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Resumen  

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

entre estas infecciones están la llamada vaginosis bacteriana y las infecciones de transmisión 

sexual, estas son causadas por diversos patógenos, entre los cuales destacan; debido a su 

relevancia estadística y complicaciones clínicas graves; Mycoplasma hominis, Ureaplasma 

spp. y Chlamydia trachomatis. Además de su relevancia estadística y la importancia de sus 

complicaciones, existen grandes deficiencias en el actual diagnóstico de estos tres patógenos, 

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 clínicos de estos tres patógenos son bastante 

similares, por lo que su diagnóstico diferencial por sintomatología tampoco es posible. Estas 

deficiencias en el diagnóstico de los tres patógenos se pueden solucionar con el diseño de 

una prueba PCR múltiple, por lo que el presente proyecto se dirige al diseño, desarrollo y 

estandarización 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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Capítulo 1: Generalidades 

1.1. Planteamiento del problema 

Las infecciones cervicovaginales actualmente son un problema muy común en el servicio de 

salud, esto debido a lo frecuentes que son los casos tanto en el primer nivel de atención 

médica como en los servicios de ginecología 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 más frecuentemente aislados 

a Gardnerella vaginalis, Prevotella mobiluncus, Ureaplasma y Mycoplasma. Por su parte, 

de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2014), Chlamydia trachomatis 

es considerada, junto con la gonorrea, como las infecciones de transmisión 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 gestación, en estos pacientes la VB ha sido asociada a complicaciones como 

amenaza de parto prematuro, rotura prematura de membranas, parto prematuro, infección 

intraamniótica 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 Transmisión 

Sexual como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o Chlamydia trachomatis 

(Romero y Andreu, 2016). 

Por su parte, las complicaciones de una infección causada por C. trachomatis en pacientes 

en gestación son las mismas que causan la VB y a ellas se aumentan los nacimientos de bebés 

con neumonía, conjuntivitis o sepsis, además de provocar embarazo ectópico, mientras que 

en pacientes que no se encuentran en periodo de gestación, las principales complicaciones 

son enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), infertilidad por oclusión tubárica y dolor pélvico 

crónico (López et al., 2018). 

En cuanto a diagnóstico, las principales deficiencias para Ureaplasma spp. y Mycoplasma 

hominis son la falta de técnicas confiables con elevados valores de sensibilidad y 

especificidad, además 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 diagnóstico por 

medio de la sintomatología del paciente no es de utilidad debido a que comparte 
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sintomatología con otros agentes. De acuerdo con Alonso et al. (2012), el método diagnóstico 

de referencia es el cultivo en línea celular, el cual tiene la limitante de ser una técnica 

complicada. 

Entonces, el presente trabajo plantea la siguiente pregunta de investigación: ¿Es posible 

estandarizar una prueba de diagnóstico PCR múltiple para Mycoplasma hominis, 

Ureaplasma spp. y Chlamydia trachomatis?  

1.2. Justificación 

Lo descrito anteriormente expone los criterios que se tomaron en cuenta para la selección de 

los patógenos a los que va dirigida esta prueba PCR múltiple; la semejanza entre los cuadros 

clínicos, la relevancia estadística de cada uno de los patógenos, las complicaciones causadas 

por sus infecciones y las deficiencias en su diagnóstico. 

Por ello, el desarrollo de una PCR múltiple para M. hominis, Ureaplasma spp., y C. 

trachomatis solucionaría los problemas que se tienen en el diagnóstico actual, como la 

similitud entre los cuadros clínicos y la poca especificidad y sensibilidad de los métodos de 

diagnóstico actuales. 

Este proyecto tendrá como aporte social una prueba diagnóstica PCR múltiple para tres de 

los principales patógenos de importancia ginecológica que resuelva las principales 

dificultades del diagnóstico que se tienen actualmente; como aporte profesional, este 

proyecto planteará las bases necesarias para el diseño y estandarización de una prueba PCR 

múltiple en tiempo real para los tres patógenos, incluyendo el diseño de iniciadores 

específicos; y por último, el aporte personal para la tesista constará de su introducción al 

ámbito de la investigación así como el fortalecimiento de sus habilidades prácticas y 

conocimientos sobre diagnóstico microbiológico molecular. 

1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo general. 

Diseñar, desarrollar y estandarizar una prueba diagnóstica de PCR múltiple para Mycoplasma 

hominis, Ureaplasma spp. y Chlamydia trachomatis. 

1.3.2. Objetivos específicos. 

1. Diseñar in silico la prueba PCR múltiple. 
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2. Diseñar in silico el plásmido control positivo. 

3. Obtener las secuencias diana de muestras ya diagnosticadas. 

4. Construir in vitro el control positivo. 

5. Estandarizar las condiciones de reacción de PCR múltiple. 

1.4. Hipótesis 

Este proyecto sostiene la hipótesis de que es posible diseñar, desarrollar y estandarizar una 

prueba diagnóstica PCR múltiple para los agentes: Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp. y 

Chlamydia trachomatis. 
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Capítulo 2: Marco teórico 

2.1. Características generales de los patógenos 

2.1.1. Mycoplasma hominis. 

Las especies del género de los micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, y son 

organismos procariontes de pequeño tamaño que carecen de pared celular. Se han 

identificado más 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). 

Según Riedel et al. (2020) los micoplasmas tienen la característica de ser muy pequeños, 

oscilando entre los 125 y 250 nm de diámetro, además, debido a la falta de pared celular 

rígida, son muy pleomórficos 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 están creciendo y se han identificado orgánulos de superficie que median la fijación a 

dicho tejido. El mismo autor también menciona que el genoma de los micoplasmas se 

caracteriza por ser pequeño, 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 características por tomar forma de “huevo frito invertido” (Ryan, 2022). 

La dosis mínima infectiva de M. hominis en humanos aún 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 experimentación, 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 características de estos microorganismos son muy similares. 

En el caso particular del género Ureaplasma, este incluye 6 especies, de las cuales la única 

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 1 y biovar 2) 

(Lifeder, 2022).  

De acuerdo con Kong et al. (2000), debido a diferencias genómicas, se decidió dividir la 

especie U. urealyticum en dos especies (antes llamadas biovares); U. parvum (anteriormente 

llamada U. urealyticum biovar 2), y U. urealyticum (anteriormente llamada U. urealyticum 

biovar 1). Los mismos autores refieren que U. parvum se separó 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 separó 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 último, el subtipo 3 contiene las serovariantes 7 y 11. 

Al igual que otras especies pertenecientes a la clase Mollicutes, los ureaplasmas son difíciles 

de identificar debido a que su falta de pared celular los hace muy pleomórficos y su cultivo 

en el laboratorio es bastante exigente.  
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Se puede diferenciar al género 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 producción de fosfolipasas, las cuales provocan la liberación de 

ácido araquidónico, este componente en el periodo de embarazo puede llevar a la producción 

de prostaglandinas, lo que puede desencadenar un trabajo de parto prematuro. Estas 

fosfolipasas también tienen un papel en la enfermedad pulmonar fetal. 

La dosis mínima infectiva del género Ureaplasma en humanos aún 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 experimentación, 

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 móviles de vida parasitaria intracelular obligada, esto 

debido a su incapacidad de producir ATP. C. trachomatis, de acuerdo con los mismos 

autores, presenta una morfología 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, según los 

mismos autores, esta bacteria se divide por fisión binaria. 

Según Ryan (2022), el miembro patógeno para el humano más importante del género 

Chlamydia es C. trachomatis. 

Según Gaydos y Quinn (2022), la etiología 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, Ba y C; 

serotipos oculogenitales, este grupo incluye los serotipos de la D a la K; y, por último, el 

grupo de linfogranuloma venéreo (LGV), que incluye los serotipos L1 a L3. 

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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Según 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 “proteína 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 formándose una vesícula llamada 

inclusión, la cual está delimitada por una membrana, de esta manera se empiezan a replicar 

los CR, los cuales posteriormente se reorganizarán y condensarán dando lugar a varios CE 

que serán expulsados de la célula hospedadora por exocitosis. 

El genoma de C. trachomatis es relativamente pequeño, contando con un total de 1, 042, 519 

pb y un plásmido críptico de 7, 493 pb, este genoma codifica para un total de 875 proteínas 

(Mélida y Ostos, 2003). 

La dosis mínima infectiva de este patógeno en el humano es aún desconocida, sin embargo, 

existen estudios experimentales como el hecho por Kari y colaboradores en 2014 que 

estudian la dosis mínima infectiva en diferentes animales, este estudio reveló que la dosis 

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

2.2. Tasas de incidencia y prevalencia de los patógenos 

Diversos estudios señalan a los micoplasmas como algunos de los principales patógenos 

causantes de vaginosis bacteriana y diversas complicaciones en el proceso de embarazo, por 

lo que, actualmente la incidencia y prevalencia de estos patógenos 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 

patógenos más comunes causantes de infección de transmisión sexual y esto, además 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%, además, este patógeno 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 

colonización que oscila entre 40 y 80%. Este patógeno también ha sido aislado de muestras 

de pacientes con VB, esto en una porción entre el 62 y el 97% de los casos. 

En el caso de C. trachomatis, de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

(2014), la infección causada por estos patógenos es considerada, junto con la gonorrea, como 

la infección de transmisión 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 infección asintomática de este patógeno 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 patógenos, sin embargo, se han llevado a cabo varios estudios en diferentes hospitales 

de todo el país. 

En un estudio realizado en el Hospital de Ginecología 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 patógenos (Álvarez, 2012). 

Otro estudio realizado en el Hospital Universitario de Puebla (HUP) arrojó un resultado de 

tasa de incidencia para U. urealyticum de 42%, esto detectado por medio de una reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) y de 31% si el diagnóstico 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 Ginecología del Hospital General No. 29 del Instituto Mexicano del 

Seguro Social (IMSS) de la Ciudad de México, arrojó un valor de prevalencia de 8.5%, 

teniendo un total de 17 pruebas positivas, de las cuales 12 contenían algún otro patógeno 
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además de C. trachomatis y 5 tenían como único patógeno a C. trachomatis (Escobedo, et 

al., 2021). 

2.3. Cuadro clínico 

Una de las principales dificultades en el diagnóstico de estos patógenos es que las 

manifestaciones clínicas son muy variadas y al mismo tiempo semejantes entre sí. En la tabla 

1 se muestran las manifestaciones clínicas que pueden llegar a provocar cada uno de los 

patógenos. 

Tabla 1. Manifestaciones clínicas de los patógenos 

 Patógeno 

Manifestación clínica Mycoplasma 

hominis 

Ureaplasma spp. Chlamydia 

trachomatis 

Flujo vaginal anómalo X X X 

Olor “a pescado” por volatilización de 

aminas 

X X  

Fiebre posparto  X X X 

Infección intraamniótica X  X 

Infección neonatal X X X 

Cervicitis  X X X 

Enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) X X X 

Síndrome uretral X X X 

Linfogranuloma venéreo (LGV)   X 

Tracoma ocular   X 

Conjuntivitis    X 

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

 

El flujo vaginal en el caso de infección por micoplasmas suele ser de blanquecino a grisáceo, 

mientras que el flujo vaginal de una infección causada por C. trachomatis tiende a ser más 

amarillento. El síndrome uretral incluye disuria interna y piuria. Por su lado, la cervicitis 

mucopurulenta es una inflamación del epitelio cilíndrico y el subepitelio del cuello uterino y 
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es causada por los tres patógenos. La EIP es una infección 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 pápula indolora pequeña 

que tiende a ulcerarse en el sitio de la inoculación. Se han aislado cepas de LGV de C. 

trachomatis de úlceras genitales y endocérvix en mujeres que presentan adenopatía inguinal. 

Tanto el tracoma endémico como la conjuntivitis en el adulto se manifiestan al inicio como 

una conjuntivitis característica por folículos 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 infección a nivel vaginal sin respuesta inflamatoria y afirma que aproximadamente el 

50% de los casos son asintomáticos. Por otro lado, Jiménez et al. (2020) definen a la VB 

como una alteración de la microbiota vaginal que consiste en una disminución de lactobacilos 

y un aumento de bacterias anaerobias. 

De acuerdo con Romero y Andreu (2016), este síndrome es caracterizado por un importante 

aumento de la secreción vaginal que se adhiere a las paredes vaginales con un olor definido 

como “olor a pescado”, producido por la volatilización de aminas producidas por el 

metabolismo de bacterias anaerobias. Los mismos autores afirman que, sin importar si la VB 

es sintomática o asintomática, en pacientes en gestación ha sido asociada a complicaciones 

como amenaza de parto prematuro, rotura prematura de membranas, parto prematuro, 

infección intraamniótica 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 

Transmisión Sexual (ITS) como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o Chlamydia 

trachomatis. Los mismos autores también afirman que, en cuanto al diagnóstico para los 

agentes etiológicos de la VB como Ureaplasma spp. y Mycoplasma hominis, el método de 

referencia aún es la tinción de Gram y la sensibilidad que presenta va del 62 al 100% mientras 

que la especificidad oscila entre el 79 y el 100%. Además de este método, existen también 2 

grupos de criterios que se usan en el actual diagnóstico 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 – grisáceo, homogéneo, delgado y pegado a las paredes vaginales, 2. Presencia de 
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células clave, 3. pH mayor a 4 y 5. Liberación de aminas volátiles (Jiménez et al., 2020); el 

segundo grupo son los criterios de Nugent, los cuales están basados en la tinción de Gram y 

“otorgan una puntuación en función de la proporción 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 diagnóstico 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 único agente causal de VB y su naturaleza 

microbiológica es muy compleja. Otro método actual de diagnóstico es la citología cervical, 

cuyos valores de especificidad y sensibilidad varían de un estudio a otro, pero en términos 

generales, según los mismos autores, son valores bajos, de hecho, un estudio realizado por 

López (citado en Valencia y Yepes, 2014), arrojó 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 pequeño, no cuentan con las 

proteínas necesarias para la síntesis de productos esenciales como aminoácidos, 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 la membrana celular, existe una superfamilia de proteínas 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 operón OppBCDF y, en algunas especies, este 

operón cuenta con un dominio de unión a oligopéptidos fuera de la zona que codifica para el 

operón, este dominio se nombró OppA. En el caso específico de M. hominis, de acuerdo con 

los mismos autores, existe una proteína de adherencia que tiene la misma función que OppA, 

con la diferencia de que está codificada en la misma zona que el operón, esta proteína recibe 

el nombre de P100. 

La imagen 2 ilustra la estructura del OppBCDF con la participación del gen P100. 
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El blanco molecular elegido para la detección de este patógeno es una secuencia dentro del 

gen que codifica para la proteína P100, se eligió este gen como blanco molecular debido a 

que es específico de la especie M. hominis y es altamente conservado. 

Imagen 2. Estructura del operón OppBCDF en M. hominis 

 

Recuperado de: Henrich, Hopfe, Kitzerow, y Hadding, (1999). 

La proteína P100 no ha presentado mutaciones de ningún tipo, por lo que se considera una 

proteína altamente conservada, además es específica de M. hominis. Funciona en la 

adherencia del patógeno a la célula huésped y se demostró también su función como dominio 

de unión a sustrato del operón OppBCDF (Henrich et al., 1999). 

2.5.2. Ureaplasma spp. 

Del género Ureaplasma solo se conocía un único miembro que se considera patógeno para 

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

En el año 2002 se acordó 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 diferenciación de estas dos especies, los 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 taxonomía de los ureaplasmas humanos tienen regiones altamente conservadas y 

regiones variables específicas de especie y serovariante (Kong et al., 1999; Kong y Gilbert, 

2004). 

El blanco molecular elegido para la detección de los ureaplasmas humanos es una región 

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 región 

resaltada en gris corresponde a la codificante del componente UreF y la región resaltada en 

morado corresponde a la que codifica para el componente UreG. 
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La ureasa es una metaloenzima dependiente de níquel, esta enzima es la responsable de 

catalizar el proceso de hidrólisis de la urea, descomponiendo este compuesto en amoniaco y 

dióxido de carbono (CO2). Su participación 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 nitrógeno (Lu et al., 2020). 

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

Ureaplasma spp. 

 

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

2.5.3. Chlamydia trachomatis. 

La membrana de C. trachomatis está conformada por dos membranas celulares que no 

contienen peptidoglucano. Esta membrana contiene proteínas ricas en cisteína que se 

encuentran unidas entre ellas por medio de puentes disulfuro en los CE, esto provee a esta 

forma de la bacteria una estructura más resistente que la de los CR. Dentro de las proteínas 

ricas en cisteína que contiene esta membrana chlamydial se encuentran; una proteína de 60 

kDa en el espacio periplásmico que provee a la bacteria con una integridad semejante a la 

dada por el peptidoglicano; y, la proteína mayor de membrana externa (MOMP), esta proteína 

es mayormente expresada en la envoltura del CE y constituye aproximadamente el 60% de 

las proteínas de la membrana externa, tiene una función de porina, es glicosilada como 

proceso postraduccional y contiene epítopes antigénicos de superficie (Ostos y Mélida, 

2003). 
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La imagen 4 es una representación de la estructura de la membrana chlamydial, ilustra las 

membranas interna y externa, así como algunas proteínas como la MOMP y los 

lipopolisacáridos (LPS) de la membrana externa. 

Imagen 4. Estructura de la membrana de C. trachomatis 

 

Recuperado de: Ostos y Mélida (2003). 

La proteína MOMP está codificada en el gen omp1, el cual, según Sayada et al. (1992), 

codifica para cuatro dominios variables (DV) intercalados por cinco dominios constantes 

(DC) de la proteína mayor de membrana externa. Las diferencias que se dan en los DV son 

las responsables de la creación de los serotipos, mientras que los DC se han visto implicados 

en la respuesta de células T. 

El blanco molecular elegido para la detección de C. trachomatis es una secuencia que se 

encuentra dentro del DC IV, esto debido a que pertenece a la proteína mayormente expresada 

en la membrana del patógeno, además de ser una secuencia altamente conservada en los 

diferentes serotipos existentes de C. trachomatis. 

La imagen 5 contiene la secuencia del gen omp1 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. 
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Imagen 5. Secuencia de gen omp1 de C. trachomatis 

 

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

3.1. Diagnóstico actual de Mycoplasma hominis 

El diagnóstico actual de este agente, según Meseguer et al. (2012), está basado en el cultivo 

del microorganismo en medios específicos y en su detección por PCR, las pruebas 

serológicas no se aplican actualmente para el diagnóstico 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 útiles para 

diferenciar por morfología 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 días, 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 diagnóstico actual específico de este patógeno, según 

Rodríguez et al. (2012), son sus complicados requerimientos nutricionales y su marcada 

sensibilidad a cambios en sus condiciones de crecimiento como pH, temperatura, presión 

osmótica y presencia de agentes tensoactivos. 

A pesar de que el método de referencia para el diagnóstico de M. hominis sigue siendo el 

cultivo del microorganismo, ya se han desarrollado pruebas de PCR como la propuesta por 

Rodríguez et al. (2007) para identificar especies de micoplasmas y ureaplasmas en una PCR 

múltiple. 

3.2. Diagnóstico actual de Ureaplasma spp. 

El diagnóstico de las especies de Ureaplasma se hace actualmente por métodos 

convencionales como lo son los cultivos bacteriológicos y pruebas bioquímicas (Fernández 

et al., 2007). 

De acuerdo con Acosta et al. (2011) los caldos 10B de Shepard y urea- arginina pueden ser 

utilizados en el diagnóstico de Ureaplasma spp. y M. hominis, también existen medios 

comerciales; como el Mycotrim Triphasic®, que incluye un medio bifásico con agar 

diferencial A8 y 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 incubación específicas para Ureaplasma spp., de acuerdo con 

Acosta, et al. (2011), “los caldos se incuban a 37ºC en atmósfera aerobia. Las placas de agar 

deben incubarse en atmósfera suplementada con 5-10% de CO2 (utilizando sistema 

generador), ya que Ureaplasma spp. requiere CO2 para su crecimiento” (p. 503). 

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

múltiples en conjunto con especies de micoplasmas. 

3.3. Diagnóstico actual de Chlamydia trachomatis 

El diagnóstico de este agente es, definitivamente, el más complejo de los tres patógenos a los 

que va dirigido este proyecto. 

Según Van Der Pol y Unemo (2014), algunas de las técnicas de diagnóstico más utilizadas 

para este agente son la serología, inmunofluorescencia directa (IFD), enzimoinmunoanálisis 

de absorción en fase sólida (ELISA) y el cultivo celular. Según los mismos autores, las 

principales deficiencias de las técnicas como la serología, la IFD y el ELISA son la baja 

sensibilidad y especificidad, por ello, el cultivo celular se consideró como la prueba estándar 

para el diagnóstico 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 

conservación que limitan la utilización de esta prueba a los consultorios que colaboran con 

laboratorios más avanzados técnicamente” (p. 58). 

Para los cultivos celulares, Alonso et al. (2012) mencionan que las líneas más recomendadas 

para el diagnóstico de C. trachomatis son las HeLa 229 y McCoy, también hacen mención 

del uso de la técnica de hibridación de ácidos nucleicos, cuya sensibilidad y especificidad 

son comparables con las de técnicas de diagnóstico 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 están desplazando al cultivo celular como método de 

referencia, esto debido a la sensibilidad y especificidad que ofrecen, además de ser más 

prácticas en comparación con los cultivos celulares. 
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Capítulo 4: Diseño de la investigación 

Este proyecto de investigación comprendió dos fases, una fase in silico y una fase húmeda: 

a. Tipo de estudio: Fase in silico, bioinformático; fase húmeda, experimental.  

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

obtenidas de la base de datos del NCBI; fase húmeda, especímenes utilizados para la 

obtención de las secuencias blancos.  

c. Tamaño de la muestra: Fase in silico, 48 secuencias genéticas para gen OMP1, 14 

secuencias para el gen de la ureasa y una única secuencia para el gen P100 y para el 

gen constitutivo SDHA; fase húmeda, una única muestra por blanco molecular de 

exudado endocervical que cumpla con los criterios de selección, dando un total de 4 

muestras. 

d. Sede y lugar de estudio: Laboratorio de Infectología Molecular (LIM) ubicado en el 

edificio FCQ1 perteneciente al Depto. de Microbiología-FCQ, BUAP ubicado en 

Ciudad Universitaria, Puebla, Pue., México. 

e. Criterios de selección: Fase in silico, se incluyeron secuencias obtenidas de la base 

de datos del NCBI de los blancos moleculares para cada patógeno, se excluyeron 

todas las secuencias parciales y aquellas que no provenían del patógeno sino de 

plásmidos clonados o semejantes; fase húmeda, se incluyeron muestras de exudado 

endocervical previamente diagnosticadas como positivas para cada uno de los 

patógenos, recolectadas con citobrush, y transportadas en refrigeración, se excluyeron 

las muestras que no amplificaron para el control de técnica, muestras guardadas por 

más de 5 días sin refrigeración o algún otro método de conservación y muestras 

tomadas con hisopos de algodón o conservadas en medios que contengan rojo fenol. 

f. Recursos humanos: Titular de proyecto, e.Q.F.B. Martínez Hernández Ana Gabriela; 

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

g. Recursos financieros:  Financiamiento propio del LIM y aquellos provistos mediante 

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

4.1.1. Esquema general de trabajo. 

 

4.1.2. Descripción del esquema general de trabajo. 

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

continuación, se describe la metodología de cada una de estas. 

4.1.2.1. Fase in silico. 

1. Revisión bibliográfica para la selección de blancos moleculares: Los blancos 

moleculares deben ser secuencias altamente conservadas para garantizar que la 

prueba detecte a todas o la mayoría de las variantes de cada uno de los patógenos, 
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además se buscó un gen constitutivo que esté presente en las muestras clínicas y sirva 

como control positivo de técnica. 

2. Identificación 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 selección previamente 

mencionados y se realizaron alineamientos para cada patógeno con la herramienta 

Clustal Omega, esto con el objetivo de encontrar regiones conservadas de cada blanco 

molecular. 

3. Diseño de iniciadores para identificar cada blanco molecular en Oligo Explorer: 

Sobre las regiones conservadas encontradas en el punto anterior, se realizó el diseño 

de iniciadores específicos para cada uno de los patógenos a los que va dirigida la 

PCR, así como un par de iniciadores específicos para el gen constitutivo, en este paso 

se cuidó que las características fisicoquímicas de los cuatro pares de iniciadores sean 

aptas para su uso en una PCR múltiple. Los iniciadores diseñados para este fin se 

denominaron como “iniciadores de diagnóstico”. 

4.  Evaluación de especificidad de iniciadores en plataforma BLAST: Se analizó la 

especificidad con ayuda de la herramienta BLAST del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). En todos los análisis se evalúo el porcentaje de 

identidad hacia los patógenos 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 posición la secuencia. Otro factor que se 

evalúo fue el “E value”, el cual se cuidó que fuera lo más cercano a 0 posible. Después 

de verificar que estos factores sean aceptables se procedió a ver si los iniciadores 

hibridaban con alguna otra especie que pudiese causar un falso positivo, de ser así, se 

evaluó el alineamiento tomando en cuenta el “E value” y el número total de bases que 

hibridaban, así como si estas eran o no cercanas al extremo 3’, también se evaluó 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.  

5. Diseño de plásmido control en programa Snap Gene: La construcción del plásmido 

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

referencia la guía publicada por Bird y colaboradores en 2022. Este método se basa 
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en el uso de enzimas de restricción de tipo IIS para crear extremos cohesivos en las 

secuencias blanco de manera que cada unión es única, eliminando la posibilidad de 

ligar dos o más moléculas con la misma secuencia. La imagen 6 muestra, a manera 

de esquema, la base teórica de este método, para aplicarlo en este trabajo, también se 

diseñaron iniciadores con los adaptadores necesarios para llevarlo a cabo, a estos 

iniciadores se les nombró como “iniciadores de diseño”. 

Imagen 6. Base teórica del Golden Gate Cloning Method 

 

Las letras resaltadas en amarillo representan 6 bases nucleotídicas aleatorias que sirven para posicionamiento de la enzima. Las letras 
resaltadas en azul representan el sitio de reconocimiento de la enzima de restricción de tipo IIs, BsaI. 

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

comprendió definir las temperaturas y tiempos de cada paso del ciclo de 

amplificación y las especificaciones de la EGA, como porcentaje de agarosa y tiempo 

de corrimiento. 

4.1.2.2. Fase húmeda. 

1. Obtención de amplicones a partir de muestras clínicas diagnosticadas como positivas: 

A partir de las muestras que cumplieron los criterios de selección se hizo una PCR 

con los iniciadores correspondientes a cada patógeno 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 realizó previamente una 

extracción de ADN total con el kit DNeasy Blood & Tissue Kit Cat. No. 69504 de la 

casa comercial QIAGEN. 
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2. Construcción in vitro del plásmido 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 fusión (ABPF) para poder ser cortados los amplicones y 

posteriormente fundidos y clonados en el plásmido descrito anteriormente, esto se 

realizó mediante el Kit de clonación de productos duplicados mediante PCR 

CloneJET Cat. No. K1231 de la misma casa comercial. Como resultado de estas 

clonaciones se obtuvieron los plásmidos; 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 plásmidos se resguardaron mediante transformación bacteriana por 

choque térmico de Escherichia coli TOP10. Las colonias transformadas se 

caracterizaron por PCR con los iniciadores específicos para cada patógeno y los 

iniciadores que flanquean el sitio de clonación múltiple del plásmido de resguardo. 

Partiendo de los plásmidos individuales se amplificaron las secuencias diana de cada 

patógeno, los amplicones se extrajeron de un gel de ABPF para posteriormente 

someterse al protocolo de restricción/ligación del Golden Gate Cloning Method, con 

las enzimas ligasa T4 y la enzima de restricción de tipo IIs, BsaI. El inserto con los 4 

blancos unidos se obtuvo por PCR con los iniciadores S CPT y AS Urea tomando 

como muestra la reacción de restricción/ligación y posteriormente se clonó en  

pJET1.2/blunt y se resguardó en E. coli TOP10, a este plásmido con las cuatro 

secuencias diana resguardadas, se le nombró “pJET1.2-SOPU”, por las iniciales de 

cada blanco molecular. 

4.1.2.3. Estandarización. 

Una vez clonado el plásmido control, caracterizado y resguardado, se procedió a realizar la 

estandarización de la PCR, esto incluye los controles negativos cruzados entre los patógenos 

que considera la prueba y la obtención del límite de detección para cada uno de los blancos 

moleculares. 
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1. Evaluación 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 obtención 

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

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

Imagen 7. Controles de especificidad cruzada 

 

 

2. Determinación del límite de detección de la prueba en número de copias detectables: 

Se purificaron los cuatro amplicones por separado y se determinó su concentración 

por Nano Drop, posteriormente se preparó una solución de trabajo de 10 ng/µL de 

cada uno de los amplicones purificados y a partir de esta, se hicieron diluciones desde 

10-1 hasta 10-10 y se le realizó PCR a cada una. A la última dilución donde el amplicón 

fue detectable en la EGA se le calculó el número de copias contenidas con la 

calculadora en línea del Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT), esta ocupa la 

siguiente fórmula: 
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𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 =  
𝑋 𝑛𝑔 ∗ 6.0221𝑥1023 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝑜𝑙⁄

(𝑁 ∗ 660
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄ ) ∗ 1𝑥109 𝑛𝑔
𝑔⁄

 

Donde la “X” es la cantidad de amplicón purificado contenido en la dilución y la “N” es la 

longitud del fragmento purificado en pares de bases. 
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Capítulo 5: Resultados y discusión 

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 patógenos C. trachomatis, M. hominis 

y Ureaplasma spp., respectivamente. Se evaluaron estos blancos moleculares para el 

posterior diseño de iniciadores. 

5.1.1. Control positivo de técnica (CPT). 

Para la prueba diagnóstica es necesario tener un control positivo que valide que la ejecución 

de la técnica se llevó a cabo de manera correcta, para ello se debe elegir un gen constitutivo 

que esté presente en todas las muestras que se evalúen. En este caso se eligió el gen SDHA, 

el cual codifica para la flavoproteína A del complejo succinato deshidrogenasa, debido a su 

alta expresión en los tejidos cuyas células estarán presentes en las muestras clínicas, debido 

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

Imagen 8. Expresión del gen SDHA en diferentes órganos 

 

Recuperado de: The Human Protein Atlas (2023) 

5.1.2. Alineamientos de secuencias. 

Dado que el diagnóstico de los patógenos 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 logró 

identificar las regiones más conservadas de cada blanco molecular para que los iniciadores 

diseñados para su detección incluyan todos los serotipos. No así en el caso de M. hominis, 



27 | P á g i n a  
 

dado que en la base de datos del NCBI existe una única 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 números de acceso correspondientes a las serovariantes de 

cada patógeno. 

Para el análisis de Chlamydia trachomatis se alinearon 48 secuencias de OMP1 que 

incluyeron 3 secuencias por cada serovariante mencionada en el marco teórico excepto de las 

serovariantes A, Ba, y L3, ya que, en la base de datos del NCBI, solo existen dos secuencias 

que cumplen con los criterios de inclusión mencionados en el capítulo 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 resultó en un par de iniciadores con 2 bases degeneradas cada uno. 

5.1.3. Diseño de iniciadores. 

Las características fisicoquímicas de los iniciadores diseñados para el diagnóstico de cada 

patógeno se muestran en la tabla 2 y en lo sucesivo se llamarán “iniciadores de diagnóstico”. 

En su diseño se cuidó que la diferencia entre las temperaturas de alineamiento no fuera mayor 

a 3 °C y que la formación de estructuras secundarias como los autoplegamientos fuera nula 

o, en caso de haber alguna, que la diferencia entre la G de la estructura secundaria y la G 

del alineamiento del iniciador al blanco fuera igual o mayor a 25 kcal/mol; de esta manera 

son aceptables para su uso en el mismo protocolo de amplificación por PCR. Por último, los 

tamaños 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. 

 

 

 

 



28 | P á g i n a  
 

Tabla 2. Blancos moleculares para cada patógeno y características fisicoquímicas de 

los iniciadores. 

Patógeno Blanco 

molecular 

Iniciador Longitud 

(pb) 

Tm 

(° C) 

CG% G 

(kcal/m

ol) 

Tamaño 

de 

amplicón 

(pb) 

CPT (control 

positivo de 

técnica) 

Gen SDHA 

S 18 53.9 55.6% -31.6 

108 AS 
18 54.1 50.0% -32.4 

C. 

trachomatis 
Gen OMP1 

S 20 52.7 37.5% -34.2 
99 

AS 20 53.4 35.0% -34.1 

M. hominis Gen P100 
S 18 53.5 55.6% -31.4 

113 
AS 18 54.8 50.0% -32.5 

Ureaplasma 

spp. 

Gen de la 

ureasa 

S 18 53.7 44.4% -32.9 
110 AS 18 55.5 47.2% -32.8 

 

En los anexos del 2 al 5 se muestran las características fisicoquímicas de cada iniciador 

ampliamente descritas incluyendo la formación 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 análisis realizado con Oligo Analyzer que se presenta en el anexo 6, mostró 

la factibilidad de que los 8 iniciadores trabajen en una PCR múltiple puesto que la diferencia 

entre la G de la estructura secundaria y la G del alineamiento del iniciador al blanco fue 

≥ 25 kcal/mol. 

5.1.4. Análisis in silico de especificidad. 

Cada uno de los iniciadores se analizó 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 diseñados hacia los blancos moleculares 

(Anexo 7). 

5.2. Diseño in silico de plásmido control positivo 

La enzima elegida para el diseño del plásmido por el Golden Gate Cloning Method fue BsaI, 

la imagen 9 muestra de manera resumida el proceso del diseño in silico del plásmido 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 BsaI, para ello fue necesario diseñar los adaptadores 

para cada iniciador, en la tabla 3 se muestran los iniciadores ya con los adaptadores, a los 

cuales llamamos “iniciadores de diseño” que para diferenciarlos de los de diagnóstico se 

escriben con una letra D antes de S o AS, según sea iniciador sentido o antisentido. Las letras 

en color amarillo representan 6 bases aleatorias que no hibridan con la secuencia diana que 

servirán para el posicionamiento de la enzima, las letras resaltadas en morado corresponden 

al sitio de reconocimiento de la enzima BsaI y las letras resaltadas en azul corresponden a las 

últimas 6 bases del amplicón que se ligará en la posición anterior. 

Tabla 3. Secuencias de iniciadores de diseño 

Patógeno Secuencia Longitud 

(pb) 

Longitud de 

amplicón (pb) 

CPT S: Iniciador de diagnóstico  

120  DAS: 5’ – GCAGCAGGTCTC secuencia de iniciador 

de diagnóstico - 3’ 
30 

C. trachomatis DS: 5’ – GCAGCAGGTCTCTTCTGC secuencia de 

iniciador de diagnóstico -3’ 
38 

129 
 DAS: 5’ - GCAGCAGGTCTC secuencia de iniciador 

de diagnóstico - 3’ 
32 

M. hominis DS: 5’ - GCAGCAGGTCTCTGGTCT secuencia de 

iniciador de diagnóstico - 3’ 
36 

143 
 DAS: 5’ - GCAGCAGGTCTC secuencia de iniciador 

de diagnóstico - 3’ 
30 

Imagen 9. Esquema de diseño de plásmido control positivo 
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Ureaplasma 

spp. 

DS: 5’ - GCAGCAGGTCTCCAACAG secuencia de 

iniciador de diagnóstico - 3’ 
36 

128 
 AS: Iniciador de diagnóstico  

 

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

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

corresponden a las 6 últimas bases de cada amplicón, las bases escritas en letra morada 

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

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

Imagen 10. Representación de la restricción y ligación de fragmentos 1 y 2 
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Imagen 11. Representación de la restricción y ligación de fragmentos 2 y 3 

 

Imagen 12. Representación de la restricción y ligación de fragmentos 3 y 4 

 

Como se puede observar en las imágenes de la 10 a la 12, los extremos cohesivos resultantes 

de las restricciones con BsaI son específicos de cada unión, ya que dependen de los 

adaptadores que se colocaron en los iniciadores de diseño, esto permite que la unión de las 

secuencias se pueda llevar a cabo con una única enzima de restricción, además de que impide 

que se unan dos o más moléculas de la misma secuencia, facilitando en la parte experimental, 
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la caracterización de colonias transformadas. De igual manera se muestra en las mismas 

imágenes 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 restricción por BsaI. 

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

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

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

De esta manera, se cumple el segundo objetivo específico mencionado en capítulos 

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

bases que servirá como control positivo de la prueba. 

Imagen 13. Mapa del plásmido pJET1.2/blunt 

 

Imagen 14. Mapa del vector pJET1.2-SOPU 
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5.3. Obtención de secuencias diana 

Los amplicones para cada patógeno se obtuvieron por PCR empleando los iniciadores de 

diseño, en las imágenes 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 amplificó la secuencia de SDHA como CPT, que también se amplificó de 

ADN de células HeLa como muestra ajena a los patógenos. 

Imagen 15. Obtención de amplicón de Ureaplasma 

 

 

 

 

 

 

Imagen 16. Obtención de amplicón de M. hominis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 pb 

125 pb 

Carril 1                              Carril 2                                    Carril 3 

PCR de muestra positiva a Ureaplasma spp. con iniciadores de diseño.  Carriles: 1; MP 25 pb, 2; blanco 

ureasa (128 pb), 3; blanco sdha (120 pb). EGA al 2%. 

PCR de muestra positiva a M. hominis con iniciadores de diseño.  Carriles: 1; MP 100 pb, 3; blanco sdha 

(120 pb), 4; blanco p100 (143 pb). EGA al 2%. 

100 pb 

200 pb 

   Carril 1                                    Carril 3            Carril 4 
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Imagen 17. Obtención de amplicones de CPT y C. trachomatis 

 

 

 

 

 

 

 

La elección de estos blancos moleculares como posibles biomarcadores para la PCR múltiple 

representan varias ventajas en comparación a pruebas de PCR ya reportadas para los mismos 

patógenos, por ejemplo; los kits de diagnóstico por PCR para la detección de C. trachomatis 

están, en su mayoría, dirigidos a la detección del plásmido críptico, el cual, si bien, de acuerdo 

con López et al. (2018), está presente en un alto número de copias (10 copias/genoma aprox.), 

se ha reportado por los mismos autores que el 1% de las cepas carecen de este plásmido, 

aunado a que también se han reportado cepas que presentan deleciones en el plásmido, 

afectando así el diagnóstico por PCR, mientras que la secuencia codificante de la proteína 

MOMP es continuamente expresada durante todo el ciclo de vida del patógeno, por lo que 

está 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 diagnóstico de M. hominis, las pruebas PCR, como la desarrollada por Rodríguez 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 número 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, 

además, debido a que la proteína codificada en este gen participa en la adherencia del 

patógeno al tejido, está presente desde etapas tempranas de la infección, aunado a que es una 

secuencia altamente conservada; en el diagnóstico por PCR del género Ureaplasma, como la 

reportada nuevamente por Rodríguez 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 específicas de especie, es decir, que diferencian entre la especie 

100 pb 

200 pb 

Carril 1               Carril 2              Carril 3             Carril 4             Carril 5 

PCR de ADN de células HeLa y muestra positiva a C. trachomatis con iniciadores de diseño.  Carriles: 1; 

MP 100 pb, 2 y 3; blanco sdha (120 pb), 4 y 5; blanco omp1 (129 pb). EGA al 2%. 
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U. parvum y U. urealyticum, para objetivos de esta prueba diagnóstica, no es necesario 

diferenciar entre especies, debido a que clínicamente tienen las mismas complicaciones y se 

tratan con el mismo medicamento, razones por las cuales se eligió un blanco molecular 

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

Para la obtención de las secuencias diana se utilizaron los iniciadores de diseño, esto debido 

a que los amplicones producidos con estos iniciadores fueron posteriormente utilizados para 

la construcción del plásmido control. 

5.4. Construcción in vitro del plásmido control positivo y su caracterización 

Las imágenes 17 a la 19 muestran la caracterización por PCR de las colonias transformadas 

con los plásmidos pJET1.2-SDHA, pJET1.2-OMP1, pJET1.2-P100 y pJET1.2-Urea. 

Imagen 18. Caracterización de colonias transformadas con pJET1.2-SDHA y 

pJET1.2-OMP1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR de colonias candidato con iniciadores de diseño para cada blanco y del plásmido pJET1.2/blunt. 
A. Amplificaciones con iniciadores de diseño. 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 plásmido 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%. 

 

Carril 1  Carril 2   Carril 3     Carril 4   Carril 5    Carril 6  Carril 7  Carril 8  Carril 9   

100 pb 

200 pb 

A 

Carril 1        Carril 2        Carril 3          Carril 4         Carril 5  

50 pb 

100 pb 

150 pb 

200 pb 

250 pb 

B 
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Imagen 19. Caracterización de colonias transformadas con pJET1.2-Urea 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todas las colonias que fueron exitosamente caracterizadas fueron congeladas en medio con 

glicerol para su posterior uso en la construcción del plásmido control. Tener las secuencias 

resguardadas en plásmidos por separado permitió trabajar las muestras en diferentes tiempos 

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

La imagen 21 muestra la EGA en ABPF de la PCR que tiene como muestra la reacción de 

restricción/ligación que se describe en la metodología, esta se realizó utilizando los 

iniciadores S CPT y AS Urea.  

 

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 plásmido 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%. 

                                                 A                                                                                         B               

250 pb 

200 pb 200 pb 

150 pb 
150 pb 

100 pb 

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

100 pb 

150 pb 

200 pb 

250 pb 

Carril1    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%. 
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Imagen 21. Obtención de amplicón control generado por método Golden Gate 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el protocolo de restricción/ligación, la enzima deja extremos cohesivos compatibles 

únicamente como se explicó en el diseño in silico del plásmido control y en el mismo 

protocolo se ligan en un orden específico, por lo que la PCR con los iniciadores S CPT y AS 

Urea, si el diseño se llevó a cabo exitosamente, debe dar como resultado un único amplicón 

de 430 pb, como se puede observar en la imagen 21, este diseño se llevó a cabo de manera 

exitosa. Esta reacción de PCR es una modificación propia que se hizo al procedimiento 

descrito por Bird y colaboradores en el 2022, esta fue necesaria debido a que el plásmido 

utilizado, pJET 1.2/blunt, tiene un sitio de reconocimiento de la enzima BsaI en el gen de 

resistencia a ampicilina, por lo que, de ser sometido al protocolo de restricción ligación, se 

hubiera restringido. 

La imagen 22 muestra la caracterización por PCR de colonias transformadas con el plásmido 

control pJET1.2-SOPU. 

 

 

 

 

 

 

250 pb 

300 pb 

400 pb 

500 pb 

Evidencia de la unión de múltiples fragmentos a partir de reacción restricción/ligación (BsaI y ligasa T4). 
Carriles: 1; MP 50 pb, 2; PCR con iniciadores S CPT y AS Urea demostrando la unión sdha-omp1-p100-
ureasa (430 pb), 3; PCR con iniciadores S CPT y AS C. trachomatis para evaluación de orden de unión en el 
amplicón del carril 2 (207 pb). EGA en ABPF al 1%. 

         Carril 1                   Carril 2                       Carril 3 

200 pb 
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Imagen 22. Caracterización de colonias transformadas con pJET1.2-SOPU 

 

 

 

 

 

 

 

Para la caracterización de las colonias por PCR del plásmido 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, así como los 

iniciadores que flanquean el sitio de clonación múltiple del plásmido. La colonia 

exitosamente caracterizada fue congelada en caldo con glicerol para resguardar el plásmido 

control, a su vez está misma colonia se reprodujo en medio con ampicilina para caracterizar 

el plásmido por restricción enzimática y por PCR de cada uno de los blancos moleculares. 

Imagen 23. Caracterización de plásmido pJET1.2-SOPU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carril 1  Carril 2  Carril 3  Carril 4 

250 

500 

750 

1000 

1500 

2000 
2500 
3000 
3500 

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 plásmido pJET1.2/blunt (550 pb), 
4; candidato 2 con iniciadores S CPT y AS Urea, 5; candidato 2 con iniciadores de plásmido pJET1.2/blunt, 
6; candidato 3 con iniciadores S CPT y AS Urea, 7; candidato 3 con iniciadores de plásmido pJET1.2/blunt, 
8; candidato 4 con iniciadores S CPT y AS Urea, 9; candidato 4 con iniciadores de plásmido pJET1.2/blunt. 
EGA en gel al 1%. 

250 pb 

500 pb 

750 pb 

1000 pb 

Carril 1  Carril 2   Carril 3   Carril 4   Carril 5   Carril 6   Carril 7   Carril 8   Carril 9 

Carril 1 Carril 2   Carril 3    Carril 4    Carril 5 

50 pb 

100 pb 

150 pb 

                              A                                                                                          

                              B                                                                                       
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En la caracterización del plásmido por restricción enzimática se eligieron dos enzimas; una 

para liberar el fragmento, la cual fue BglII, debido a que su sitio de reconocimiento y corte 

está a ambos lados del sitio de clonación múltiple del plásmido 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 plásmido; la segunda enzima utilizada fue 

para linealizar el plásmido, esta fue BsaI, la cual nos da un único fragmento de 3404 pb, a su 

vez, con esta última restricción se comprobó que los sitios de reconocimiento de la enzima 

BsaI agregados como adaptadores a los iniciadores de diseño, son desechados en el protocolo 

de restricción/ligación. 

5.5. Estandarización de prueba PCR  

5.5.1. Pruebas de especificidad. 

Las pruebas de especificidad se fueron realizando a la par de la obtención de los amplicones 

para la construcción del plásmido control, las imágenes de la 24 a la 26 muestran los 

resultados de dichos controles.  

Imagen 24. Evaluación de especificidad de iniciadores de omp1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Restricción de plásmido pJET1.2-SOPU. Carriles: 1; plásmido sin restringir, 2; MP 1kb, 3; liberación de 
fragmento de interés con BglII (fragmento liberado de 481 pb y plásmido vacío de 2923 pb), 4; plásmido 
linealizado con BsaI (3404 pb). EGA en gel al 1.5%. B. PCR de plásmido pJET1.2-SOPU con iniciadores de 
diagnóstico. 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%. 

100 pb 

200 pb 

PCR con iniciadores de diseño. 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%. 

Carril 1    Carril 2   Carril 3  Carril 4    Carril 5    Carril 6 
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Imagen 25. Evaluación de especificidad de iniciadores de p100 

 

 

 

 

 

    

 

 

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

 

 

 

 

 

 

5.5.2. Obtención de los límites de detección. 

Los límites de detección se obtuvieron por cada amplicón por separado en unidades de 

“número de copias detectables”, las imágenes 27 a la 29 presentan las EGA de las PCR 

aplicadas a las diluciones como lo explica la metodología. 

Imagen 27. Determinación de límite de detección para sdha 

 

 

 

 

                                                A                                                                                                          B               

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 

50 pb 

100 pb 

150 pb 

                                          A                                                                                      B               

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

PCR con iniciadores de diseño. 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%. 

100 pb 

200 pb 

100 pb 

125 pb 

150 pb 

    Carril 1          Carril 2               Carril 3                 Carril 4           Carril 5 

PCR con iniciadores de diseño. 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%. 
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Imagen 28. Determinación de límite de detección para omp1 

 

 

 

 

 

 

Imagen 29. Determinación de límite de detección para gen de la ureasa 

 

 

 

 

 

 

Como se observa en las imágenes, en todas las EGA se corrió también un control negativo, 

la cual fue una PCR con los mismos iniciadores, pero como muestra se agregó agua grado 

biología molecular, de esta manera nos aseguramos de que no haya ninguna contaminación 

que pueda alterar los resultados.  

En el caso del gen SDHA, nuestro control positivo de técnica, la última dilución a la que fue 

visible el amplicón fue la dilución 10-8, para el gen OMP1, perteneciente a C. trachomatis, 

fue la dilución 10-7 y para el gen de la ureasa, perteneciente a Ureaplasma spp., fue la dilución 

10-8. La tabla 4 muestra los resultados de los límites de detección de los blancos moleculares 

en “número de copias detectables”. 

PCR de diluciones de amplicón con iniciadores de diagnóstico de sdha (108 pb). A. Carriles: 1; MP 50 pb, 
2; 10 ng/µL, 3; 10-1, 4; 10-2, 5; 10-3, 6; 10-4, 7; 10-5, 8; muestra de agua (control negativo). EGA en gel al 2%. 
B. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; 10-6, 3; 10-7, 4; 10-8, 5; 10-9, 6; 10-10, 7; muestra de agua (control negativo). EGA 
en gel al 2%. 

 

                                                A                                                                                                          B               

50 pb 

100 pb 

150 pb 

PCR de diluciones de amplicón con iniciadores de diagnóstico de ureasa (110 pb). A. Carriles: 1; MP 50 
pb, 2; 10 ng/µL, 3; 10-1, 4; 10-2, 5; 10-3, 6; 10-4, 7; 10-5, 8; muestra de agua (control negativo). EGA en gel al 
2%. B. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; 10-6, 3; 10-7, 4; 10-8, 5; 10-9, 6; 10-10, 7; muestra de agua (control negativo). 
EGA en gel al 2%. 

                                                A                                                                                                          B               

50 pb 

100 pb 

150 pb 

PCR de diluciones de amplicón con iniciadores de diagnóstico de omp1 (99 pb). A. Carriles: 1; MP 50 pb, 
2; 10 ng/µL, 3; 10-1, 4; 10-2, 5; 10-3, 6; 10-4, 7; 10-5, 8; muestra de agua (control negativo). EGA en gel al 2%. 
B. Carriles: 1; MP 50 pb, 2; 10-6, 3; 10-7, 4; 10-8, 5; 10-9, 6; 10-10, 7; muestra de agua (control negativo). EGA 
en gel al 2%. 

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 

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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Tabla 4. Límites de detección de cada blanco molecular 

Patógeno Blanco molecular Límite de detección (número de 

copias detectables) 

CPT SDHA 8.448x102 

C. trachomatis OMP1 9.216x103 

Ureaplasma spp. Gen de la ureasa 8.295x102 

 

En el caso del CPT, su límite de detección fue de 844.8 copias, por lo que sería efectivo 

incluso si la expresión del gen en el tejido no es muy alta, lo que da paso a probar la aplicación 

de esta prueba PCR en otras muestras clínicas; por su lado, el límite de detección para C. 

trachomatis fue de 9216 copias, el cual fue el más alto de la prueba, sin embargo, como se 

explica en el marco teórico, la dosis infectiva de este patógeno es de 100 000 IFU, por lo que 

el límite de detección es lo suficientemente eficiente para detectar al patógeno desde el inicio 

de la infección, lo cual permite también que la aplicación de esta prueba diagnóstica sea 

preventiva, es decir, que se aplique incluso sin presentar síntomas para una acción temprana; 

en el caso de Ureaplasma spp., su límite de detección 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 diagnóstico del patógeno desde el inicio de la infección. 

Es importante mencionar que los datos de límite de detección en número de copias pueden 

no ser equivalentes a los datos de sensibilidad, ya que esta última toma en cuenta los 

interferentes que puede haber en las muestras clínicas, por lo que estos datos pueden ser 

mayores, sin embargo, se debe tomar en cuenta que esta prueba está diseñada para su 

posterior ajuste a PCR múltiple en tiempo real, lo cual le brindaría aún mejor sensibilidad y 

límite de detección. 
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Conclusiones 

1. La identificación del gen SDHA en todas las muestras empleadas valida su uso como 

control positivo de técnica en muestras de exudado endocervical. 

2. Se demostró congruencia entre los resultados de las muestras clínicas previamente 

diagnosticadas con los resultados positivos de la aplicación de la PCR, con ello 

también se comprobó la utilidad de los iniciadores para la detección de los blancos 

moleculares elegidos. 

3. Se demostró de manera in silico y experimental, la especificidad de los iniciadores 

diseñados. 

4. La estrategia del Golden Gate Cloning Method fue eficiente para la unión de los 4 

blancos moleculares. 

5. Los resultados de la caracterización del pJET1.2.-SOPU son congruentes con lo 

diseñado in silico. 

6. El número de copias detectado para cada uno de los blancos moleculares es diez veces 

menos que la dosis infectiva requerida de cada patógeno. 
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Perspectivas 

1. Secuenciación del plásmido PJET1.2-SOPU para validar su uso como control 

positivo de la prueba. 

2. Evaluación de los controles faltantes de especificidad cruzada entre los patógenos de 

la prueba, además de controles negativos con patógenos que pudiesen estar presentes 

en las muestras clínicas. 

3. Límite de detección de gen P100 y determinación de sensibilidad de la prueba 

haciendo uso de muestras clínicas y corriendo cada resultado por triplicado. 

4. Ajuste a PCR múltiple en tiempo real, para lo cual es necesario el diseño de sondas 

específicas para cada blanco molecular. 

5. Proceso de validación de la prueba para poder aplicarla en el diagnóstico de estos 

patógenos. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Alineamientos con herramienta Clustal Omega 

Alineamiento del gen omp1 en C. trachomatis para iniciador positivo 
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 Alineamiento del gen omp1 en C. trachomatis para iniciador negativo 
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 Alineamiento del gen de la ureasa en Ureaplasma spp. 

 

Anexo 2. Características y propiedades fisicoquímicas de iniciadores para CPT

Oligo Explorer - 1.1.2        

30/03/2024 

 

Sequence 

 

Filename     : CPT SDHA.oep 

Length       : 749 bp 

Unresolved   : 0 bp 

GC %         : 43.1 % 

 

Upper primer 

5'-position  : 76 

Length       : 18 

Sequence     : 5´-

CGCTCCTACTGATGAGAC-3´ 

               3´-

CAGAGTAGTCATCCTCGC-5´ 

 

Tm (basic)   : 56.0 ºC 

Tm (salt)    : 56.1 ºC 

Tm (NN)      : 53.9 ºC 

 

GC %         : 55.6 % 

3´-tail GC % : 42.9 % 

dG           : -31.6 kcal/mol 

3´-tail dG   : -9.5 kCal/mol 

 

Lower primer 

5'-position  : 183 

Length       : 18 

Sequence     : 5´-

GCAGAAGCGTATGAAGAC-3´ 
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               3´-

CAGAAGTATGCGAAGACG-5´ 

 

Tm (basic)   : 54.0 ºC 

Tm (salt)    : 53.8 ºC 

Tm (NN)      : 54.1 ºC 

 

GC %         : 50.0 % 

3´-tail GC % : 42.9 % 

dG           : -32.4 kcal/mol 

3´-tail dG   : -10.0 kCal/mol 

 

Primer pair properties 

Length difference    : 0 

Tm (basic) difference: 2.0 °C 

Tm (salt) difference : 2.3 ºC 

Tm (NN) difference   : 0.2 °C 

GC % difference      : 5.6 % 

 

PCR product 

Position          : 76 - 183 

Length            : 108 bp 

GC%               : 40.7 % 

 

Tm(product)       : 70.4 ºC 

Tm(annealing)     : 50.6 ºC 

 

Upper primer self annealing: 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

     ||| :    : :::      

3'-CAGAGTAGTCATCCTCGC-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

Upper primer loops: 

5'-CGCTCCTAC  

     ||| :  ) 

3'-CAGAGTAGT  

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

Lower primer self annealing: 

  None! 

 

Lower primer loops: 

  None! 

 

Upper primer - Lower primer 

annealing: 

         5'-

CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

            |||| :: :             

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 

 

 

 

Anexo 3. Características y propiedades fisicoquímicas de iniciadores para C. trachomatis 

Oligo Explorer - 1.1.2        

26/01/2023 

 

Sequence 

 

Filename     : Untitled 

Length       : 1325 bp 

Unresolved   : 0 bp 

GC %         : 42.7 % 

 

Upper primer 

5'-position  : 897 

Length       : 20 

Sequence     : 5´-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3´ 

               3´-

AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5´ 

 

Tm (basic)   : 56.0 ºC 

Tm (salt)    : 54.3 ºC 

Tm (NN)      : 53.9 ºC 

 

GC %         : 40.0 % 

3´-tail GC % : 28.6 % 

dG           : -34.5 kcal/mol 

3´-tail dG   : -9.5 kCal/mol 

 

Lower primer 

5'-position  : 995 

Length       : 20 

Sequence     : 5´-

AGACCATTTAACTCCAATGT-3´ 

               3´-

TGTAACCTCAATTTACCAGA-5´ 

 

Tm (basic)   : 54.0 ºC 

Tm (salt)    : 52.3 ºC 

Tm (NN)      : 53.4 ºC 

 

GC %         : 35.0 % 

3´-tail GC % : 42.9 % 

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 ºC 

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 ºC 

Tm(annealing)     : 49.7 ºC 

 

Upper primer self annealing: 

   5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

      :   |||   :::   :       

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'    

       ||||  : :  ::::        

   3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

  5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

     :    : |||| :    :      

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'   

 dG: -1.64 kcal/mol 

 

Lower primer loops: 

5'-AGACCATTTAA  

       ||||   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' 

   ::   |||      :  :      

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5' 

 dG: -1.43 kcal/mol 

 

      5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-

3' 

                |||              

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'       

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

     5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-

3' 

               :    |||         

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'      

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

        5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

             |||     :             

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'         

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

 

Anexo 4. Características y propiedades fisicoquímicas de iniciadores para M. hominis 

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     : 5´-

CCCTCACACTCTATCAGG-3´ 

               3´-

GGACTATCTCACACTCCC-5´ 

 

Tm (basic)   : 56.0 ºC 

Tm (salt)    : 56.1 ºC 

Tm (NN)      : 53.5 ºC 

 

GC %         : 55.6 % 

3´-tail GC % : 42.9 % 

dG           : -31.4 kcal/mol 

3´-tail dG   : -10.6 kCal/mol 

 

Lower primer 

5'-position  : 6651 

Length       : 18 
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Sequence     : 5´-

CTGTTGGGTCTAATGCTG-3´ 

               3´-

GTCGTAATCTGGGTTGTC-5´ 

 

Tm (basic)   : 54.0 ºC 

Tm (salt)    : 53.8 ºC 

Tm (NN)      : 54.8 ºC 

 

GC %         : 50.0 % 

3´-tail GC % : 42.9 % 

dG           : -32.5 kcal/mol 

3´-tail dG   : -12.1 kCal/mol 

 

Primer pair properties 

Length difference    : 0 

Tm (basic) difference: 2.0 °C 

Tm (salt) difference : 2.3 ºC 

Tm (NN) difference   : 1.3 °C 

GC % difference      : 5.6 % 

 

PCR product 

Position          : 6539 - 

6651 

Length            : 113 bp 

GC%               : 39.8 % 

 

Tm(product)       : 70.3 ºC 

Tm(annealing)     : 50.5 ºC 

 

Upper primer self annealing: 

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3'  

    ||| : :   : : :::     

 3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -1.46 kcal/mol 

 

Upper primer loops: 

5'-CCCTCACAC  

    ||| : : T 

 3'-GGACTATC  

 dG: -1.34 kcal/mol 

 

Lower primer self annealing: 

  None! 

 

Lower primer loops: 

  None! 

 

Upper primer - Lower primer 

annealing: 

          5'-

CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

             |||                   

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'           

 dG: -2.93 kcal/mol 

 

 5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

      :       : : |||     

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3'               

                 |||                   

              3'-

GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

         5'-

CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

             ::  |||              

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'          

 dG: -0.08 kcal/mol 

 

 

Anexo 5. Características y propiedades fisicoquímicas de iniciadores para Ureaplasma spp. 

Oligo Explorer - 1.1.2        

14/02/2023 

 

Sequence 

 

Filename     : Untitled 

Length       : 5696 bp 

Unresolved   : 0 bp 

GC %         : 32.7 % 

 

Upper primer 

5'-position  : 4089 

Length       : 18 

Sequence     : 5´-

TAGCATGGCAGCGATTAC-3´ 

               3´-

CATTAGCGACGGTACGAT-5´ 

 

Tm (basic)   : 54.0 ºC 

Tm (salt)    : 53.8 ºC 

Tm (NN)      : 58.3 ºC 

 

GC %         : 50.0 % 

3´-tail GC % : 42.9 % 

dG           : -34.9 kcal/mol 

3´-tail dG   : -10.9 kCal/mol 

 

Lower primer 

5'-position  : 4198 

Length       : 18 

Sequence     : 5´-

ATCCCCCAGTTTCAACAC-3´ 
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               3´-

CACAACTTTGACCCCCTA-5´ 

 

Tm (basic)   : 54.0 ºC 

Tm (salt)    : 53.8 ºC 

Tm (NN)      : 58.1 ºC 

 

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 ºC 

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 ºC 

Tm(annealing)     : 50.6 ºC 

 

Upper primer self annealing: 

        5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-

3' 

           :  ||||  :            

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'         

 dG: -2.17 kcal/mol 

 

Upper primer loops: 

  None! 

 

Lower primer self annealing: 

5'-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3'       

           |||  :::            

      3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -0.07 kcal/mol 

 

Lower primer loops: 

  None! 

 

Upper primer - Lower primer 

annealing: 

     5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

         :   |||  :           

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'      

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

   5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :     : |||       

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

Anexo 6. Análisis fisicoquímico de estructuras secundarias formadas entre iniciadores

Oligo Analyzer - 1.0.2        

16/02/2023 

 

S CPT - AS CPT annealing: 

 

         5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-

3' 

            |||| :: :             

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'            

            : :  |||                

         3'-

AGTTATCTCCGTAGAAATCA-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

S CPT - S2 C. tra annealing: 

 

         5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-

3' 

               ||||               

3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5'        

 dG: -3.03 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'          

           :    ||| :             

       3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-
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5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'            

            : :  |||                

         3'-

AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

S CPT - AS C. tra annealing: 

 

  5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

                |||        

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5' 

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'          

          ::    |||               

       3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-

5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

S CPT - S M. hominis annealing: 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'        

           |||||                

       3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -3.39 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

   :           ||||      

3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -1.92 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'     

       |||  :   : :          

    3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -1.46 kcal/mol 

 

   5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

               ||| :        

3'-GGACTATCTCACACTCCC-5'    

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'           

               ||| :               

          3'-GGACTATCTCACACTCCC-

5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'         

           :     |||             

        3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'       

                |||            

      3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

S CPT - AS M. hominis annealing: 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'        

              :: ||||           

       3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -1.30 kcal/mol 

 

 

S CPT - S1 Urea annealing: 

 

     5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

         ||| : :              

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'      

 dG: -1.53 kcal/mol 

 

             5'-

CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

                 |||                  

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'              

 dG: -1.53 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'  

    :    : |||    :       

 3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

 5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

       :       |||  :     

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'  

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

          5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-

3' 

             :  : |||              

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'           

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S CPT - S2 Urea annealing: 

 

     5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

        |||| : :              

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'      

 dG: -5.14 kcal/mol 

 

             5'-

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' 

         ||| : :              

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'      

 dG: -1.53 kcal/mol 

 

       5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

          :   : ||||            

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'        

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'  

    :    : |||            

 3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

          5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-

3' 

             :  : |||              

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' 

          :   : ||||            

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'        

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'  

    :      |||            

 3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

          5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-

3' 

             :  : |||              

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'           

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S CPT - AS1 Urea annealing: 

 

 5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

     : :   ||||  :        

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'  

 dG: -1.68 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'      

         :  |||               

     3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'         

            :: ||| ::            

        3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

     5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

            :     |||         

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'      

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S CPT - AS2 Urea annealing: 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'      

         :  |||               

     3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'         

            :: ||| ::            

        3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

     5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

            :     |||         

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'      

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S CPT - AS3 Urea annealing: 

 

 5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

     : :   ||||  :        

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'  

 dG: -1.68 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'      
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         :  |||               

     3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'         

            :: ||| ::            

        3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'  

    :     :     |||       

 3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

     5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

            :     |||         

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'      

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S CPT - AS4 Urea annealing: 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'      

         :  |||               

     3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'         

            :: ||| ::            

        3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3'  

    :     :   : |||       

 3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

     5'-CGCTCCTACTGATGAGAC-3' 

            :     |||         

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' 

        ||| :: : :  ::      

3'-AGTTATCTCCGTAGAAATCA-5'  

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'            

            :    |||                

         3'-

AGTTATCTCCGTAGAAATCA-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

AS CPT - S2 C. tra annealing: 

 

         5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-

3' 

            |||                   

3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5'        

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

   5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

        ||| :: :    ::      

3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5'  

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'            

            :    |||                

         3'-

AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

AS CPT - AS C. tra annealing: 

 

   5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

         ::     |||         

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 

annealing: 

 

  5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

     |||  ::       ::      

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'   

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'     

        ||| :  ::            

    3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -1.53 kcal/mol 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'        

          :      ||||           

       3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -1.30 kcal/mol 

 

              5'-

GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

                  |||                  

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'               

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'  

    ||| :    :   :        

 3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

     5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

          |||  :    :         

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'      

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

AS CPT - S1 Urea annealing: 

 

  5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

               |||         

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'   

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'         

           |||                   

        3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

AS CPT - S2 Urea annealing: 

 

  5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

               |||         

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'   

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'         

           |||                   

        3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

AS CPT - S3 Urea annealing: 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'         

           |||                   

        3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

AS CPT - S4 Urea annealing: 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'         

           |||                   

        3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

AS CPT - AS1 Urea annealing: 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'        

              ||||              

       3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -2.26 kcal/mol 

 

  5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

     :  ||| :    : :       

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'   

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

 

AS CPT - AS2 Urea annealing: 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'        

              ||||              

       3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5' 

 dG: -2.26 kcal/mol 

 

        5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

            |||  :  :            

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'         

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

  5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

     :  ||| :    : :       

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'   

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

 

AS CPT - AS3 Urea annealing: 

 

5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3'        

              ||||              

       3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5' 
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 dG: -2.26 kcal/mol 

 

  5'-GCAGAAGCGTATGAAGAC-3' 

     :  ||| :    : :       

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' 

    : : ||| :: ::  : :     

3'-AGTTATCTCCGTAGGAATCA-5' 

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - AS C. tra annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'              

                  ||||                  

             3'-

TGTAACCTCAATTTACCAGA-5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

        5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-

3' 

             ||||    :             

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'         

 dG: -1.64 kcal/mol 

 

      5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

              : |||              

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'       

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

     5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

               :    |||         

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'      

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - S M. hominis 

annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'         

             |||                   

          3'-GGACTATCTCACACTCCC-

5' 

 dG: -1.46 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'    

                    |||       

     3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'              

                    |||                 

               3'-

GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

 5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

       : |||                

3'-GGACTATCTCACACTCCC-5'    

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'  

         |||         :      

   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' 

      :  : ||||    :       
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3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

     5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

               ||||             

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'        

 dG: -3.36 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'           

                  ||||               

            3'-

CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'  

        :  |||  : ::        

   3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

     |||      :  :  :      

 3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                  |||                    

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'                 

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - S2 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

      :  : ||||    :       

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

     5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

               ||||             

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'        

 dG: -3.36 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

     |||      :  :  :      

 3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                  |||                    

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'                 

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - S3 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

      :  : ||||    :       

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'           

                  ||||               

            3'-

CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'  

        :  |||  : ::        

   3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                 ||||                    

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'                 

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

     |||      :  :: :      

 3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - S4 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

      :  : ||||    :       

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                 ||||                    

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'                 

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 
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     |||      :  :: :      

 3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - AS1 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             3'-

CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -2.26 kcal/mol 

 

   5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

         |||   :    :         

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'      

 dG: -0.68 kcal/mol 

 

         5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                  |||               

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'            

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

        5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-

3' 

           |||   :                 

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'           

 dG: 0.27 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - AS2 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             3'-

CACAACTTTGTCCCCCTA-5' 

 dG: -2.26 kcal/mol 

 

   5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

         ||| : :    :         

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'      

 dG: -0.68 kcal/mol 

 

         5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                  |||               

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'            

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - AS3 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             3'-

CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: -2.26 kcal/mol 

 

   5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

         |||   :    :         

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'      

 dG: -0.68 kcal/mol 

 

         5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                : |||               

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'            

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

        5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-

3' 

           |||  ::                 

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'           

 dG: 0.27 kcal/mol 

 

 

S1 C. tra - AS4 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             3'-

CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -2.26 kcal/mol 

 

   5'-ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

         ||| : :    :         

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'      

 dG: -0.68 kcal/mol 

 

         5'-

ACTAAAGATGCCTCTATTGA-3' 

                : |||               

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'            

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - AS C. tra annealing: 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'              

                  ||||                  

             3'-

TGTAACCTCAATTTACCAGA-5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

   ::   |||      :  :      

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5' 

 dG: -1.43 kcal/mol 
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      5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

                |||              

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'       

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

     5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

               :    |||         

3'-TGTAACCTCAATTTACCAGA-5'      

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

        5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-

3' 

             |||     :             

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 

 

          5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

               : |||                 

3'-GGACTATCTCACACTCCC-5'             

 dG: -1.46 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'    

                    |||       

     3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'              

                    |||                 

               3'-

GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: -0.31 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'  

         |||         :      

   3'-GGACTATCTCACACTCCC-5' 

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - AS M. hominis 

annealing: 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'          

              :   |||               

           3'-

GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - S1 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

      :  : ||||    :       

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

     5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

               ||||             

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'        

 dG: -3.36 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'           

                  ||||               

            3'-

CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'  

           |||  : ::        

   3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     |||      :  :  :      

 3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

                  |||                    

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'                 

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - S2 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

      :  : ||||    :       

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

     5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

               ||||             

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'        

 dG: -3.36 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     |||      :  :  :      
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 3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

                  |||                    

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'                 

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - S3 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

      :  : ||||    :       

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'           

                  ||||               

            3'-

CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'  

           |||  : ::        

   3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

                 ||||                    

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'                 

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     |||      :  :: :      

 3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - S4 Urea annealing: 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

      :  : ||||    :       

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'   

 dG: -4.95 kcal/mol 

 

              5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

                 ||||                    

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'                 

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     |||      :  :: :      

 3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'  

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

  5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

     : :          |||        

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'     

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - AS1 Urea annealing: 

 

         5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

                 ||||               

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'            

 dG: -2.91 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             3'-

CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -2.26 kcal/mol 

 

        5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-

3' 

           |||  ::                 

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'           

 dG: 0.27 kcal/mol 

 

 

S2 C. tra - AS2 Urea annealing: 

 

         5'-

ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

                 ||||               

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'            

 dG: -2.91 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             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' 

                |||||               

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'            

 dG: -4.51 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             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' 

                |||||               

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'            

 dG: -4.51 kcal/mol 

 

      5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3' 

         :   |||| :              

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'         

 dG: -3.03 kcal/mol 

 

5'-ACTAAGGATGCCTCTATTGA-3'            

                 : ||||               

             3'-

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' 

         |||   :                 

3'-GGACTATCTCACACTCCC-5'         

 dG: 0.04 kcal/mol 

 

 

AS C. tra - AS M. hominis 

annealing: 

 

       5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-

3' 

          |||||    :              

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'          

 dG: -4.38 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

          :::   ||||       

  3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -3.76 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

     : ||||  :: : :  :     

 3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'  

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

        5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-

3' 

              |||                  

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'           

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

    5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

       :    :   |||            

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'       

 dG: -0.07 kcal/mol 

 

 

AS C. tra - S1 Urea annealing: 

 

       5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-

3' 

             ||||   :             

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'          

 dG: -3.29 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'  

        : ::    |||   :     

   3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'   

           :  :: : |||       

    3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'            

                  |||                 

             3'-

CATTAACGACGGTACGAT-5' 
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 dG: -0.21 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

        |||     :          

  3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'      

           ||| : :              

       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'            

                  |||                 

             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'            

                  |||                 

             3'-

CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

        |||     :  :       

  3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

    5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

          :      |||           

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'       

 dG: 0.27 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'      

           ||| : :              

       3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

 

AS C. tra - S4 Urea annealing: 

 

       5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-

3' 

             ||||   :             

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'          

 dG: -3.29 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'  

        : :     |||   :     

   3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'            

                  |||                 

             3'-

CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

    5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

          :      |||           

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'       

 dG: 0.27 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'      

           |||   :              

       3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.31 kcal/mol 

 

 

AS C. tra - AS1 Urea annealing: 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

         :  ||||      :    

  3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -1.68 kcal/mol 
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5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'               

                    |||                  

                3'-

CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -0.08 kcal/mol 

 

 

AS C. tra - AS2 Urea annealing: 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'               

                    |||                  

                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' 

         :  ||||  :   :    

  3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: -1.68 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'               

                    |||                  

                3'-

CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: -0.08 kcal/mol 

 

 

AS C. tra - AS4 Urea annealing: 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3'               

                    |||                  

                3'-

CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -0.08 kcal/mol 

 

5'-AGACCATTTAACTCCAATGT-3' 

         :  |||   :   :    

  3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -0.07 kcal/mol 

 

 

S M. hominis - AS M. hominis 

annealing: 

 

          5'-CCCTCACACTCTATCAGG-

3' 

             |||                   

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'           

 dG: -2.93 kcal/mol 

 

 5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

      :       : : |||     

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3'               

                 |||                   

              3'-

GTCGTAATCTGGGTTGTC-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

         5'-CCCTCACACTCTATCAGG-

3' 

             ::  |||              

3'-GTCGTAATCTGGGTTGTC-5'          

 dG: -0.08 kcal/mol 

 

 

S M. hominis - S1 Urea 

annealing: 

 

     5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

          ::  ::  |||         

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'      

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

S M. hominis - S2 Urea 

annealing: 

 

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3'          

               |||                

         3'-CATTAGCGACGGTACGAT-

5' 

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

     5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

        : ::  ::  |||         

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 

 



64 | P á g i n a  
 

 

S M. hominis - S4 Urea 

annealing: 

 

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3'          

               |||                

         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 - AS1 Urea 

annealing: 

 

 5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

       : : |||     :      

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' 

       : : |||  :  :      

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'  

 dG: 0.27 kcal/mol 

 

 

S M. hominis - AS4 Urea 

annealing: 

 

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3'      

            :  : ||||         

     3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -3.41 kcal/mol 

 

5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3'   

      :        :  |||      

  3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -1.46 kcal/mol 

 

   5'-CCCTCACACTCTATCAGG-3' 

           |||              

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'    

 dG: -0.08 kcal/mol 

 

 

AS M. hominis - S1 Urea 

annealing: 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'         

              : |||||            

        3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -5.44 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

    :  : : :   |||||     

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -4.96 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'      

        :    :  |||           

     3'-CATTAACGACGGTACGAT-5' 

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'          

             ||||                 

         3'-CATTAACGACGGTACGAT-

5' 

 dG: -1.17 kcal/mol 

 

 5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

       |||   : :          

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'  

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

       5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

          |||    :              

3'-CATTAACGACGGTACGAT-5'        

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

      5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

                  |||          

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' 

          |||    :              

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'        

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

      5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

                  |||          

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'       

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

AS M. hominis - S3 Urea 

annealing: 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'         

              : |||||            

        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' 

       |||   : :          

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'  

 dG: -0.69 kcal/mol 

 

       5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

          |||                   

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'        

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

      5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

                  |||          

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'       

 dG: 0.65 kcal/mol 

 

 

AS M. hominis - S4 Urea 

annealing: 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'         

              :  ||||            

        3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: -3.48 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'      

        :       |||           

     3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: -1.88 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'          

             ||||                 

         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 - AS1 Urea 

annealing: 

 

      5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

             ||||              

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'       

 dG: -4.88 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

    |||||   ::   :       

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

 

        5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

                |||              

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'         

 dG: -2.93 kcal/mol 

 

       5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

             : |||  :           

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'        

 dG: -2.93 kcal/mol 

 

         5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-

3' 

            |||  :: :             

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'          

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'       

         :   : :  |||          

      3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

 

AS M. hominis - AS2 Urea 

annealing: 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

    |||||   :    :       

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5' 

 dG: -3.99 kcal/mol 

 

        5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

                |||              

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' 

    |||||   ::   :       

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: -3.99 kcal/mol 

 

      5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

             |||               

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'       

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

         5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-

3' 

            |||  :: :             

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'          

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3'       

         :   : :  |||          

      3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5' 

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

 

AS M. hominis - AS4 Urea 

annealing: 

 

5'-CTGTTGGGTCTAATGCTG-3' 

    |||||   :    :       

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -3.99 kcal/mol 

 

 

S1 Urea - S2 Urea annealing: 

 

        5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3' 

           :  ||||  :            

3'-CATTAGCGACGGTACGAT-5'         

 dG: -2.17 kcal/mol 

 

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3'           

             : |||  :              

          3'-CATTAGCGACGGTACGAT-

5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

 

S1 Urea - S3 Urea annealing: 

 

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3'           

             : |||| :              

          3'-CATTAACGACGGTATGAT-

5' 

 dG: -2.16 kcal/mol 

 

        5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3' 

           :  |||   :            

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'         

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3'   

     : :          |||      

  3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 
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S1 Urea - S4 Urea annealing: 

 

        5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3' 

           :  |||   :            

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'         

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3'           

             : |||  :              

          3'-CATTAGCGACGGTATGAT-

5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3'   

     : :          |||      

  3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

S1 Urea - AS1 Urea annealing: 

 

     5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3' 

         :   |||  :           

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'      

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

 

S1 Urea - AS2 Urea annealing: 

 

 5'-TAGCATGGCAGCAATTAC-3' 

    :       |||           

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' 

           :  |||   :            

3'-CATTAACGACGGTATGAT-5'         

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3'           

             :  ||| :              

          3'-CATTAACGACGGTATGAT-

5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3'   

     : :          |||      

  3'-CATTAACGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

S2 Urea - S4 Urea annealing: 

 

        5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

           :  |||   :            

3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5'         

 dG: -0.22 kcal/mol 

 

5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3'   

     : :          |||      

  3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

S2 Urea - AS1 Urea annealing: 

 

     5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

         :   |||  :           

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'      

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

   5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :     : |||       

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S2 Urea - AS2 Urea annealing: 

 

 5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

    :       ||| :         

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

   5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :     : |||       

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' 

      : : :       |||       

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S2 Urea - AS4 Urea annealing: 

 

 5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

    :       |||           

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

   5'-TAGCATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :       |||       

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S3 Urea - S4 Urea annealing: 

 

5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3'           

             : |||  :              

          3'-CATTAGCGACGGTATGAT-

5' 

 dG: -0.21 kcal/mol 

 

5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3'   

     |||          :::      

  3'-CATTAGCGACGGTATGAT-5' 

 dG: 0.91 kcal/mol 

 

 

S3 Urea - AS1 Urea annealing: 

 

     5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3' 

         :   |||  :           

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'      

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

 

S3 Urea - AS2 Urea annealing: 

 

 5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3' 

    :  :    |||           

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

 

S3 Urea - AS3 Urea annealing: 

 

     5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3' 

         :   |||  :           

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'      

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

 

S3 Urea - AS4 Urea annealing: 

 

 5'-TAGTATGGCAGCAATTAC-3' 

    :  :    ||| :         

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

 

S4 Urea - AS1 Urea annealing: 

 

     5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

         :   |||  :           

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'      

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

   5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :     : |||       

3'-CACAACTTTGACCCCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S4 Urea - AS2 Urea annealing: 

 

 5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

    :  :    ||| :         

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

   5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :     : |||       

3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S4 Urea - AS3 Urea annealing: 

 

     5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

         :   |||  :           

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'      

 dG: -1.81 kcal/mol 

 

   5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :       |||       

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

S4 Urea - AS4 Urea annealing: 

 

 5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

    :  :    |||           

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'  

 dG: -0.34 kcal/mol 
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   5'-TAGTATGGCAGCGATTAC-3' 

      : : :       |||       

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'    

 dG: 0.16 kcal/mol 

 

 

AS1 Urea - AS2 Urea annealing: 

 

5'-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3'       

           :::  ||||           

      3'-CACAACTTTGTCCCCCTA-5' 

 dG: -2.03 kcal/mol 

 

   5'-ATCCCCCAGTTTCAACAC-3' 

       :    |||    :        

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' 

       :    |||    :        

3'-CACAACTTTGACCTCCTA-5'    

 dG: -0.34 kcal/mol 

 

 

AS2 Urea - AS4 Urea annealing: 

 

5'-ATCCCCCTGTTTCAACAC-3'       

          ::::  ||||           

      3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -2.03 kcal/mol 

 

 

AS3 Urea - AS4 Urea annealing: 

 

5'-ATCCTCCAGTTTCAACAC-3'       

           :::  ||||           

      3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5' 

 dG: -2.03 kcal/mol 

 

   5'-ATCCTCCAGTTTCAACAC-3' 

       :    |||    :        

3'-CACAACTTTGTCCTCCTA-5'    

 dG: -0.34 kcal/mol 
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Anexo 7. Análisis in silico de la especificidad de los iniciadores 

Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador  S CPT 

 

Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador AS CPT 
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Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador S C. TRA 

 

Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador AS C. TRA 
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Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador S M. HOMI 

 

Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador AS M. HOMI 
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Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador S UREA 

 

Resultados de análisis in silico de especificidad de iniciador AS UREA 
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