte de la enzima de restriccion.

Imagen 10. Representacion de la restriccion y ligacion de fragmentos 1y 2

Union CPT + Chlamydia trachomatis

Final de CPT Inicio de C. trachomatis
5'- T'TCTGCGAGACC -3’ 5'- GGTCTCT'TCTGCACTAA -3’
3'- AAGAC,GCTCTGG -5' 3'- CCAGAGAAGAC,GTGATT -5’

Después de la restriccién enzimatica:

5-T TCTGCACTAA -3
3'- AAGAC GTGATT -5’

Después de la ligacion:

5'- TTCTGCACTAA -3
3'- AAGACGTGATT -5’

Primer antisentido para CPT:

5'- GCAGCAGGTCTCRESTO DE PRIMER -3’

Primer sentido para C. trachomatis:

5'- GCAGCAGGTCTCTTCTGCRESTO DE PRIMER -3’
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Imagen 11. Representacion de la restriccion y ligacion de fragmentos 2y 3

Unién Chlamydia trachomatis + Mycoplasma hominis

Final de €. trachomatis Inicio de M. hominis
5'- T'GGTCTGAGACC -3’ 5- GGTCTCT'GGTCTCCCTCA -3°
3'- ACCAGACTCTGG -5’ 3'- CCAGAGACCAGAGGGAGT -5'

Después de la restriccién enzimatica:

5-T GGTCTCCCTCA -3’
3'- ACCAG AGGGAGT -5
Después de la ligacién:
5- TGGTCTCCCTCA -3’
3'- ACCAGAGGGAGT -5’

Primer antisentido para €. trachomatis:

5'- GCAGCAGGTCTCRESTQ DE PRIMER -3’

Primer sentido para M. hominis:
5'- GCAGCAGGTCTCTGGTCTRESTO DE PRIMER -3’

Imagen 12. Representacion de la restriccion y ligacion de fragmentos 3y 4

Union Mycoplasma hominis + Ureaplasma spp.

Final de M. hominis Inicio de Ureaplasma spp.
5'- C'AACAGGAGACC -3’ 5'- GGTCTCC'AACAGTAGCAT -3’
3'- GTTGT,CCTCTGG -5’ 3'- CCAGAGGTTGT,.CATCGTA -5’

Después de la restriccién enzimatica:

5-C AACAGTAGCAT -3’
3'- GTTGT CATCGTA -5’

Después de la ligacidn:

5'- CAACAGTAGCAT -3’
3'- GTTGTCATCGTA -5’

Primer antisentido para M. hominis:

5'- GCAGCAGGTCTCRESTO DE PRIMER -3’

Primer sentido para Ureaplasma spp.:

5'- GCAGCAGGTCTCCAACAGRESTO DE PR[MER|—3'

Como se puede observar en las imagenes de la 10 a la 12, los extremos cohesivos resultantes
de las restricciones con Bsal son especificos de cada unidn, ya que dependen de los
adaptadores que se colocaron en los iniciadores de disefio, esto permite que la union de las
secuencias se pueda llevar a cabo con una Unica enzima de restriccion, ademas de que impide

que se unan dos 0 mas moléculas de la misma secuencia, facilitando en la parte experimental,
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la caracterizacion de colonias transformadas. De igual manera se muestra en las mismas

imagenes que después de las restricciones se pierden los sitios de reconocimiento de la

enzima, por lo que la secuencia final resultante no es sensible a la restriccion por Bsal.

Una vez unidas las secuencias diana, estas se insertaron en el pldsmido de resguardo

pJET1.2/blunt cuya descripcion se muestra en la imagen 13. En el apartado 5.2 se describe

la estrategia experimental para obtener el amplicon con las cuatro secuencias juntas.

De esta manera, se cumple el segundo objetivo especifico mencionado en capitulos

anteriores, la imagen 14 muestra el mapa final del plasmido con un total de 3404 pares de

bases que servird como control positivo de la prueba.

Imagen 13. Mapa del plasmido pJET1.2/blunt
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Imagen 14. Mapa del vector pJET1.2-SOPU

Alias: Ana Gabriela Martinez Herndndez
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5.3. Obtencion de secuencias diana
Los amplicones para cada patogeno se obtuvieron por PCR empleando los iniciadores de

disefio, en las imagenes 15 a la 17 se muestran las amplificaciones de Ureaplasma, M.
hominis y C. trachomatis respectivamente, en todos los casos se usaron muestras positivas y
en cada una se amplifico la secuencia de SDHA como CPT, que también se amplifico de

ADN de células HeLa como muestra ajena a los patdgenos.

Imagen 15. Obtencién de amplicon de Ureaplasma

125 pb

100 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3

PCR de muestra positiva a Ureaplasma spp. con iniciadores de diseiio. Carriles: 1; MP 25 pb, 2; blanco
ureasa (128 pb), 3; blanco sdha (120 pb). EGA al 2%.

Imagen 16. Obtencion de amplicon de M. hominis

200 pb

100 pb

Carril 1 Carril 3 Carril 4

PCR de muestra positiva a M. hominis con iniciadores de disefio. Carriles: 1; MP 100 pb, 3; blanco sdha
(120 pb), 4; blanco p100 (143 pb). EGA al 2%.
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Imagen 17. Obtencion de amplicones de CPT y C. trachomatis

200 pb

100 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5

PCR de ADN de células HelLa y muestra positiva a C. trachomatis con iniciadores de disefio. Carriles: 1;
MP 100 pb, 2y 3; blanco sdha (120 pb), 4 y 5; blanco omp1 (129 pb). EGA al 2%.

La eleccion de estos blancos moleculares como posibles biomarcadores para la PCR multiple
representan varias ventajas en comparacion a pruebas de PCR ya reportadas para los mismos
patdgenos, por ejemplo; los Kits de diagnostico por PCR para la deteccién de C. trachomatis
estan, en su mayoria, dirigidos a la deteccion del plasmido criptico, el cual, si bien, de acuerdo
con Lopez et al. (2018), esta presente en un alto namero de copias (10 copias/genoma aprox.),
se ha reportado por los mismos autores que el 1% de las cepas carecen de este plasmido,
aunado a que también se han reportado cepas que presentan deleciones en el plasmido,
afectando asi el diagnostico por PCR, mientras que la secuencia codificante de la proteina
MOMP es continuamente expresada durante todo el ciclo de vida del patégeno, por lo que
esta siempre biodisponible para ser detectada, aunado a que los dominios constantes de dicha
secuencia son altamente conservados y no se han reportado mutaciones en estos; en el caso
del diagndstico de M. hominis, las pruebas PCR, como la desarrollada por Rodriguez et al.
(2007), que se han reportado ocupan como blanco molecular diferentes secuencias
pertenecientes al ARN ribosomal 16S, el cual es altamente conservado en los micoplasmas,
sin embargo no tiene un numero de copias alto y su similitud entre diferentes especies del
género Mycoplasma es alta, por su lado, el gen P100 es exclusivo de la especie M. hominis,
ademas, debido a que la proteina codificada en este gen participa en la adherencia del
patogeno al tejido, esta presente desde etapas tempranas de la infeccion, aunado a que es una
secuencia altamente conservada; en el diagndstico por PCR del género Ureaplasma, como la
reportada nuevamente por Rodriguez y colaboradores en el 2007, se ocupan diferentes
blancos moleculares como el ARN ribosomal 16S y fragmentos adyacentes al gen de la

ureasa, estas son secuencias especificas de especie, es decir, que diferencian entre la especie
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U. parvum y U. urealyticum, para objetivos de esta prueba diagndstica, no es necesario
diferenciar entre especies, debido a que clinicamente tienen las mismas complicaciones y se
tratan con el mismo medicamento, razones por las cuales se eligié un blanco molecular

comun altamente conservado y expresado, el gen de la ureasa.

Para la obtencion de las secuencias diana se utilizaron los iniciadores de disefio, esto debido
a que los amplicones producidos con estos iniciadores fueron posteriormente utilizados para

la construccién del plasmido control.

5.4. Construccion in vitro del plasmido control positivo y su caracterizacion
Las imégenes 17 a la 19 muestran la caracterizacion por PCR de las colonias transformadas
con los plasmidos pJET1.2-SDHA, pJET1.2-OMP1, pJET1.2-P100 y pJET1.2-Urea.

Imagen 18. Caracterizacion de colonias transformadas con pJET1.2-SDHA 'y
pJET1.2-OMP1

A

200 pb

100 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril4 Carril 5 Carril 6 Carril 7 Carril 8 Carril 9
B

T sy ha A

250 pb
200 pb
150 pb

100 pb

50 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5

PCR de colonias candidato con iniciadores de disefio para cada blanco y del plasmido pJET1.2/blunt.
A. Amplificaciones con iniciadores de disefio. Carriles: 1; MP 100 pb, 2-5; candidatos 1-4 transformadas
con pJET1.2-SDHA (120 pb), 6-9; candidatos 1-4 transformadas con pJET1.2-OMP1 (129 pb). EGA al 2%.
B. Amplificaciones con iniciadores del pldsmido pJET1.2/blunt. Carriles: 1; MP 50 pb, 2 y 3; candidatos de
carriles 2 y 3 de imagen A (240 pb), 4 y 5; candidatos de carriles 6 y 7 de imagen A (249 pb). EGA al 2%.
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Imagen 19. Caracterizacion de colonias transformadas con pJET1.2-Urea

A

200 pb
150 pb
100 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 1 Carril 2 Carril 3

PCR de colonias candidato. A. Iniciadores para ureasa. Carriles: 1; MP 50 pb, 4-6; candidatos 1-3 (128 pb).
EGA al 2%. B. Iniciadores de pldsmido pJET1.2/blunt. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; candidato de carril 6 de
imagen A (248 pb), 3; candidato de carril 5 de imagen A (248 pb). EGA al 2%.

Imagen 20. Caracterizacion de colonias transformadas con pJET1.2-P100

250 pb

200 pb

150 pb

100 pb

Carrill Carril2 Carril3 Carril4 Carril5 Carril6  Carril7

PCR de colonias candidato. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; candidato 1 con iniciadores de pJET1.2/blunt (263
pb), 3; candidato 1 con iniciadores de P100 (113 pb), 4; candidato 2 con iniciadores de pJET1.2/blunt, 5;
candidato 2 con iniciadores de P100, 6; candidato 3 con iniciadores del pJET1.2/blunt, 7; candidato 3 con
iniciadores de P100. EGA al 2%.

Todas las colonias que fueron exitosamente caracterizadas fueron congeladas en medio con
glicerol para su posterior uso en la construccion del plasmido control. Tener las secuencias
resguardadas en plasmidos por separado permitié trabajar las muestras en diferentes tiempos

y poder replicar las PCR cuando fuera necesario, tomando estos plasmidos como muestras.

La imagen 21 muestra la EGA en ABPF de la PCR que tiene como muestra la reaccion de
restriccion/ligacion que se describe en la metodologia, esta se realizo utilizando los
iniciadores S CPT y AS Urea.
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Imagen 21. Obtencion de amplicon control generado por método Golden Gate
500 pb
400 pb
300 pb

250 pb

200 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3

Evidencia de la unién de miiltiples fragmentos a partir de reaccion restriccién/ligacion (Bsal y ligasa T4).
Carriles: 1; MP 50 pb, 2; PCR con iniciadores S CPT y AS Urea demostrando la unién sdha-omp1-p100-
ureasa (430 pb), 3; PCR con iniciadores S CPT y AS C. trachomatis para evaluacion de orden de unién en el
amplicdén del carril 2 (207 pb). EGA en ABPF al 1%.
En el protocolo de restriccion/ligacion, la enzima deja extremos cohesivos compatibles
unicamente como se explicd en el disefio in silico del plasmido control y en el mismo
protocolo se ligan en un orden especifico, por lo que la PCR con los iniciadores S CPT y AS
Urea, si el disefio se llevo a cabo exitosamente, debe dar como resultado un Unico amplicon
de 430 pb, como se puede observar en la imagen 21, este disefio se llevo a cabo de manera
exitosa. Esta reaccion de PCR es una modificacion propia que se hizo al procedimiento
descrito por Bird y colaboradores en el 2022, esta fue necesaria debido a que el plasmido
utilizado, pJET 1.2/blunt, tiene un sitio de reconocimiento de la enzima Bsal en el gen de
resistencia a ampicilina, por lo que, de ser sometido al protocolo de restriccion ligacion, se

hubiera restringido.

La imagen 22 muestra la caracterizacion por PCR de colonias transformadas con el plasmido
control pJET1.2-SOPU.
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Imagen 22. Caracterizacion de colonias transformadas con pJET1.2-SOPU

1000 pb
750 pb

500 pb

250 ph g / : .
Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril4 Carril 5 Carril6 Carril 7 Carril 8 Carril 9

PCR de colonias candidato transformadas con pJET1.2-SOPU. Carriles: 1; MP 1kb, 2; candidato 1 con
iniciadores S CPT y AS Urea (430 pb), 3; candidato 1 con iniciadores de plasmido pJET1.2/blunt (550 pb),
4; candidato 2 con iniciadores S CPT y AS Urea, 5; candidato 2 con iniciadores de plasmido pJET1.2/blunt,
6; candidato 3 con iniciadores S CPT y AS Urea, 7; candidato 3 con iniciadores de plasmido pJET1.2/blunt,
8; candidato 4 con iniciadores S CPT y AS Urea, 9; candidato 4 con iniciadores de plasmido pJET1.2/blunt.
EGA en gel al 1%.

Para la caracterizacion de las colonias por PCR del plasmido pJET1.2-SOPU se realizaron
PCR de colonia con los iniciadores S CPT y AS Urea, mismos que se utilizaron para
amplificar el fragmento que contiene las 4 secuencias diana de la prueba, asi como los
iniciadores que flanquean el sitio de clonacion multiple del plasmido. La colonia
exitosamente caracterizada fue congelada en caldo con glicerol para resguardar el plasmido
control, a su vez esta misma colonia se reprodujo en medio con ampicilina para caracterizar

el plasmido por restriccion enzimatica y por PCR de cada uno de los blancos moleculares.

Imagen 23. Caracterizacion de plasmido pJET1.2-SOPU
A

150 pb
100 pb

50 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril4 Carril 5

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4
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A. Restriccion de pldsmido pJET1.2-SOPU. Carriles: 1; plasmido sin restringir, 2; MP 1kb, 3; liberacién de
fragmento de interés con Bglll (fragmento liberado de 481 pb y plasmido vacio de 2923 pb), 4; plasmido
linealizado con Bsal (3404 pb). EGA en gel al 1.5%. B. PCR de pldsmido pJET1.2-SOPU con iniciadores de
diagndstico. Carriles 1; MP 50 pb, 2; iniciadores de sdha (108 pb), 3; iniciadores de omp1 (99 pb), 4;
iniciadores de p100, 5; iniciadores de ureasa (110 pb). EGA en gel al 2%.
En la caracterizacion del plasmido por restriccion enzimatica se eligieron dos enzimas; una
para liberar el fragmento, la cual fue Bglll, debido a que su sitio de reconocimiento y corte
esta a ambos lados del sitio de clonacion multiple del plasmido pJET 1.2/blunt, esperando
dos fragmentos, uno de 481 pb el cual corresponde al fragmento de interés liberado, y otro
de 2923 pb, el cual corresponde al restante del plasmido; la segunda enzima utilizada fue
para linealizar el plasmido, esta fue Bsal, la cual nos da un dnico fragmento de 3404 pb, a su
vez, con esta Ultima restriccion se comprobo que los sitios de reconocimiento de la enzima
Bsal agregados como adaptadores a los iniciadores de disefio, son desechados en el protocolo

de restriccion/ligacion.

5.5. Estandarizacion de prueba PCR

5.5.1. Pruebas de especificidad.
Las pruebas de especificidad se fueron realizando a la par de la obtencién de los amplicones

para la construccion del plasmido control, las imagenes de la 24 a la 26 muestran los
resultados de dichos controles.

Imagen 24. Evaluacion de especificidad de iniciadores de ompl

200 pb

100 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril4 Carril 5 Carril 6

PCR con iniciadores de disefio. Carriles: 1; MP 100 pb, 2 y 3; ADN de células Hela con iniciadores de sdha
(120 pb), 4 y 5; muestra de C. trachomatis (129 pb), 6; ADN de células Hela (negativo). EGA en gel al 2%.
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Imagen 25. Evaluacion de especificidad de iniciadores de p100

A B

200 pb

100 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5
Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4

PCR con iniciadores de disefio. A. Carriles: 1; MP 100 pb, 2; muestra de agua (negativo), 3; muestra de
Ureaplasma spp. con iniciadores de ureasa (128 pb), 4; muestra de M. hominis (143 pb), 5; ADN de células
Hela (negativo). EGA en gel al 2%. B. Muestra de Ureaplasma spp. Carriles: 1; MP 100 pb, 2; con iniciadores
de ureasa (128 pb), 3; iniciadores de sdha (120 pb), 4; (negativo). EGA en gel al 2%.

Imagen 26. Evaluacion de especificidad de iniciadores para el gen de la ureasa

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5

PCR con iniciadores de disefio. Carriles: 1; MP 25 pb, 2; ADN de células Hela con iniciadores de sdha (120

pb), 3; muestra de Ureaplasma spp. (128 pb), 4; muestra de Ureaplasma spp. con iniciadores de sdha (120
pb), 5; ADN de células Hela (negativo). EGA en gel al 2%.

5.5.2. Obtencion de los limites de deteccion.
Los limites de deteccion se obtuvieron por cada amplicon por separado en unidades de

“niimero de copias detectables”, las imagenes 27 a la 29 presentan las EGA de las PCR
aplicadas a las diluciones como lo explica la metodologia.

Imagen 27. Determinacion de limite de deteccion para sdha
A B
150 pb
100 pb

50 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 7 Carril 8 Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 7
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PCR de diluciones de amplicén con iniciadores de diagndstico de sdha (108 pb). A. Carriles: 1; MP 50 pb,
2; 10 ng/uL, 3; 107, 4; 102, 5; 103, 6; 104, 7; 10, 8; muestra de agua (control negativo). EGA en gel al 2%.
B. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; 10, 3; 107, 4; 108, 5; 10, 6; 10", 7; muestra de agua (control negativo). EGA
en gel al 2%.

Imagen 28. Determinacion de limite de deteccion para ompl
A B

150 pb
100 pb
50 pb

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 7 Carril 8 Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 7

PCR de diluciones de amplicén con iniciadores de diagnéstico de omp1 (99 pb). A. Carriles: 1; MP 50 pb,
2; 10 ng/uL, 3; 107, 4; 102, 5; 103, 6; 104, 7; 10°°, 8; muestra de agua (control negativo). EGA en gel al 2%.
B. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; 10, 3; 107, 4; 108, 5; 10, 6; 10, 7; muestra de agua (control negativo). EGA
en gel al 2%.

Imagen 29. Determinacién de limite de deteccidn para gen de la ureasa
A B

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 7 Carril 8 Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril4 Carril 5 Carril6 Carril 7

PCR de diluciones de amplicén con iniciadores de diagndstico de ureasa (110 pb). A. Carriles: 1; MP 50
pb, 2; 10 ng/uL, 3; 107, 4; 102, 5; 103, 6; 104, 7; 10°°, 8; muestra de agua (control negativo). EGA en gel al
2%. B. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; 105, 3; 107, 4; 108, 5; 10, 6; 10'°, 7; muestra de agua (control negativo).
EGA en gel al 2%.

Como se observa en las imégenes, en todas las EGA se corrié también un control negativo,
la cual fue una PCR con los mismos iniciadores, pero como muestra se agreg6 agua grado
biologia molecular, de esta manera nos aseguramos de que no haya ninguna contaminacion

que pueda alterar los resultados.

En el caso del gen SDHA, nuestro control positivo de técnica, la Gltima dilucién a la que fue
visible el amplicon fue la dilucion 108, para el gen OMP1, perteneciente a C. trachomatis,
fue la dilucion 10 y para el gen de la ureasa, perteneciente a Ureaplasma spp., fue la dilucion
108, La tabla 4 muestra los resultados de los limites de deteccion de los blancos moleculares
en “numero de copias detectables”.
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Tabla 4. Limites de deteccién de cada blanco molecular

Patogeno Blanco molecular Limite de deteccion (nimero de

copias detectables)

CPT SDHA 8.448x10?
C. trachomatis OMP1 9.216x10°
Ureaplasma spp. Gen de la ureasa 8.295x10?

En el caso del CPT, su limite de deteccion fue de 844.8 copias, por lo que seria efectivo
incluso si la expresion del gen en el tejido no es muy alta, lo que da paso a probar la aplicacion
de esta prueba PCR en otras muestras clinicas; por su lado, el limite de deteccion para C.
trachomatis fue de 9216 copias, el cual fue el mas alto de la prueba, sin embargo, como se
explica en el marco tedrico, la dosis infectiva de este patdgeno es de 100 000 IFU, por lo que
el limite de deteccidn es lo suficientemente eficiente para detectar al patégeno desde el inicio
de la infeccidn, lo cual permite también que la aplicacion de esta prueba diagnostica sea
preventiva, es decir, que se aplique incluso sin presentar sintomas para una accion temprana;
en el caso de Ureaplasma spp., su limite de deteccion fue de 829.5 copias, el cual, si lo
comparamos con su dosis infectiva de 10 000 CCU, notaremos que también es adecuado para

el diagndstico del patdgeno desde el inicio de la infeccion.

Es importante mencionar que los datos de limite de deteccién en nimero de copias pueden
no ser equivalentes a los datos de sensibilidad, ya que esta ultima toma en cuenta los
interferentes que puede haber en las muestras clinicas, por lo que estos datos pueden ser
mayores, sin embargo, se debe tomar en cuenta que esta prueba estd disefiada para su
posterior ajuste a PCR multiple en tiempo real, lo cual le brindaria ain mejor sensibilidad y

limite de deteccion.
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Conclusiones

1.

La identificacion del gen SDHA en todas las muestras empleadas valida su uso como
control positivo de técnica en muestras de exudado endocervical.

Se demostré congruencia entre los resultados de las muestras clinicas previamente
diagnosticadas con los resultados positivos de la aplicacion de la PCR, con ello
también se comprob0 la utilidad de los iniciadores para la deteccion de los blancos
moleculares elegidos.

Se demostré de manera in silico y experimental, la especificidad de los iniciadores
disefiados.

La estrategia del Golden Gate Cloning Method fue eficiente para la unién de los 4
blancos moleculares.

Los resultados de la caracterizacion del pJET1.2.-SOPU son congruentes con lo
disefiado in silico.

El nimero de copias detectado para cada uno de los blancos moleculares es diez veces

menos que la dosis infectiva requerida de cada patdgeno.
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Perspectivas

1.

Secuenciacion del plasmido PJET1.2-SOPU para validar su uso como control
positivo de la prueba.

Evaluacion de los controles faltantes de especificidad cruzada entre los patdégenos de
la prueba, ademaés de controles negativos con patdgenos que pudiesen estar presentes
en las muestras clinicas.

Limite de deteccion de gen P100 y determinacion de sensibilidad de la prueba
haciendo uso de muestras clinicas y corriendo cada resultado por triplicado.

Ajuste a PCR multiple en tiempo real, para lo cual es necesario el disefio de sondas
especificas para cada blanco molecular.

Proceso de validacion de la prueba para poder aplicarla en el diagndstico de estos

patdgenos.
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ANEXOS

Anexo 1. Alineamientos con herramienta Clustal Omega

Alineamiento del gen ompl en C. trachomatis para iniciador positivo
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Alineamiento del gen ompl en C. trachomatis para iniciador negativo
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Alineamiento del gen de la ureasa en Ureaplasma spp.

ACCTTT A TARTGATATCTACACTRAAG

AAGATGCTAGAAT TTTATTARRTACTICTGT TTTACCAGCTGATCGTATTGCTG

Anexo 2. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de iniciadores para CPT

Oligo Explorer - 1.1.2 CAGAGTAGTCATCCTCGC-5"
30/03/2024

Tm (basic) : 56.0 °C
Sequence Tm (salt) : 56.1 °C

Tm (NN) : 53.9 °C
Filename : CPT SDHA.oep
Length : 749 bp GC % : 55.6 %
Unresolved : 0 bp 3"-tail GC % : 42.9 %
GC % : 43.1 % dG : -31.6 kcal/mol

3"-tail dG : -9.5 kCal/mol
Upper primer

5'-position : 76 Lower primer

Length : 18 5'-position : 183

Sequence : 57— Length : 18

CGCTCCTACTGATGAGAC-3" Sequence : 57—
37— GCAGAAGCGTATGAAGAC-3~
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37—
CAGAAGTATGCGAAGACG-5" Upper primer loops:
5'-CGCTCCTAC

Tm (basic) : 54.0 °C 1] )
Tm (salt) : 53.8 °C 3'-CAGAGTAGT
Tm (NN) : 54.1 °C dG: 0.16 kcal/mol
GC % : 50.0 % Lower primer self annealing:
3"-tail GC % : 42.9 % None!
dG : -32.4 kcal/mol
3°-tail dG : -10.0 kCal/mol Lower primer loops:
None!

Primer pair properties

Length difference 0 Upper primer - Lower primer

Tm (basic) difference: 2.0 °C annealing:

Tm (salt) difference 2.3 °C 5'-

Tm (NN) difference 0.2 °C CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

GC % difference 5.6 % [ 11
3'-CAGAAGTATGCGAAGACG-5"

PCR product dG: -5.14 kcal/mol

Position : 76 - 183

Length : 108 bp 5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

GC% : 40.7 % N
3'-CAGAAGTATGCGAAGACG-5"

Tm (product) : 70.4 °C dG: -0.34 kcal/mol

Tm (annealing) : 50.6 °C

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
Upper primer self annealing: HE
5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3" 3'-CAGAAGTATGCGAAGACG-5"
[ 1] B dG: 0.91 kcal/mol
3'-CAGAGTAGTCATCCTCGC-5"
dG: 0.04 kcal/mol

Anexo 3. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de iniciadores para C. trachomatis
Oligo Explorer - 1.1.2

26/01/2023 GC % : 40.0 %
3’-tail GC % : 28.6 %
Sequence dG : -34.5 kcal/mol
3"-tail dG : -9.5 kCal/mol
Filename : Untitled
Length : 1325 bp Lower primer
Unresolved : 0 bp 5'-position : 995
GC % 1 42,7 % Length : 20
Sequence : 57—
Upper primer AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
5'-position : 897 37-
Length : 20 TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
Sequence : 57—
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3" Tm (basic) : 54.0 °C
37 - Tm (salt) : 52.3 °C
AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5" Tm (NN) : 53.4 °C
Tm (basic) : 56.0 °C GC % : 35.0 %
Tm (salt) : 54.3 °C 3°-tail GC % : 42.9 %
Tm (NN) : 53.9 °C dG : -34.1 kcal/mol
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3°-tail dG : -11.8 kCal/mol

Primer pair properties

Length difference 0

Tm (basic) difference: 2.0 °C
Tm (salt) difference 2.0 °cC
Tm (NN) difference 0.4 °C
GC % difference 5.0 %
PCR product

Position : 897 - 995
Length : 99 bp

GC% : 39.4 %

Tm (product) : 69.2 °C
Tm (annealing) : 49.7 °C

Upper primer self annealing:
5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'
[ ] B :
3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5'
dG: -1.46 kcal/mol

Upper primer loops:
5'-ACTAAGGA
T
3'"-AGTTATCTCCG

dG: -1.34 kcal/mol

Lower primer self annealing:
5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 1] ] HE HE
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'

Ny
3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"

Oligo Explorer - 1.1.2
13/02/2023

Sequence

Filename : Untitled
Length : 10414 bp
Unresolved : 0 bp

GC % : 28.0 %

Upper primer

5'"-position : 6539
Length : 18
Sequence : 57—

CCCTCACACTCTATCAGG-3"

dG: -1.64 kcal/mol

Lower primer loops:
5'-AGACCATTTAA
L C
3'-TGTAACCT
dG: -2.04 kcal/mol

Upper primer - Lower primer

annealing:

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[

3'-
TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

[ 11 T
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -1.43 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-
3 ]
1]
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-
3 ]
1]
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5‘_
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: 0.31 kcal/mol

Anexo 4. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de iniciadores para M. hominis

37—
GGACTATCTCACACTCCC-5"

Tm (basic) : 56.0 °C

Tm (salt) : 56.1 °C

Tm (NN) : 53.5 °C

GC % : 55.6 %

3°-tail GC % : 42.9 %

dG : -31.4 kcal/mol
37-tail dG : -10.6 kCal/mol

Lower primer

5'-position : 6651
Length : 18
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Sequence : 57— Upper primer loops:

CTGTTGGGTCTAATGCTG-3" 5'-CCCTCACAC

3°- [1] = T
GTCGTAATCTGGGTTGTC-5" 3'-GGACTATC

dG: -1.34 kcal/mol
Tm (basic) : 54.0 °C
Tm (salt) : 53.8 °C Lower primer self annealing:
Tm (NN) : 54.8 °C None!
GC % : 50.0 % Lower primer loops:
3°-tail GC % 42.9 % None!
dG : -32.5 kcal/mol
3°-tail dG : -12.1 kCal/mol Upper primer - Lower primer
annealing:

Primer pair properties 5'-

CCCTCACACTCTATCAGG-3"

°C [
3'"-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
°C dG: -2.93 kcal/mol

Length difference

Tm (basic) difference:
Tm (salt) difference
Tm (NN) difference

GC % difference

gL NDNDO
oW w O
o
Q

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

PCR product : [
Position : 6539 - 3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"

6651 dG: -0.34 kcal/mol

Length : 113 bp

GC% : 39.8 % 5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"
[ 11

Tm (product) : 70.3 °C 3'-

Tm (annealing) : 50.5 °C GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"

dG: -0.34 kcal/mol
Upper primer self annealing:
5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3" 5'-
[« I CCCTCACACTCTATCAGG-3"
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5" - |
dG: -1.46 kcal/mol 3'"-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.08 kcal/mol

Anexo 5. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de iniciadores para Ureaplasma spp.

Oligo Explorer - 1.1.2 CATTAGCGACGGTACGAT-5"
14/02/2023
Tm (basic) : 54.0 °C
Sequence Tm (salt) : 53.8 °C
Tm (NN) : 58.3 °C
Filename : Untitled
Length : 5696 bp GC % : 50.0 %
Unresolved : 0 bp 3°-tail GC % : 42.9 %
GC % 1 32.7 % dG : =34.9 kcal/mol
3"-tail dG : -10.9 kCal/mol
Upper primer
5'-position : 4089 Lower primer
Length : 18 5'-position : 4198
Sequence : 57— Length : 18
TAGCATGGCAGCGATTAC-3" Sequence : 57—
37— ATCCCCCAGTTTCAACAC-3"
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37—
CACAACTTTGACCCCCTA-5"

Tm (basic) : 54.0 °C

Tm (salt) : 53.8 °C

Tm (NN) : 58.1 °C

GC % : 50.0 %

3°-tail GC % : 42.9 %

dG : —-34.3 kcal/mol
3°-tail dG -10.1 kCal/mol

Primer pair properties

Length difference 0

Tm (basic) difference: 0.0 °C
Tm (salt) difference 0.0 °C
Tm (NN) difference 0.2 °C
GC % difference 0.0 %
PCR product

Position : 4089 -
4198

Length : 110 bp
GC% : 36.4 %

Tm (product) : 68.7 °C
Tm (annealing) : 50.6 °C

Upper primer self annealing:

5'"-TAGCATGGCAGCGATTAC-
3 ]
(111
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -2.17 kcal/mol

Upper primer loops:
None!

Lower primer self annealing:
5'"-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3"
1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -0.07 kcal/mol

Lower primer loops:
None!

Upper primer - Lower primer
annealing:
5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"
1]
3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'"-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"
Do 1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

Anexo 6. Analisis fisicoquimico de estructuras secundarias formadas entre iniciadores

Oligo Analyzer - 1.0.2
16/02/2023

S CPT - AS CPT annealing:

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-
3 ]
[ 1]
3'-CAGAAGTATGCGAAGACG-5"
dG: -5.14 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[ ] ]
3'-CAGAAGTATGCGAAGACG-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

[ ] ]
3'-CAGAAGTATGCGAAGACG-5"
dG: 0.91 kcal/mol

S CPT - S1 C. tra annealing:

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[]]
3'"-AGTTATCTCCGTAGAAATCA-
5 ]
dG: 0.04 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[ 11
3‘_
AGTTATCTCCGTAGAAATCA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

S CPT - S2 C. tra annealing:

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-
3 ]
[11]
3'"-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5"
dG: -3.03 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

L1l
3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-
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5 ]
dG: 0.04 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[ 1]
31-
AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

S CPT - AS C. tra annealing:

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
1]

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-
5 ]
dG: 0.04 kcal/mol

S CPT - S M. hominis annealing:

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -3.39 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

: [11]
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -1.92 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
I T
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -1.46 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[ ] ]
3'-GGACTATCTCACACTCCC-
5 ]
dG: -0.31 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[ 1]
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 11
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: 0.04 kcal/mol

S CPT - AS M. hominis annealing:

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'

RN
3'-GICGTAATCTGGGTTGTC-5"

dG: -1.30 kcal/mol

S CPT - S1 Urea annealing:

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 11
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -1.53 kcal/mol

50—
CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -1.53 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'

1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-
3 ]
1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S CPT - S2 Urea annealing:

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[11]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -5.14 kcal/mol

51-
CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

[]]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -1.53 kcal/mol
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5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'

[ ]
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'

[ ]
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-
3 ]
[ ]
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S CPT - S3 Urea annealing:

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -1.53 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

[ ] ]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-
3 ]
[ 1]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S CPT - S4 Urea annealing:

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ ] ]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -5.14 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

[ 1]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-
3 ]
[ 1]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S CPT - AS1l Urea annealing:

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

(111
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -1.68 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 11
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 11
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 11
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S CPT - AS2 Urea annealing:

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'"-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

1]
3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S CPT - AS3 Urea annealing:

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

[11]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.68 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
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[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'
[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"'

: [
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

[ 1]
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S CPT - AS4 Urea annealing:

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"
[ 1]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

: [
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3"

L1
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"

dG: 0.16 kcal/mol

AS CPT - S1 C. tra annealing:

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-
3 ]
[ ] ]
3'"-AGTTATCTCCGTAGAAATCA-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"!
[ 1] 2 ¢ H
3'"-AGTTATCTCCGTAGAAATCA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"

: [ 1]
3'-
AGTTATCTCCGTAGAAATCA-5"

dG: 0.04 kcal/mol

AS CPT - S2 C. tra annealing:

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-
3 ]
[ 1]
3'"-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
1] e -
3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
1]
31—
AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

AS CPT - AS C. tra annealing:

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"

1]
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -0.22 kcal/mol

AS CPT - S M. hominis annealing:

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"

[]]
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[]]
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-
5 ]
dG: -0.31 kcal/mol

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[]] :
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[]]
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: 0.04 kcal/mol
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[
AS CPT - AS M. hominis 3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"'

annealing: dG: 0.91 kcal/mol

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
] ] N N
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -1.88 kcal/mol 5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[ 1]
5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3" 3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
[ 1] e dG: 0.91 kcal/mol
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"

dG: -1.53 kcal/mol

AS CPT - S3 Urea annealing:

AS CPT - S4 Urea annealing:

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[ 1] 5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5" |
dG: -1.30 kcal/mol 3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.91 kcal/mol
5'-
GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[ ] AS CPT - AS1l Urea annealing:
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.34 kcal/mol 5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
N
5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3" 3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
[1] : : dG: -2.26 kcal/mol
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.34 kcal/mol 5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[l I
5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3" 3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
[ I : dG: -0.31 kcal/mol
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: 0.04 kcal/mol

AS CPT - AS2 Urea annealing:

AS CPT - S1 Urea annealing: 5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"'
[T
5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3" 3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
[ 1] dG: -2.26 kcal/mol
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol 5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"'
1]
5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3" 3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
[ 1] dG: -0.34 kcal/mol
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.91 kcal/mol 5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"'
[ Do
3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
AS CPT - S2 Urea annealing: dG: -0.31 kcal/mol

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"'
]| AS CPT - AS3 Urea annealing:
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol 5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"

RN
5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3" 3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
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dG: -2.26 kcal/mol

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
LI T
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

AS CPT - AS4 Urea annealing:

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"'
[ ]
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[ ]
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'"-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3"
[ ] :
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.31 kcal/mol

S1 C. tra - S2 C. tra annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
: [
3'"-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5"
dG: -1.46 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

1] e o .
3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

S1 C. tra - AS C. tra annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[11
3'_
TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-
3 ]
[ 1]
3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -1.64 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 1]
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

[ 11
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

S1 C. tra - S M. hominis
annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 11
3'-GGACTATCTCACACTCCC-
5 ]
dG: -1.46 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 11
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 11
3'-
GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

L1
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5"

dG: 0.04 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

1] :
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S1 C. tra - AS M. hominis
annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[]]
3‘_
GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.21 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[]]
3'"-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: 0.04 kcal/mol

S1 C. tra - S1 Urea annealing:

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
FET
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3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -4.95 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'
[ 1]
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -3.36 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'
[11]
3'-
CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'
[ 1]
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

[ 1] -
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

51—
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 11
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

: [ 1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S1 C. tra - S2 Urea annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

[11] :
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -4.95 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ ] ]
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -3.36 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

[ 1] -
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

5'_
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

L1
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"

dG: 0.65 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

Dot L1l
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"

dG: 0.65 kcal/mol

S1 C. tra - S3 Urea annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

(111
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -4.95 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 111
31—
CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 11
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'-
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
N
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

1] S
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

T 1]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S1 C. tra - S4 Urea annealing:

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"

FET
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"

dG: -4.95 kcal/mol

5'_
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

[11]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
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[ 1] T
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"'

: o [ 1]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S1 C. tra - ASl Urea annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[11]
3'-
CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -0.68 kcal/mol

51—
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-
3 ]
[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: 0.27 kcal/mol

S1 C. tra - AS2 Urea annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[11]
3'_
CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 1]
3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.68 kcal/mol

5'_
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S1 C. tra - AS3 Urea annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
(111
3'-
CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 1]
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.68 kcal/mol

5'-
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-
3 ]
1]
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: 0.27 kcal/mol

S1 C. tra - AS4 Urea annealing:

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
N
3'-
CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.68 kcal/mol

5‘_
ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S2 C. tra - AS C. tra annealing:

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ 111
3'_
TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

[ 11 A
3'"-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -1.43 kcal/mol
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5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ 11
3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"

[ ]
3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: 0.04 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-
3 ]
[ 1]
3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5"
dG: 0.31 kcal/mol

S2 C. tra - S M. hominis
annealing:

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'
[ ]
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-
5 ]
dG: -1.46 kcal/mol

51—

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ 1]

3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -1.46 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'_
GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -0.31 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

[ 1] :
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S2 C. tra - AS M. hominis
annealing:

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
L1
31_
GTCGTAATCTGGGTTIGTC-5'

dG: -0.21 kcal/mol

S2 C. tra - S1 Urea annealing:

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"

(111
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -4.95 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
(111
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -3.36 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ 111
31—
CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'
[ 11
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

1] T
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

51-
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

T 1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S2 C. tra - S2 Urea annealing:

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

FET
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"

dG: -4.95 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

FET
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"

dG: -3.36 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
L1l oo
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3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

51—
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
1]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'
T 1]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S2 C. tra - S3 Urea annealing:

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

[ 1]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -4.95 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'
[11]
3r-
CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ 1]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'_
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[11]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"

[ ] ] .
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
- 1]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S2 C. tra - S4 Urea annealing:

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"

[ 1]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -4.95 kcal/mol

51—
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
(111
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"

[ 11 T
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
Do 1]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S2 C. tra - ASl Urea annealing:

51—
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ 111
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -2.91 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ 111
31—
CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-
3 ]
1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: 0.27 kcal/mol

S2 C. tra - AS2 Urea annealing:

5‘_
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[11]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -2.91 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[11]
3'_
CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[]]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -1.46 kcal/mol
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S2 C. tra - AS3 Urea annealing:

5'-
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
111
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -4.51 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'
[11]
3'-
CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[ ]
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.43 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-
3 ]
[ ]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: 0.27 kcal/mol

S2 C. tra - AS4 Urea annealing:

5'-
ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
111
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -4.51 kcal/mol

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"'

[ 1]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -3.03 kcal/mol

5'"-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3"
[11
31-
CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -2.26 kcal/mol

AS C. tra - S M. hominis
annealing:

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'

[ ] ]
3'-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: -0.08 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
L1

3'"-GGACTATCTCACACTCCC-5"
dG: 0.04 kcal/mol

AS C. tra - AS M. hominis
annealing:

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-
3 ]
111
3'"-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -4.38 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[11]

3'"-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -3.76 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

RN I R
3'"-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -2.16 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-
3 ]
1]
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

1]
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.07 kcal/mol

AS C. tra - S1 Urea annealing:

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-
3 ]
N
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -3.29 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
1]

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 11
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
11
3'_
CATTAACGACGGTACGAT-5"
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dG: -0.21 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 1]
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -0.21 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

[ 1]
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

AS C. tra - S2 Urea annealing:

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-
3 ]
[ ]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -3.29 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ ]

3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ ]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
1]
3'_
CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -0.21 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

[ ] ]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

AS C. tra - S3 Urea annealing:

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-
3 ]
[ ] ]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -3.29 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

[ ] ]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

[ 1]
3'-
CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.21 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 11 :

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.21 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 11
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.27 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 11
3'-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.31 kcal/mol

AS C. tra - S4 Urea annealing:

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-
3 ]
N
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -3.29 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
1]

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
1]
31—
CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.21 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[]]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.27 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

L1l
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"

dG: 0.31 kcal/mol

AS C. tra - AS1l Urea annealing:

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

[ 111
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -1.68 kcal/mol
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5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 11
3r-
CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -0.08 kcal/mol

AS C. tra - AS2 Urea annealing:

5"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 11
3'-
CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.08 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"

[ ] :
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.07 kcal/mol

AS C. tra - AS3 Urea annealing:

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
[ 1]
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.68 kcal/mol

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
1]
31—
CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.08 kcal/mol

AS C. tra - AS4 Urea annealing:

5'"-AGACCATTTAACTCCAATGT-3"
1]
3'_
CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.08 kcal/mol

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'

[ 1]
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.07 kcal/mol

S M. hominis - AS M. hominis

annealing:

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-
3 v
L1
3'-GICGTAATCIGGGTTGTC-5"

dG: -2.93 kcal/mol

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

: [ 1]
3'"-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"
[ 1]
31-
GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'"-CCCTCACACTCTATCAGG-
3 ]
1]
3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5"
dG: -0.08 kcal/mol

S M. hominis - S1 Urea

annealing:

5'"-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

L1
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"

dG: 0.65 kcal/mol

S M. hominis - S2 Urea

annealing:

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"
1]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-
5 ]
dG: 0.16 kcal/mol

5'"-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

: 1]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S M. hominis - S3 Urea
annealing:

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"
[]]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.27 kcal/mol

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"
[]]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol
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S M. hominis - S4 Urea

annealing:

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"'
[ 1]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-
5 ]
dG: 0.16 kcal/mol

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"'
[ ]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.27 kcal/mol

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

: [
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

S M. hominis - AS1l Urea
annealing:

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

[ 1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: 0.27 kcal/mol

S M. hominis - AS2 Urea
annealing:

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -3.41 kcal/mol

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.08 kcal/mol

S M. hominis - AS3 Urea
annealing:

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"
: [
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.46 kcal/mol

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: 0.27 kcal/mol

S M. hominis - AS4 Urea
annealing:

5'"-CCCTCACACTCTATCAGG-3"
[11]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -3.41 kcal/mol

5'"-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

: [ 1]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -1.46 kcal/mol

5'"-CCCTCACACTCTATCAGG-3"

1]
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.08 kcal/mol

AS M. hominis - S1 Urea
annealing:

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
111
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -5.44 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

: 111
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -4.96 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'
1]
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'
N
3'"-CATTAACGACGGTACGAT-
5 ]
dG: -1.17 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[ 11
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'

[ 11
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'

I
3'-CATTAACGACGGTACGAT-5"
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dG: 0.65 kcal/mol

AS M. hominis - S2 Urea
annealing:

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'

: [
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -4.96 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'
[ ]
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -3.48 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'
: [ ]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'
[ ]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-
5 ]
dG: -1.17 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

L1
3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5"

dG: -0.34 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

1]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

AS M. hominis - S3 Urea
annealing:

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
[11]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -5.44 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
: [ ] ]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
[ ] ]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-
5 ]
dG: -1.17 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[ 11
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.69 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
[ 11
3'-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'

[ 11
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

AS M. hominis - S4 Urea
annealing:

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
N
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -3.48 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
1]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -1.88 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
N
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-
5 ]
dG: -1.17 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[]]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[]]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.65 kcal/mol

AS M. hominis - ASl Urea
annealing:

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'

[ 111
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -4.88 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

LI :
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
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dG: -3.99 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'
1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -2.93 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'
[ 1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -2.93 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-
3 ]
[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

AS M. hominis - AS2 Urea
annealing:

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[11]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -3.99 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"
1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -2.93 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -2.93 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -2.93 kcal/mol

AS M. hominis - AS3 Urea
annealing:

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[11]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -3.99 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'"-CTGTTGGGTCTAATGCTG-
3 ]
[ 11
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"'

: [ 11
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

AS M. hominis - AS4 Urea
annealing:

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3"

111
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -3.99 kcal/mol

S1 Urea - S2 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"
N
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-5"
dG: -2.17 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"'
1]
3'"-CATTAGCGACGGTACGAT-
5 ]
dG: -0.21 kcal/mol

S1 Urea - S3 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"
[11]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-
5 ]
dG: -2.16 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"
[]]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"

T []]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-5"
dG: 0.91 kcal/mol
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S1 Urea - S4 Urea annealing:

5'"-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"
[ 1]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'"-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"
[ 1]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-
5 ]
dG: -0.21 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"

I [ 1]
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.91 kcal/mol

S1 Urea - AS1l Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"

L1
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"

dG: -1.81 kcal/mol

S1 Urea - AS2 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"

Ny
3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"

dG: -0.34 kcal/mol

S1 Urea - AS3 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.81 kcal/mol

S1 Urea - AS4 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3"

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

S2 Urea - S3 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"'

L1
3'-CATTAACGACGGTATGAT-5"

dG: -0.22 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"
[ 1]
3'"-CATTAACGACGGTATGAT-
5 ]
dG: -0.21 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"

Dot L1l
3'-CATTAACGACGGTATGAT-5"

dG: 0.91 kcal/mol

S2 Urea - S4 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"'

[ 11
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: -0.22 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"
Do 1]
3'"-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.91 kcal/mol

S2 Urea - AS1 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"

1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"

: o 1]
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S2 Urea - AS2 Urea annealing:

5'"-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"

1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'"-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"
Do 1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S2 Urea - AS3 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"'
[
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3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"

I I
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"

dG: 0.16 kcal/mol

S2 Urea - AS4 Urea annealing:

dG: -1.81 kcal/mol

S3 Urea - AS4 Urea annealing:

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"'

[ ]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3"'
I [ ] ]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S3 Urea - S4 Urea annealing:

5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3"
L1

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-

5 ]
dG: -0.21 kcal/mol

5'"-TAGTATGGCAGCAATTAC-3"
1] T
3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5"
dG: 0.91 kcal/mol

S3 Urea - AS1l Urea annealing:

5'"-TAGTATGGCAGCAATTAC-3"

[ 11
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

S4 Urea - AS1 Urea annealing:

5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"

L1l
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"

dG: -1.81 kcal/mol

5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"

Dot L1
3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5"

dG: 0.16 kcal/mol

S4 Urea - AS2 Urea annealing:

5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3'

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGACCCCCTA-5"
dG: -1.81 kcal/mol

S3 Urea - AS2 Urea annealing:

5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"

[ 11
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"'
Do [ 1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S4 Urea - AS3 Urea annealing:

5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3"

[ ] ]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

S3 Urea - AS3 Urea annealing:

5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"

1]
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -1.81 kcal/mol

5'"-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"
Do 1]
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

S4 Urea - AS4 Urea annealing:

5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3'

L1
3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5"

5'"-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"

[]]
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol
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5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3"

F [
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: 0.16 kcal/mol

ASl Urea - AS2 Urea annealing:

5'"-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3"

L1
3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"

dG: -2.03 kcal/mol

5'"-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3"

[ 1]
3'"-CACAACTTTGTCCCCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

AS1 Urea - AS3 Urea annealing:

5'-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3"
[ ]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.07 kcal/mol

AS1 Urea - AS4 Urea annealing:

5'"-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3"

[ ] ]
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -2.03 kcal/mol

5'"-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3"

[ ] ]
3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

AS2 Urea - AS3 Urea annealing:

5'"-ATCCCCCTGTTTCAACAC-3"
[ ] ]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -2.03 kcal/mol

5'"-ATCCCCCTGTTTCAACAC-3"
[ 1]
3'"-CACAACTTTGACCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol

AS2 Urea - AS4 Urea annealing:

5"'-ATCCCCCTGTTTCAACAC-3"'
L1

3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -2.03 kcal/mol

AS3 Urea - AS4 Urea annealing:

5'-ATCCTCCAGTTTCAACAC-3"'
(111
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -2.03 kcal/mol

5'-ATCCTCCAGTTTCAACAC-3"
[ 11
3'"-CACAACTTTGTCCTCCTA-5"
dG: -0.34 kcal/mol
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Anexo 7. Analisis in silico de la especificidad de los iniciadores

Resultados de andlisis in silico de especificidad de iniciador S CPT

Description Scientific Max | Total Query | E Per. i Accession
- Name Score Score Cover walue  ldent -
- - - - - -
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA), transcript variant 1,_mR... Homosapiens 362 362 100% 028 100.00% 2693 NM 0041684
Homo sapiens chromosome 5 succinate dehydrogenase flavoprotein subunit gene, complete cds Homosapiens 362 362 100% 028 100.00% 9442  AH008093.2
Homo sapiens BAC clone CH17-336L6 from chromosome 3, complete sequence Homo sapiens 36.2 362 100% 0.28 100.00% 203050 AC24545643
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA), transcript variant 2 mR... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2549  NM 0012943322
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA)_transcript variant 3_mR... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2450 NM 0013307582
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA), RefSeqGene (LRG 315 Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 45460 NG 0123391
Homo sapiens SDHA pseudogene 3 (SDHAF3), non-coding RNA Homo sapiens 362 362 100% 0.28  100.00% 1153 NR 003263.2
Homo sapiens cDNA FLJ55072 complete cds. highly similar to Succinate dehydrogenase (ubiquinone) flav... Homo sapiens  36.2 362 100% 028 100.00% 2148  AK205937.1
Homo sapiens cDNA FLJ76840 complete cds, highly similar to Homo sapiens succinate dehydrogenase c... Homo sapiens 362 362 100% 0.28 100.00% 2286  AK291311.1
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp), mRNA (cDNA clone IMAG... Homo sapiens 36.2 362 100% 0.28  100.00% 1961 BC004328 1
Homo sapiens mRNA for Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit,_mitochondrial precu... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2305 AK225027 1
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp), mRNA (cDNA clone MGC:... Homo sapiens 36.2 362 100% 0.28  100.00% 2301 BC001380.2
Homo sapiens chromosome 5 clone CTD-2245E 15, complete sequence Homo sapiens 362 362 100% 0.28 100.00% 131371 AC001349.2
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp), mRNA (cDNA clone MGC:... Homo sapiens  36.2 362 100% 0.28  100.00% 1912 BC041016.1
Homo sapiens cDNA FLJ16646 fis, clone TESTI4032090 Homo sapiens 362 362 100% 0.28  100.00% 4477 AK131478.1
Homo sapiens cOMA FLJ16373 fis, clone THYMU3000289,_highly similar to Succinate dehydrogenase (ubi . Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 3001 AK131350 1
Homo sapiens cDNA FLJ41509 fis, clone BRTHA2009886 Homo sapiens 362 362 100% 0.28  100.00% 2044 AK123503.1
Homo sapiens cDNA FLJ37560 fis, clone BRCOC2000333_highly_similar to Succinate dehydrogenase (ub... Homo sapiens  36.2 362 100%  0.28 100.00% 2208  AK094879.1
Homo sapiens mRNA for succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein precursor variant prot... Homo sapiens 362 362 100%  0.28 100.00% 2273  AB208991.1
Homo sapiens mRNA for flavoprotein subunit of complex I, complete cds Homo sapiens  36.2 362 100% 028  100.00% 2260 D30648.1
Homo sapiens chromosome 5 clone CTD-2083E4 _complete sequence Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 158677 AC021087.5
Resultados de analisis in silico de especificidad de iniciador AS CPT
Description Scientific Max | Total Query | E Per. e Accession
- Name Score Score Cover walue  ldent -
- - - - - -
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA), transcript variant 1,_mR... Homosapiens 362 362 100% 028 100.00% 2693 NM 0041684
Homo sapiens Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 6385 AHO08456.2
Homo sapiens chromosome 5 succinate dehydrogenase flavoprotein subunit gene, complete cds Homosapiens 362 362 100% 028 100.00% 9442  AH008093.2
Homo sapiens BAC clone CH17-336L6 from chromosome 3. complete sequence Homo sapiens 362 362 100% 0.28 100.00% 203050 AC2454643
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA), transcript variant 2 mR... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2549 NKM 001294332 2
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA). transcript variant 3. mR... Homo sapiens 36.2 362 100%  0.28  100.00% 2450 NM 001330758.2
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA), RefSeqGene (LRG 315... Homo sapiens 36.2 362 100% 028 100.00% 45460 NG 0123391
Homo sapiens SDHA pseudogene 3 (SDHAFP3). non-coding RNA Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 1153 NR 0032632
Homo sapiens cDNA FLJ55072 complete cds, highly similar to Succinate dehydrogenase (ubiquinone) flav... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2148  AK295937.1
Homo sapiens cDNA FLJ76840 complefe cds,_highly similar to Homo sapiens succinate dehydrogenase c... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2286 AK291311.1
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp), mRNA (cDNA clone IMAG... Homo sapiens 362 362 100% 0.28  100.00% 1961 BC004328.1
Homo sapiens mRNA for Succinate dehydrogenase [ubiguinene] flavoprotein subunit, mitochondrial precu... Homo sapiens  36.2 362 100% 0.28  100.00% 2305 AKZ25027 1
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex, subunit 4 flavoprotein (Fp), mRNA (cDNA clone MGG - Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2301 BC001380.2
Homo sapiens chromosome 5 clone CTD-2245E15, complete sequence Homo sapiens 362 362 100% 0.28 100.00% 131371 AC091349.2
Homo sapiens succinate dehydrogenase complex. subunit A, flavoprotein (Fp). mRMA (cDNA clone MGC:... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 1912  BCO041016.1
Homo sapiens cDNA FLJ16646 fis, clone TESTI4032090 Homo sapiens 36.2 362 100% 0.28  100.00% 4477 AK131478.1
Homo sapiens cONA FLJ16373 fis, clone THYMU3000269, highly similar to Succinate dehydrogenase (ubi... Homo sapiens  36.2 362 100% 0.28  100.00% 3001 AK131350.1
Homo sapiens cDNA F1L.J41509 fis_clone BRTHA2009386 Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2044 AK123503 1
Homo sapiens cDNA FLJ37560 fis, clone BRCOC2000333,_highly similar to Succinate dehydrogenase (ub... Homo sapiens 362 362 100% 028  100.00% 2208 AK094379.1
Homo sapiens mRNA for succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein precursor variant prot... Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2273  AB208991.1
Homo sapiens 362 362 100% 028 100.00% 2260 D30648 1

Wmam subunit of complex Il complete cds

70| Pagina




Resultados de andlisis in silico de especificidad de iniciador S C. TRA

Desclptlon Scwem\ff Name S'\::sze ST::L S;:g va:ue I:::"t Accvl_en Accession
- - - - -

Chlamydia trachomatis strain LGV Il 434 chromosome, complete genome Chlamydia trach... 40.1 181 100% 0.001 100.00% 1039264 CP142852.1
Chlamydia frachomatis isolate I 302 major puter membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 839 QORT710503.1
Chlamydia trachomatis islate ID_255 major outer membrane porin (ompA)_ gene, partial cds Chlamydiatrach . 401 401 100% 0001 100.00% 822 OR7105021
Chlamydia trachomatis isolate ID 137 bis major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% a21 OR710501.1
Chlamydia trachomatis isolate ID 137 major outer membrane porin (ompA)_ oene, partial cds Chlamydia trach... 401 401 100% 0.001 100.00% 822 OR710500.1
Chlamydia frachomatis isolate ID 370 major outer membrane porin (omp#) gene. partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% a22 OR710499.1
Chlamydia frachomatis isolate ID 214 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 454 OR710498.1
Chlamydia frachomatis isolate ID 190 major outer membrane porin (ompA) gene. partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 240 OR710497.1
Chlamydia frachomatis isolate ID 181 major outer membrane porin (omp#A)_ gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% a22 OR710496.1
Chlamydia frachomatis isolate ID 167 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 422 OR710495.1
Chlamydia frachomatis isolate ID 052 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 822 OR710494.1
Chlamydia frachomatis isolate D 053 major outer membrane porin (omp#A)_ gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% a1 OR710493 .1
Chlamydia frachomatis isolate ID_052 major outer membrane porin (ompA) gene. partial cds Chlamydia trach... 401 401 100% 0.001 100.00% 822 ORT710492 1
Chlamydia tfrachomatis isolate 157-67/Minsk/Belarus/2023 major outer membrane porin (ompA) gene, partial ... Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 960 ORG671957.1
Chlamydia frachomatis isolate 21-94/Minsk/Belarus/2023 major outer membrane porin (ompA) gene. partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100%  0.001 100.00% 926 ORG71956.1
Chlamydia frachomatis isolate 600201 ompA major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 401 401 100% 0.001 100.00% a3 OR265488 1
Chlamydia frachomatis isolate 502520 ompA major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 843 OR265487.1
Chlamydia frachomatis isolate 502519 ompA major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 843 OR265486.1
Chlamydia frachomatis isolate 502426 ompA major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 401 401 100% 0.001 100.00% 843 OR265485 1
Chlamydia frachomatis isolate 502360 ompA major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach .. 401 401 100% 0.001 100.00% 340 OR265484 1
Chlamydia frachomatis isolate 502355 ompA major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 349 OR265483.1

Resultados de andlisis in silico de especificidad de iniciador AS C. TRA

Descimwon Scientiff Name SMcsfe ;2:; 2:::; v:ue I::;t Accvl_en Accession
- - - - -

Chlamydia trachomatis strain LGV Il 434 chromosome, complete genome Chlamydia trach... 401 109 100% 0.001 100.00% 1039264 CP142852 1
Chlamydia trachomatis isolate ID_302 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia frach .. 401 401 100% 0.001 100.00% 839 OR710503 1
Chlamydia trachomatis isolate ID_255 major outer membrane porin (ompA)_ gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 822 OR710502.1
Chlamydia trachomatis isolate ID_137 bis major outer membrane porin (omp#A) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 821 OR710501.1
Chlamydia trachomatis isolate 1D_137 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia frach... 401 401 100% 0.001 100.00% 822  OR710500.1
Chlamydia trachomatis isolate ID_370 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 822 OR710499.1
Chlamydia trachomatis isolate 1D _214 major outer membrane porin (omp#)_ gene, partial cds Chlamydia frach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 854 OR710498.1
Chlamydia trachomatis isolate ID 190 major outer membrane porin (ompA) gene. partial cds Chlamydia trach_.. 401 401 100% 0.001 100.00% 340 OR710497 1
Chlamydia trachomatis isolate ID_181 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100%  0.001 100.00% 822 OR710496.1
Chlamydia trachomatis isolate ID_187 major outer membrane porin (ompA)_ gene, partial cds Chlamydia trach . 401 401 100% 0.001 100.00% 822 OR710495 1
Chlamydia trachomatis isolate ID_062 major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydiatrach . 401 401 100% 0001 100.00% 822 OR7104941
Chlamydia trachomatis isolate ID_053 major outer membrane porin (ompA)_ gene, partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 821 OR710493.1
Chlamydia trachomatis isolate 1D 052 major outer membrane porin (ompA) gene. partial cds Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 822 OR710492 1
Chlamydia trachomatis isolate 157-67/Minsk/Belarus/2023 major outer membrane porin (ompA) gene partial .. Chlamydia trach... 401 401 100% 0.001 100.00% 960 ORB71957.1
Chlamydia trachomatis isolate 21-94/Minsk/Belarus/2023 major outer membrane porin (ompA) gene. partial cds Chlamydia trach... 40.1  40.1 100%  0.001 100.00% 926 ORB671956.1
Chlamydia trachomatis isolate 600201 ompA major outer membrane porin (ompA) gene, partial cds Chlamydia frach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% a3 OR265488.1
Chlamydia trachomatis isolate 502520 Chlamydia trach... 40.1 401 100% 0.001 100.00% 843 OR265487.1
Chlamydia trachomatis isolate 502519 Chlamydia trach... 401  40.1 100% 0.001 100.00% 843 OR265486.1
Chlamydia trachomatis isolate 502426 Chlamydia trach . 401 401 100% 0.001 100.00% 243 OR265435 1
Chilamydia trachomatis isolate 502360 Chlamydia trach . 401 401 100% 0.001 100.00% 240 OR265434 1
Chlamydia trachomatis isolate 502355 Chlamydia trach... 40.1  40.1 100% 0.001 100.00% 849 OR265483.1
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Resultados de analisis in silico de especificidad de iniciador S M. HOMI

Description Scientific Name Max | Tolal | Query = Fer Ace.
,p = Score Score Cover walue  Ident Len Accession

- - - - - -
Metamycoplasma hominis strain SP3615 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 36.2 1153 100% 0.001 100.00% 715990 CP055150.1
Metamycoplasma hominis strain SP10291 chromosome,_complete genome Metamycoplasm... 36.2 997 100% 0.001 100.00% 750518 CP055149.1
Metamycoplasma hominis strain 5510 chromosome, complete genome Metamycoplasm 36.2 1012 100% 0001 100.00% 700135 CPO055146.1
Metamycoplasma hominis strain SP2565 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 36.2 1427 100% 0.001 100.00% 712781 CP055144.1
I3 Metamycoplasma hominis strain chromosome, complete genome etamycoplasm... . X . .

Met I h is strain A136 ch lets Met I 36.2 1063 100% 0.001 100.00% 696338 CP055143.1
Metamycoplasma hominis sirain 8958 chromosome, complete genome Metamycoplasm 362 1008 100% 0.001 100.00% 6830851 CP055142.1
Metamycoplasma hominis strain FEG chromosome, complete genome Metamycoplasm... 36.2 973 100% 0.001 100.00% 780024 CP055151.1
Metamycoplasma hominis strain 4235 chromosome Metamycoplasm... 36.2 1124 100% 0.001 100.00% 824840 CP038014.1
Mycoplasma hominis ATCC 23114 chromosome complete genome Metamycoplasm... 362 1034 100% 0.001 100.00% 685445 FP236530.1
Mycoplasma hominis P100, oppB,_oppC, oppD, oppF genes Metamycoplasm... 36.2 362 100% 0.001 100.00% 10414 X99740.1
Metamycoplasma hominis strain $525 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 30.2 898 100% 0.062 100.00% 672843 CP055147.1
% Metamycoplasma hominis strain chromosome etamycoplasm .

Met; I h is sh 4788 ch Met: l 30.2 887 100% 0062 100.00% 712385 CP035542.1
Metamycoplasma hominis strain TO0613 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 30.2 1135 100% 0.062 100.00% 766228 CP033021.1
Mycoplasma hominis strain AF1,_complete genome Metamycoplasm... 223 953 100% 15 100.00% 700851 CPO09677.1
) Metamycoplasma hominis strain chromosome, complete genome etamycoplasm

Met: I hi is sh V031120 ch lets Met; l 203 912 100% 59 88.89% 681374 CP0551431
Metamycoplasma hominis strain 475 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 203 1061 100% 59 88.89% 717777 CP055145.1
[®d Metamycoplasma hominis strain 35 chromosome etamycoplasm

Met: I hi is sh 35 ch Met; l 203 945 100% 59 88.89% 811096 CP0355431
Metamycoplasma hominis sirain PXX1114 chromosome, complete genome Metamycoplasm 203 1045 100% 59 838.89% 688435 CP032849.1
Metamycoplasma hominis isolate 2539 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 203 927 100% 59 100.00% 751310 CP026341.1
Mycoplasma hominis strain Sprott, complete genome Metamycoplasm... 20.3 1006 100% 59 88.89% 695214 CP011538.1

i 7545,_complete genome Metamycoplasm... 20.3 961 100% 59 88.89% 715165 CP009652.1
sgs " = oge age _» « e e
Resultados de analisis in silico de especificidad de iniciador AS M. HOMI
- — Max  Total Query E Per. Acc.
Description Scientific Name i
'D - Score Score Cover walue  Ident Len Accession
- - - - - -
Metamycoplasma hominis strain SP10291 chromosome,_complete genome Metamycoplasm... 362 4524 100% 0001 100.00% 750518 CP055149.1
Metamycoplasma hominis strain V031120 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 362 3527 100% 0001 100.00% 681374 CP055148.1
Metamycoplasma hominis sirain $525 chromosome,_complete genome Metamycoplasm... 362 3531 100% 0001 100.00% 672843 CP055147.1
Metamycoplasma hominis sirain $510 chromosome,_complete genome Metamycoplasm 362 3909 100% 0001 100.00% 700135 CPO055146.1
Metamycoplasma hominis strain 475 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 362 3612 100% 0001 100.00% 717777 CP055145.1
Metamycoplasma hominis strain SP2565 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 362 4002 100% 0001 100.00% 712781 CP055144.1
Metamycoplasma hominis sirain A136 chromosome,_complete genome Metamycoplasm 362 3567 100% 0001 100.00% 696338 CP055143.1
Metamycoplasma hominis sirain 8358 chromosome, complete genome Metamycoplasm 362 3482 100% 0001 100.00% 680851 CP0551421
Metamycoplasma hominis strain FEG chromosome, complete genome Metamycoplasm... 362 3936 100% 0001 100.00% 780024 CP055151.1
Metamycoplasma hominis sirain 35 chromosome Metamycoplasm 362 4031 100% 0001 100.00% &11096 CPO035543.1
Metamycoplasma hominis sirain TO0613 chromosome,_complete genome Metamycoplasm 362 3945 100% 0001 100.00% 766228 CPO033021.1
Metamycoplasma hominis strain PX1114 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 362 3468 100% 0001 100.00% 638435 CP032849.1
Metamycoplasma hominis isolate 2539 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 362 3766 100% 0001 100.00% 751310 CP025341.1
Mycoplasma hominis sirain Sprott,_complete genome Metamycoplasm 362 3292 100% 0001 100.00% 695214 CP0115338.1
Mycoplasma hominis strain AF1, complete genome Metamycoplasm 362 3224 100% 0001 100.00% 700851 CPO09GTT 1
Mycoplasma hominis ATCC 27545, complete genome Metamycoplasm... 362 3668 100% 0001 100.00% 715165 CP009652.1
Metamycoplasma hominis sirain MIN-132 chromosome, complete genome Metamycoplasm 362 3799 100% 0001 100.00% 708710 CPO086131.1
Mycoplasma hominis ATCC 23114 chromosome complate genome Metamycoplasm 362 3078 100% 0001 100.00% 665445 FP236530.1
Mycoplasma hominis P100, oppE, oppC. oppD, oppF genes Metamycoplasm... 362 892 100% 0001 100.00% 10414 X99740.1
Metamycoplasma hominis strain SP3615 chromosome, complete genome Metamycoplasm... 322 3704 100% 0016 100.00% 715990 CP055150.1
Metamycoplasma hominis strain 4738 chromosome Metamycoplasm 322 3966 100% 0016 100.00% 712385 CP0355421
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Resultados de analisis in silico de especificidad de iniciador S UREA

Description Scientific Name Max | Total | Query = Per Acc. q
'D - Score Score Cover value  Ident Len Accession
- - - - - -

Ureaplasma urealyticum strain 315 chromosome, complete genome Ureaplasma ure... 282 7529 100% 022 94.44% 853955 CP039963.1
Ureaplasma urealyticum strain 132 chromosome, complete genome Ureaplasma ure... 282 7508 100% 022 94.44% 825366 CP041200.1
Ureaplasma parvum strain 106 chromosome, complete genome Ureaplasma par. 282 8307 100% 022 100.00% 741809 CP0411991
Ureaplasma parvum serovar 3 OMC-P162 DNA, complete genome Ureaplasma par... 282 6062 100% 022 100.00% 732031 AP018561.1
[ Ureaplasma parvum strain hebnu uu3 chromosome, complete genome reaplasma par... » . A .

Ureapl train hebi 3ch let Ureapl 282 6044 100% 022 100.00% 727176 CP021991.1
¥ Ureaplasma parvum strain hebnu chromosome. complete genome reaplasma par .

1] I train hebnu1229 ch lett u I 282 8070 100% 022 100.00% 737737 CP021990.1
Ureaplasma parvum strain hebnu3h07 chromosome, complete genome Ureaplasma par... 282 6025 100% 022 100.00% 723292 CP021989.1
¥ Ureaplasma parvum strain hebnu chromosome. complete genome reaplasma par... » . A .

u I t hebnu3h05 ch lets u I 282 6011 100% 022 100.00% 722452 CP021938.1
Ureaplasma parvum strain hebnu3h04 chromosome,_complete genome Ureaplasma par. 282 6060 100% 0.22 100.00% 732889 CP021987.1
Ureaplasma ureahyticum strain UU W.JSL chromosome, complete genome Ureaplasma ure... 282 7435 100% 022 9444% 827615 CP0G2067.1
Ureaplasma parvum strain MIN-198 chromosome, complete genome Ureaplasma par... 282 6199 100% 022 100.00% 726862 CP086127.1
% Ureaplasma urealyticum strain MIN-201 chromosome, complete genome reaplasma ure » :

u I Iyt it MIN-201 chi lete u I 282 7447 100% 022 9444% 816741 CP0861231
Ureaplasma urealyticum strain UU429-10 urease complex component (ureG) gene, parfial cds Ureaplasma ure... 282 282 100% 022 94.44% 482  KMO0S86586.1
Ureaplasma urealylicum sirain UU429-9 urease complex component (ureG) gene, pariial cds Ureaplasma ure... 282 446 7T7% 022 100.00% 482 KMO26535.1
¥ Ureaplasma urealyticum strain -8 urease complex component (ureG) gene, partial cds reaplasma ure .

1] I Iy it uu429-3 I t (ureG) riial cd: u I 282 282 TT% 022 100.00% 482 KMOD86534 1
Ureaplasma urealyticum strain UU429-7 urease complex component (ureG) gene, partial cds Ureaplasma ure... 282 446 77% 022 100.00% 482 KMO865831
') Ureaplasma urealyticum strain -6 urease complex component (ureG) gene, partial cds reaplasma ure .

1] I byt it Uu429-6 I t (ureG) riial cd: u I 282 448 TT% 022 100.00% 482 KMO86532 1
Ureaplasma urealyticum sirain UU429-5 urease complex component (ureG) gene, pariial cds Ureaplasma ure 282 2382 100% 022  94.44% 482  KM086681.1
Ureaplasma urealyticum strain UU429-4 urease complex compenent (ureG) gene, partial cds Ureaplasma ure... 282 282 100% 022 94.44% 482 KMOS6580.1
Ureaplasma urealyticum strain UU429-3 urease complex component (ureG) gene, partial cds Ureaplasma ure... 282 446 7T7T% 022 100.00% 482 KMOS26579.1
Ureaplasma urealyticum strain UU429-2 urease complex component (ureG) gene, partial cds Ureaplasma ure... 282 446 77% 022 100.00% 482 KMOS65678.1

sgs " = oge age _» « e e
Resultados de analisis in silico de especificidad de iniciador AS UREA
Max  Total Query E Per. ACC.
Description Scientific Name i
,p ) Score Score Cover value  Ident Len Accession
- - - - - -

Ureaplasma urealyticum strain 315 chromosome, complete genome Ureaplasma ure... 36.2 6865 100% 0.001 100.00% 853955 CP039963.1
Ureaplasma urealylicum sirain 132 chromosome,_complete genome Ureaplasma ure... 36.2 6657 100% 0001 100.00% 825366 CP041200.1
Ureaplasma urealyticum strain UU W.JSL chromosome, complete genome Ureaplasma ure... 36.2 6410 100% 0.001 100.00% 827615 CPO62067.1
Ureaplasma urealyticum strain MIN-201 chromosome, complete genome Ureaplasma ure... 362 8573 100% 0.001 100.00% 816741 CP086123.1
Ureaplasma urealyticum strain UU429-10 urease complex component (ureG) gene, partial cds Ureaplasmawure... 362 525 100% 0001 100.00% 482 KMOB663S6 1
Ureaplasma urealyticum sirain UU429-5 urease complex component (ureG) gene, pariial cds Ureaplasmawure... 362 525 100% 0001 100.00% 482 KMO86631.1
Ureaplasma urealyticum strain UU429-4 urease complex compenent (ureG) gene, partial cds Ureaplasma ure... 362 525 100% 0.001 100.00% 482 KMO036680.1
Ureaplasma ureahdicum serovar 10 str. ATCC 33699, complete genome Ureaplasma wure... 362 7153 100% 0.001 100.00% 874478 CF001184.1
Ureaplasma urealyticum serovar 4 urease complex component UreA (ureA), urease complex component UreB.._ Ureaplasma ure... 362 852 100% 0.001 100.00% 5696 AF085721.2
Ureaplasma urealyticum serovar 2 urease complex component UreA (ureA), urease complex component UreB. . Ureaplasma ure... 362 852 100% 0.001 100.00% 5696 AF085720.2
Ureaplasma diversum sirain ATCC 49782 genome Ureaplasma dive... 282 7941 100% 0.22 9444% 973501 CP0O09770.1
Ureaplasma parvum strain 106 chromosome, complete genome Ureaplasma par... 26.3 5522 100% 0.87 100.00% 741809 CP041199.1
Ureaplasma parvum serovar 3 OMC-P162 DNA, complete genome Ureaplasma par... 26.3 5555 100%  0.87 100.00% 732031 AP018561.1
Ureaplasma parvum strain hebnu uu3 chromosome, complete genome Ureaplasma par... 263 5535 100% 0.87 100.00% 727176 CP021991.1
Ureaplasma parvum strain hebnu1229 chromosome. complete genome Ureaplasma par... 263 5572 100% 0.87 100.00% 737737 CP021990.1
Ureaplasma parvum strain hebnu3h07 chromosome. complete genome Ureaplasma par... 263 5486 100%  0.87 100.00% 723292 CP021989.1
Ureaplasma parvum strain hebnu3h05 chromosome,_complete genome Ureaplasma par... 263 5486 100% 0.87 100.00% 722452 CP021988.1
Ureaplasma parvum strain hebnu3h04 chromosome,_complete genome Ureaplasma par... 263 5555 100% 087 100.00% 732889 CP021987.1
Ureaplasma parvum strain MIN-198 chromosome, complete genome Ureaplasma par... 26.3 5396 100%  0.87 100.00% 726862 CP086127.1
Ureaplasma parvum serovar 3 DNA,_complete genome, sirain: SWV3F4 Ureaplasma par... 26.3 5558 100% 0.87 100.00% 727289 AP014584.1
Ureaplasma parvum serovar 3 str. ATCC 700970, complete genome Ureaplasma par... 26.3 5672 100% 087 100.00% 751719 AF222894.1
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