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RESUMOC (max 150 palavras)

A invengio descreve um método de amplificagfio de acido nucleico in vitro, utilizando

iniciadores de amplificagiio, em que se utiliza um par de iniciadores que compreendem sequéncias
oligonucleotidicas suficientemente complementares para uma parte da sequéncia de Repetigio
Directa de um microrganismo pertencente ao complexo de microrganismos de M. tuberculosis,
para que ocorra a hibridagdo com uma Repetigdo Directa e subsequentemente tenha lugar o

alongamento do iniciador hibridado, sendo esses iniciadores tais que o alongamento na
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RESUMD (continuagao) (57

reacgdo de amplificagdo ocorra com um iniciador no sentido de 5° € com o outro iniciador no
sentido de 3°. A invengido descreve também um método de detecgﬁo de um microrganismo
pertencente ao complexo de microrganismos de M. tuberculosis, o qual consiste em levar a
pratica o método de amplificagdo anteriormente referido, seguindo-se a realizagéo de um teste
de hibridagdo de uma forma conhecida per si, utilizando uma sonda oligonucleotidica que
seja suficientemente homoéloga com uma parte de um separador da Regido Directa de um
microrganismo pertencente ao complexo de M. Tuberculosis, para que ocorra a hibridagdo,
detectando-se todos os produtos hibridados de uma forma conhecida per si. Também sdo

divulgadas sondas particulares. A invengdo descreve ainda um método para diferenciar o tipo

NAO ESCREVER NAS ZONAS SOMBREADAS

de microrganismo pertencente ao complexo de M. fuberculosis numa amostra, o qual consiste
em levar i pratica o método de detecgo anterionuente referido, seguindo-se uma comparagao

entre o padrio de hibridagdo obtido e um padrédo de referéncia.
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Descrigio

“Deteccio e diferenciacio de bactérias do complexo de mycobacterium turbeculosis por

oligotipificagio da repeticio de variante directa”

INTRODUGCAO

A tuberculose é uma doenga infecciosa que mata anualmente mais pessoas do que
qualquer outra doenga infecciosa por si s0. A OMS presume que anualmente haja cerca de 10
milhdes de pessoas que contraem tuberculose ¢ que ha trés milhdes de pessoas que morTem €m
consequéncia desta doenga (37). Depois de um longo periodo de diminuigio lenta da incidéncia,
a tuberculose esta novamente a aumentar na maior parte dos paises ocidentais. Além disso, 0
aparecimento de estirpes de M. uberculosis multirresistentes aos farmacos € a contracgao de
tuberculose por individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia humana estio a piorar
a situagdo de forma dramatica (1, 2, 4,6,7,10,37).

| Um dos factores essenciais no combate a tuberculose € o diagnostico rapido da doenca
e a identificacdo das [ontes infecciosas. Comprovou-se ja que a tipificagdo das estirpes de M.
mberculosis era extremamente util nas investigagdes de surtos epidémicos (6, 14, 33) e tem estado
a ser aplicada a diversas questoes epidemioldgicas em muitos laboratorios. Tradicionalmente, 0
diagnostico laboratorial ¢ feito ao microscopio, criando em cultura os microrganismos,
fazendo testes na pele e por radiografia. [nfelizmente, estes métodos nem sempre s30 T1Zorosos
nem especificos ¢ s30 muito Morosos devido a lenta velocidade de crescimento de M. tuberculosis.
Assim sendo, foram desenvolvidas novas técnicas, {ais como a amplificagdo in vitro do ADN

de M. tuberculosis para se detectar rapidamente 0s microrganisinos em amostras clinicas (14).

A capacidade para diferenciar 0s isolados de M. tuberculosis por técnicas do ADN revolucionou
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o potencial para identificar as fontes mfecciosas ¢ para definir as vias principais de transmissao €
os factores de risco de contracgdo de tuberculose por infecgao (1,3-10, 14, 16, 19-22, 25, 20,
29-36). A utilizagdo de um sistema eficaz ¢ universal de tipificagdo vai permitir comparar
estirpes oriundas de zonaé geogréﬁcas diferentes e seguir o rasto de cada estirpe. Os dados
assim obtidos podem proporcionar um conhecimento importante e a identificagdo de estirpes
com problemas particulares, tais como uma infecciosidade elevada, alta viruléncia e/ou
multirresisténcia aos farmacos. A analise de um grande nimero de isolados pode levar a
obtencdo de respostas a perguntas persistentes relacionadas com a eficacia da vacinagdo com
o indculo de BCG e relativas a frequéncia de reactivagéo ou reinfecgao.

Uma vez que as bactérias complexas de M. fuberculosis constituem um grupo de bacténas
notavelmente homogéneas emn termos genéticos, foram estudados elementos de ADN repetitivos €
elementos transponiveis, associados aos rearranjos genéticos do ADN cromossomico, para a
diferenciagiio das estirpes de M. tuberculosis. Dois desses elementos sdo sequéncias de insergao ¢
os restantes sdo sequéncias de ADN repetitivas e curtas sem nenhuma fungdo ou fenotipo
conhecido.

O elemento mais vulgarmente utilizado para a diferenciagdo das estirpes € 0 156110, que €
uma sequéncia de insergdo de 1355 pb, micialmente identificado em M. mberculosis € para o
qual se verificou depois que se encontrava distribuido por todas as bactérias complexas de M.
berculosis, incluindo Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, M. microli € bovis
BCG (11, 14, 15). Os outros elementos para diferenciar potencialmente as estirpes de M.
uberculosis sio a Repetigio em tandem Polimorfica Principal (RTPP, o mesmo que MPTR),
a sequéncia Repetitiva rica em GC polimorfica (SRGP, o mesmo que PGRS) e a sequéncia

repetitiva directa (RD, o mesmo que DR) (15, 16, 20).
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A maior parte dos métodos descritos para a diferenciagdo das estirpes de M. tuberculosis
depende do chamado Polimorfismo do Comprimento do Fragmento de Restrigdo (PCFR, o
mesmo que RFLP), observado pela técnica das autorradiografias de Southern. Esta técnica
exige a purificagdo do ADN cromossomico retirado de bactérias de M. tuberculosis criadas
em cultura. Além disso, este método ndo ¢ adequado para a detecgdo de um grande nimero
de estirpes, isto é, as que contenham apenas umna copia de 1S6110 ou que ndo contenham
nenhuma copia de IS6110 (35) ao ser feita uma identificacdo de IS6110, uma vez que €
necessaria a presenga de multiplas unidades de 1S6110 para o PCFR. Virtualmente todas as
estirpes de M. bovis BCG ¢ também um grande numero de estirpes provenientes da india (35)
contém apenas uma unica copia de IS. No entanto, a maior parte das estirpes poderia ser
diferenciada fazendo identificagdes com a Repetigdo Directa de 36 pb ou com o elemento de
ADN repetitivo rico em GC polimortico. Foi conseguido um poder menos discnminativo com a
repetigdo polimorfica em andem e com o elemento de insergdo IS1081. Por outro lado, as
téenicas conhecidas de identificagdo sdo proibitivas em termos de custos, conhecimentos
técnicos e tempo necessario para se ter €xito (32). Assim sendo, este modo de “identificar
ADN?” néo pode ser vulgarmente praticado na maior parte dos laboratorios.

Embora tenham sido desenvolvidos métodos que assentam na reacgdo em cadeia com
polimerase (RCP) para aumentar a velocidade de identificagdo de M. tuberculosis, tais
métodos ainda exigem a purificagdo do ADN proveniente das c€lulas criadas em cultura ¢/ou
sio tecnicamente exigentes (12, 13, 23, 24, 27).

Groenen ef al., (12) descrevem um método de diferenciagdo de estirpes que tem por
base a natureza do polimorfismo do ADN no aglomerado da RD que possibilita a tipificagdo

de estirpes individuais de M. uberculosis numa anica RCP. O método descrito baseou-se na
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variagdo genética da regiﬁo da RD e no método de RCP foram utilizados os iniciadores SP24-
R (proveniente da regido 24 do separador) ¢ IS-L (proveniente da copia de 1S), com base na
sequéncia parcial pre\'/iamente definida da regido RD da estirpe BCG P3 de M. bovis (15). Os
tamanhos dos produtos amplificados variam aproximadamente entre 300 ¢ 550 pb. Utilizando
este método, concluiu-se que a estirpe 42 de M. bovis difere da estipe BCG P3 de M. bovis
pela auséncia de uma RVD discreta, designadamente a RVD 26. As estirpes H37Ra € H37Rv
de M. tuberculosis diferem da estirpe P3 pela auséncia de duas RVD contiguas discretas, a
saber 2 RVD 25 e a RVD 26. Os trés restantes isolados 1430 de M. tuberculosis em 31 sdo
diferentes da estipe de BCG P3 de M. bovis pela auséncia de um segmento de 262 pb de
ADN localizado directamente a esquerda da repeti¢do invertida de 1S6110 que compreende as
regives desde a RVD 27 até & RVD 29, 15 pb do separador anico na RVD 26 e 18 pb da RD
na RVD 30. No ensaio por RCP-RVD (o mesmo que DVR-PCR), utilizou-se o método
modificado de Jeffreys et al., 1991 (17). No método de Jeffreys ef al., designado por RCP-
RVM (0 mesmo que RVM-PCR), ou tipificagdo digital, tira-se partido de um polimorfismo,
que ocorre frequentemente, de um (nico par de bases na repetigio MS 32 minissatélite de 29 pb.
Na RCP-RVM sdo utilizados dois pares iniciadores, tais que cada um deles permite a
amplificagdo de multimeros de MS 32 em que qualquer um deles possui um residuo adenina

(A) ou um residuo guanina (G) no terminal 5. A separagdo, por electroforese, dos produtos

amplificados permite a leitura da sequéncia das RVM que contenham quer um residuo A quer

um residuo G na extremidade 5°. No método de RCP-RVD, o polimorfismo na regido de RD
compreende principalmente a presenga ou a auséncia das RVD que sdo constituidas, tal como
o minissatélite MS 32, por uma parte ndo varianie (RD) e por uma parte variante (a sequéncia

do separador). Modificou-se o método de RCP-RVM para permitir a amplificagdo selectiva

N



o

754

dos multimeros das RVD que continham um residuo A, C, G ou T na extremidade 5’ do
separador na jungdo com a RD. Para tal, foram preparadas 4 combinagdes de iniciadores para
comandar as quarto RCP especificas dos separadores. Cada combinagéo continha o iniciador
reverso 1S-L e qualquer dos quarto iniciadores baseados na sequéncia da RD. Estes quatro
iniciadores, designados por DRA-R, DRC-R, DRG-R e DRT-C, continham uma sequéncia de
19 residuos provenientes da sequéncia da RD conservada mais uma qualquer das quatro bases
do terminal 3°. O principio do método esta ilustrado na figura 3 da referéncia 12. Cada um
dos quatro iniciadores especificos da RVD da origem a uma cadeia de multimeros de RVD
que aumenta interiormente desde baixo até cima. Isto da origem a chamada sequéncia do
primeiro residuo separador ou sequéncia do PRS (o mesmo que FSR).

Apesar da excelente diferenciagdo que o método da RCP-RVD permite estabelecer
entre as quatro estirpes analisadas em (12) o método apresenta alguns inconvenientes. A técnica da
sequenciagdo do ADN na versdo adaptada, conforme descrito por Jeflreys et al., € extremamenie
dificil sob o ponto de vista técnico. Normalmente ndo ¢ possivel ler a cadeia muito bem e a
cadeia fica frequentemente incompleta, uma vez que os pequenos fragmentos sao amplificados
melhor do que os fragmentos de maiores dimensdes. Além disso, o teste nao pode ser executado
de uma forma pratica num laboratorio vulgar, por exemplo, num laboratorio hospitalar.
Assim sendo, em testes hospitalares praticos, ndo € possivel utilizar tal método. Para além
dos problemas de sequenciagio, também € necessario obter uma autorradiografia de Southern,
0 que ¢ muito trabalhoso. Entre os problemas praticos associados a técnica de hibridagdo a
Southern esta a natureza relativamente complexa do método que exige a execugdo de varios
passos durante varios dias e o periodo prolongado que decorre desse o isolamento do organismo

até se obter o resultado de tipificagio do ADN, essencialmente devido & criagdo dos organismos
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em cultura em meios liquidos, para a extracgdo do ADN. Um método rapido e simples de
tipificagdo das estirpes, com base na amplificagdo por RCP permitiria resolver o problema dos
atrasos na obtengdo de um resultado tipificador e proporcionar um ensaio relativamente simples
que poderia ser executado em muitos laboratorios. Para se dispor de ADN genomico, em
quantidade suficiente para efeitos de identificagdo, ¢ necessario criar o isolado em subcultura
durante 2 a 4 semanas apos a identificagio. Ao procurar estabelecer um surto epidémico,
especialmente no caso da tuberculose multirresistente aos farmacos (TBMRF), a rapida iden-
tificaglo das estirpes pode aumentar os esforgos de combate mediante a detecgdo e a interrupgao
das cadeias de transmissdo.

Na referéncia 27, Ross e Dwyer divulgam a utilizagio das extremidades da sequéncia
de inser¢do 1S6110 como iniciadores oligonucleotidicos, numa tentativa para amplificar o
ADN entre aglomerados deste elemento no genoma. Este teste baseia-se no pressuposto de
que a sequéncia de insergdo IS6110 esta presente em 1 a 19 c<3pia§ no genoma e esta localizada
em diferentes locais para diversas estirpes. Esses autores ilustram o facto de o método de
amplificagdo por RCP descrito ndo produzir nenhum produto nitido para as duas estirpes sem
a 1S6110, concluindo consequentemente pela inconveni€ncia deste método. Além do mais,
Ross e Dwyer concluem no seu artigo que a amplificagdo por RCP, utilizando as extmmidades da
sequéncia de insergdo 1S6110, originou bandas de diversas intensidades, ilustrando pois a
falta de fiabilidade nos resultados deste teste.

Na referéncia 13 esta descrita uma variante sobre a tipificagdo do PCFR (o mesmo que
RFLP), utilizando a reacgdo em cadeia com polimerase com um iniciador especifico para a
ISG110, em que se utiliza um segundo iniciador complementar para um ligador unido a0 ADN

genomico restringido. Numa das cadeias o ligador contém uracilo em vez de timidina ¢ a

/5
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amplificagio especifica ¢ conseguida por eliminagao da cadeia com uracil-N-glicosilase. Os
mesimos inconvenientes deste método podem ser também apontados ao método anterior de
RCP-RVD.

Na referéncia 25, Palittapongampim ef al. descrevem a utilizagdo da RCP com iniciadores
arbitrarios. Neste artigo afirma-se que os padrdes de associagao por RCP das estirpes H37Rv
e H37Ra sdo idénticos. Os autores concluiram que a RCP desencadeada arbitrariamente pode
distinguir estirpes de M. fuberculosis, embora a inaptiddo da RCPDA (o mesmo que APPCR)
para distinguir entre as estirpes H37Rv e H37RA demonstre a existéncia de uma limitagao da
RCPDA para estirpes mais alins.

A presente invengdo descreve um método para diferenciar microrganismos pertencentes
ao complexo de M. tuberculosis, através de um método bastante fiavel, rapido e simples. O
método pode ser praticado num laboratorio sem equipamento complexo e pode ser levado a
cabo por técnicos que ndo sejam especialistas em técnicas sofisticadas da biologia molecular.
Além disso, tal método ¢ adequado para detectar sinultaneamente M. tuberculosis directamente
em amostras clinicas e para tipificar (caracterizar) os microrganismos, sem que seja necessario
criar em cultura bactérias do complexo de M. ruberculosis de crescimento lento. Finalmente,
a0 contrario de outros métodos de diferenciagdo de M. uberculosis até agora utilizados, a
invengdo permite uma classificagiio facil e bastante fiavel de diferentes tipos de ADN, sem

que seja necessario recorrer a sofisticadas aplicagdes informaticas de processamento de imagens.

DESCRICAO MINUCIOSA DA INVENCAO
A invengdo baseia-se no polimorfismo do ADN existente num /ocus Cromossomico

{inico, a regido de “Repetigdo Directa” (RD), que apenas existe nas bactérias complexas de M.
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uberculosis. Este locus foi descoberto por Hermans ef al.,, (15), em M. hovis BCG, a estirpe
utilizada universalmente para vacinagdo contra a tuberculose. A regido de RD em M. bovis é
constituida por sequéncias de 36 pares de bases repetidas directamente, entre as quais sao
intercalados separadores de ADN ndo repetitivos, cada um deles com um comprimento de 35
a 41 pares de bases (15). Determinou-se que o niumero de copias da sequéncia de RD em M.
Tuberculosis era igual a 49. Noutras estirpes do complexo de M. muberculosis comprovou-se
que o numero de elementos de RD variava (15). A grande maioria das estirpes de M. tuberculosis
contém um ou varios elementos de 1S6110 na regido do genoma que contém a RD.

O estudo recente (12) anteriormente descrito demonstrou que a diversidade genética na
regido de RD ¢ gerada pela diferenga no nimero de copias de RD, sugerindo tal facto que a
recombinagdo homologa entre as sequéncias de RD possa ser eventualmente uma das
principais forgas responsaveis pelo polimorfismo do ADN associado a RD (12).

O elevado grau de polimorfismo do ADN numa parte relativamente pequena do
cromossoma faz com que esta regido seja particularmente adequada para a pratica da técnica
de identificagdo de vestigios a base da RCP.

A invengdo adiante descrita tem por base um método exclusivo de amplificagdo, efectuado
in vitro, de sequéncias de ADN dentro da regido de RD e a hibridagdo do ADN amplificado
com sequéncias curtas de ADN oligomérico de sintese, com base em sequéncias dos ADN do
separador exclusivo dentro da regido de RD (figura 2). Isto difere dos métodos anteriores de
RCP pelo facto de se utilizar um conjunto de inictadores em que ambos os iniciadores possuem
locais de iniciagdo miltiplos, em contraposi¢do a metodologia em que um dos iniciadores se
liga a um local de iniciagdo ﬁxo, tal como uma parte de 1S6110. Uma vez que as estirpes do

complexo de M. ruberculosis diferem entre si pela presenga destas sequéncias separadoras,
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entiio tais estirpes podem ser diferenciadas pelos diferentes padroes de hibridagéo com um

conjunto de diversas sequéncias de ADN separadoras.

Determinacio das sequéncias de ADN da regido de RD completa em M. tuberculosis.

A figura | representa a estrutura da regidio de RD de M. bovis BCG conforme determinada
anteriormente por Hermans ef al. ¢ Groenen ¢/ al. (12, 15). Por razdes de conveniéncia designa-
remos uma RD mais a sua sequéncia do separador adjacente em 3’ pela expressdo “repetigao
de variante directa” (RVD). Assim, a regido de RD ¢ constituida por um nimero discreto de
RVD em que cada uma destas ¢ constituida por uma parte constante (RD) e por uma parte
variavel (o separador).

A parte sequenciada da regido de RD em M. bovis BCG esta impressa a negro e ¢
constituida por 21 RVD, estando 7 localizadas para 5° do elemento 1S6110 e estando 14 RVD
para 3” do elemento 1S6110 (incluindo aquela em que esta localizado o elemento IS6110). A
parte ndo sequenciada esta representada a cinzento.

Para se determinar a sequéncia de mais separadores, realizou-se a sequenciagdo, na
presente invengdo, da sequéncia da regido cromossomica que contem toda a regido de RD de
M. tuberculosis H37Rv ¢ também as sequéncias que flanqueiam a regido de RD. Para o
efeito utilizou-se o cosmideo T211 (fornecido pelo Dr. Cole, Institut Pasteur, Paris), portador
de toda a regido de RD. Este cosmideo contém uma insergdo com cerca de 35 kb proveniente
da estirpe H37Rv de M. tuberculosis. Construiu-se um mapa fisico e localizoJLl-se o0 segmento
que conﬁéxn a regido de RD por hibridagdo a Southern. Procedeu-se a preparagdo de subclones e
sequenciou-se 0 ADN que flanqueia o elemento 156110 residente no agregado de RD. A

sequéncia obtida esta indicada na figura 3, sendo designada por sequéncia id. n° 1.



Conforme ilustrado esquematicamente na figura 1,0 niumero das RD na estirpe H37Rv
¢ de 41. Tal como anteriormente verificado em M. bovis BCG, mais uma vez se comprovou
que a seguir a cada DR estava interposta uma unica sequéncia separadora, com uin tamanho
variavel entre 29 e 41 pares de bases. As sequéncias de 13 RVD da estirpe H37Rv sdo idénticas
as sequéncias de 13 RVD na regido cromossomica homologa previamente sequenciada de M.
bovis BCG. Atribuiu-se as RVD da estirpe H37Hv a numeragdo desde 1 até 41, comegando a
contagem na RVD do terminal 5°. As RVD idénticas sao os separadores desde 12 a 32.

A invengio descreve um método de amplificagao de acido nucleico in vitro, utilizando
iniciadores de amplificagdo de um modo conhecido per si nas reacgoes de amplificagdo, tais
como RCP, RCL ou ‘NASBA’, em que se utiliza um par de iniciadores constituido por
sequéncias oligonucleotidicas suficientemente complementares para uma parte da sequéncia
de Repetigio Directa de um microrganismo pertencente ao complexo de microrganismos de
M. tuberculosis, para que ocorra a hibridagdo com uma Repetigio Directa para que subse-
quentemente tenha lugar ao alongamento do iniciador hibridado, sendo tais iniciadores tais
que o alongamento na reacgdo de amplificagéo ocorra, com um dos iniciadores, no sentido dec
5’ e ocorra, com 0 outro iniciador, no sentido de 3°. Devido a presenga multipla de repetigoes
directas nos microrganismos que se pretende detectar, a utilizagdo de tais iniciadores implica
que todas as regides separadoras sejam amplificadas de forma eficiente. Em particular, nfio €
necessario produzir sequéncias extremamente compridas com a finalidade de se obter a
amplificagdo dos separadores localizados a uma certa distancia do iniciador. Com a presente
selecgdo de iniciadores, obtém-se pares de um produto heterogéneo que compreende um
conjunto de fragmentos menores, possuindo todos eles acido nucleico da regido separadora.

Seguidamente, pode ocorrer a detecgdo do produto amplificado, utilizando simplesmente uma



sonda oligonucleotidica dirigida a uma ou a varias regides separadoras que se pretenda
detectar. Com a finalidade de se evitar a obstrugdo nas reacgdes de amplificagdo, os iniciadores
podem ter sequéncias oligonucleotidicas complementares de partes nio sobrepostas da sequéncia
de Repetigio Directa, de tal modo que os dois iniciadores, ao hibndarem com a mesma
Repetigdo Directa e ao ter lugar o seu alongamento, nao vao estorvar-se um ao outro. Em
particular, para se evitar qualquer obstrugao durante as reacgdes de alongamento, quando um
iniciador RDa (o mesmo que DRa) puder alongar-se no sentido de 5° ¢ o outro inilciador RDb
(0 mesmo que DRb) puder alongar-se no sentido de 3’, entdio 0 RDa ¢é escolhido por forma a
ser complementar para uma sequéncia da Repetigdo Directa localizada do lado de 5° da
sequéncia da Repetigdo Directa de que o iniciador RDb é complementar. Segundo um método de
acordo com a invengdo, o iniciador utilizado deve possuir uma sequéncia oligonucleotidica
capaz de hibridar com a sequéncia de consenso da Repetigdo Directa, de uma forma suficiente
para que a amplificagdo tenha lugar nas condi¢des da reacgdo de amplificagdo particular. Um
especialista no dominio das reacgdes de amplificagao nao tera dificuldade em determinar qual
o comprimento e qual o grau de homologia que sdo necessarios para que haja boas reacgoes
de amplificagio. A sequéncia de consenso da Repetigio Directa de microrganismos pertencentes
ao complexo de M. tuberculosis € a sequéncia id. n° 2 ilustrada na figura 1.

A presente invengdo também visa um método para a detecgdo de um microrganismo
pertencente ao complexo de microrganismos de M. tuberculosis, o qual compreende 0s passos
seguintes:

1) amplificar acido nucleico de uma amostra, em conformidade com o método descrito

supra, em qualquer dos casos divulgados, € depois



2) efectuar um teste de hibridagdo, de uma forma conhecida per si, em que o produto de
amplificagio é hibridado com uma sonda oligonucleotidica ou com um conjunto de sondas
oligonucleotidicas diferentes, sendo cada sonda oligonucleotidica suficientemente homologa
de uma parte de um separador da Regido Directa de um microrganismo pertencente ao
complexo de M. uberculosis, para que tenha lugar a hibridagdo do produto amplificado se tal
acido nucleico separador estiver presente na amostra antes da amplificagio, sendo o referido
passo de hibridagdo executado facultativamente sem uma anterior electroforese ou uma
separagdo do produto amplificado, e finalmente

3) detectar, de uma forma conhecida per si, todos os produtos hibridados.

O método de detec¢do de acordo com a invengdo pode ser praticado segundo um grande
namero de variantes que irio depender do objectivo do método de detecgdo. Por exemplo, o
método pode ser executado utilizando diversas sondas oligonucleotidicas no teste de hibridagao,
havendo no conjunto dessas sondas oligonucleotidicas algumas que sdo especificas para o
espectro total dos microrganismos que se pretenda detectar. Por exemplo, € possivel utilizar
sondas oligonucleotidicas de regides separadoras sobre as quais se sabe que existem em todos
os microrganismos pertencentes ao complexo de M. tuberculosis. A utilizagdo de uma dessas
sondas oligonucleotidicas ira ser suficiente para detectar se ocorreu uma infec¢do com um
microrganismos de M. fuberculosis. Também € possivel utilizar uma combinagdo de sondas
oligonucleotidicas especificas para determinados tipos de microrganismos do complexo de M.
uberculosis. Por exemplo, foram identificadas 13 regides separadoras da es:tirpe H37Rv de
M. tuberculosis que também existem nos microrganismos de M. bovis BCG. No entanto, ha
um grande niumero de separadores diferentes nos dois tipos de microrganismos. Assim sendo, €

possivel seleccionar combinagoes especificas de sondas oligonucleotidicas para estabelecer a



diferenciagdo entre as diversas cstirpes. Atendendo a que a maior parte das infecgdes de
tuberculose sdo infecgdes provocadas por microrganismos pertencente aos grupos de M.
tuberculosis, M. bovis e M. africanum, um método para a detecgdo de um microrganismo, de
acordo com a invengo, deve ser orientado preferencialmente para a detecgdo da presenga de
tais microrganismos. Foram ja determinadas as sequéncias separadoras da estirpe H37Rv de
M. tuberculosis e a sequéncia separadora de M. Bovis BCG. A estirpe H37Rv de M. tuberculosis
possui 41 sequéncias separadoras que sao apresentadas algures no texto com as designagdes
de sequéncias id. n® 3 a 43. As sequéncias separadoras de M. bovis BCG estdo descritas na
publicagdo (15) por Hermans ef al.. Na figura 2 da obra citada estdo descritas as repetigdes
directas 24 a 43 da estirpe 44 de M. bovis BCG que contém o 1S987. Também estdo ilustradas na
figura as sequéncias da reg_iﬁo se_paradora intermédia. Os dados sobre as sequéncias, indicados na
obra citada, constam do banco de dados ‘EMBL Genbank’ e dos bancos de dados ‘DDBJ
Nucleotids Sequence Databases’ com o numero de acesso X57835. As regides separadoras para
as quais se conclui que eram comuns a estirpe H37Rv de M. tuberculosis e ao microrganismo
M. bovis BCG sdo os separadores 20 a 32 da estirpe H37Rv de M. fuberculosis.

E possivel levar a cabo um método de acordo com a invengio, tal como descrito em
qualquer dos casos anteriores, utilizando uma sonda oligonucleotidica que seja uma sequéncia
complementar para qualquer das sequéncias separadoras da estirpe H37Rv de M. tuberculosis
ou para qualquer das sequéncias separadoras de M. bovis BCG ou que seja uma sequéncia
complementar para fragmentos ou derivados das referidas sequéncias separad‘oras, sendo tais
sondas oligonucleotidicas capazes de hibridar com um a tal sequéncia separadora e possuindo
pelo menos 7 nucleotidos consecutivos homologos de uma tal sequéncia separadora ¢/ou

manifestando uma homologia pelo menos igual a 60% e manifestando preferencialmente uma



homologia pelo menos igual a 80% com tal sequéncia separadora e possuindo um coin-
primento pelo menos de 7 nucledtidos. Em particular, no caso de se pretender detectar a presenga
quer da estirpe H37Rv de M. tuberculosis quer o microrganismos M. bovis BCG, € possivel
utilizar todas as sequéncias separadoras comuns para a preparagdo de uma sonda oligo-
nucleotidica adequada para a pratica de um método de acordo com a invengao.

A presente invengio também tem por objecto proporcionar um método para diferenciar o
tipo de microrgaﬁismos pertencentes ao complexo de M. fuberculosis numa amostra € em
particular tem por objecto proporcionar um método em que tal amostra é um espécime clinico.
O método pode ser praticado com uma amostra, sem que as células dessa amostra tenham de ser
criadas em cultura para a realizagdo da analise. Um tal método consiste em levar a pratica o
método de detecedo de acordo com a invengéo, conforme descrito supra, seguindo-se a com-
paragio entre o padriio de hibridagdo obtido € 0 modelo de referéncia. O modelo de referéncia
pode ser o padrdo de hibridagdo obtido com uma ou varias estirpes de microrganismos
pertencentes ao complexo de microrganismos de M. fuberculosis, de uma forma analoga a da
amostra. Uma outra possibilidade consiste em examinar o resultado em que o modelo de
referéncia ¢ uma fonte que permita obter uma listagem de sequéncias separadoras e as suas
fontes correspondentes, por exemplo, uma base de dados. Através da analise predeterminada
de uma tal base de dados e por selecgdo especifica das sondas oligonucleotidicas ¢ possivel
realizar um teste de diferenciagdo especificamente adequado para a estirpe ou estirpes de
microrganismos que se pretenda diferenciar. No exemplo ilustrativo da i;lvengﬁ<), foram
analisadas 77 amostras clinicas utilizando um grande nimero de sondas oligonucleotidicas ¢
apresenta-se uma ilustragdo dos tipos dos padrdes de hibridagdo que ¢ possivel obter com a

pratica de um método de acordo com a invengao. Devido a natureza especifica das regides



separadoras € a combinagio especifica das regioes separadoras em diversas estirpes, tais
regides separadoras sio especialinente adequadas para testes de diferenciagio. E por esse
motivo que tais sequéncias separadoras provenientes da matriz para concepgdo das sondas
oligonucleotidicas sio adequadas num método de detecgdo ou num método de diferenciagido
de acordo com a invengdo. Assim sendo, a invengdo também tem por objecto sondas oligo-
nucleotidicas que possuam pelo menos 7 nucledtidos e de preferéncia mais de 12 nucledtidos
e em particular possuam entre 12 e 40 nucleotidos, sendo tal conda suficientemente homologa
com qualquer das sequéncias separadoras seguintes: sequéncias separadoras 1-23 de M. bovis
BCG, sequéncias separadoras 44-49 de M. bovis BCG e regides separadoras 1-43 da estirpe
H37Rv de M. tuberculosis, com a excepgio das sequéncias da estipe H37Rv de M.
tuberculosis que sejam comuns ao microrganismos M. bovis BCG, isto € a com a excepgao de
todas as regides separadoras correspondentes aos nameros 20 - 32 de M. bovis BCG. Em
particular, estdo no ambito da presente invengdo as sequéncias id. n* 3 - 21 e 35 - 43. A invengdo
tfambém tem por objecto fragmentos ou derivados de tais sequéncias separadoras capazes de
hibridarem com uma dessas sequéncias separadoras, possuindo a referida sonda oligonucleotidica
um comprimento de 7 nucleotidos pelo menos e de preferéncia mais de 12 nucleotidos ¢
possuindo em particular entre 12 e 40 nucleotidos e dispondo pelo menos de 7 nucleotidos
consecutivos homoélogos de uma tal sequéncia separadora e/ou manifestando uma homologia
pelo menos de 60%, manifestando de preferéncia uma homologia pelo menos de 80% e
manifestando mais preferencialmente uma homologia pelo menos de 90% com a parte
correspondente da sequéncia separadora.

A invengdo também diz respeito a um veiculo que compreenda sondas oligonucleotidicas

em que haja pelo menos uma sonda oligonucleotidica que seja especifica para uma regiao
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separadora de um microrganismo do grupo pertencente ao complexo de M. tuberculosis. Em
particular, a invengo diz respeito a um veiculo que compreenda uma sonda oligonucleotidica
de acordo com a invengdo, conforme descrito supra.

A invengdo também tem por objecto um par de iniciadores em que 0s dois iniciadores
contém sequéncias oligonucleotidicas suficientemente complementares de uma parte da sequéncia
de Repetigdo Directa de um microrganismo pertencente ao complexo de microrganismos de
M. tuberculosis para que ocorra a hibridagio e subsequentemente tenha lugar o alongamento
do iniciador hibridado, sendo esses iniciadores tais que o alongamento na reacgdo de amplificagdo
ocotta com um iniciador no sentido de 5° € ocorra com outro iniciador no sentido de 3’ e em que a
expressdo ‘suficientemente complementar’ significa que essa sequéncia oligonucleotidica
possui pelo menos 7 nucleotidos coxlsequtivos homologos da sequéncia de Repetigdo Directa,
em particular a sequéncia de consenso de uma Repetigio Directa (sequéncia id. n° 2) e/ou
manifesta pelo menos uma homologia de 60%, de preferéncia manifeste pelo menos uma
homologia de 80% e mais preferencialmente manifeste uma homologia superior a 90% com a
parte correspondente da sequéncia de Repetigio Directa e tenha um comprimento de 7
nucledtidos pelo menos. Em particular, o par de iniciadores RDa e RDb descritos no exemplo
constitui um par de iniciadores adequado para a pratica da presente invengdo. Considera-se
abrangido no ambito da presente invengdo um par de iniciadores, do tipo descrito, constituido
por um iniciador RDa capaz de aumentar de comprimento no sentido de 5’ e pelo outro
iniciador RDb capaz de aumentar de comprimento no sentido de 3’, sendo o _RD‘a complementar
para uma sequéncia da Repeti¢do Directa localizada do lado de 5’ da sequéncia da Repetigdo
Directa para a qual o RDb seja complementar, estando a Repetigdo Directa presente na

Regido Directa de um microrganismo pertencente ao grupo do complexo de M. mberculosis.
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Também constitui um objecto da presente invengdo proporcionar um estojo para
exccutar um método para amplificar in vitro acido nucleico utilizando iniciadores de
amplificagdo de uma forma conhecida per si, em reacgdes de amplificagdo tais como RCP,
RCL ou ‘NASBA’, em que se utiliza um par de iniciadores que possuam sequéncias oligo-
nucleotidicas suficientemente complementares para uma parte da sequéncia de Repetigdo
Directa de um microrganismo pertence ao complexo de microrganismos de M. mberculosis para
que ocorra a hibridagao para uma Repeti¢ao Directa ¢ para que subsequentemente tenha lugar
o alongamento do iniciador hibridado, sendo esses iniciadores tais que o alongamento na
reac¢do de amplificagdo ocorra com um iniciador no sentido de 5° e com outro iniciador no
sentido de 3°. Um estojo deste tipo pode conter um par adequado de iniciadores, conforme
descrito ao abrigo da presente invengdo. O estojo da inveng&o também pode ser adequado
para levar a pratica um método de detecgdo de um microrganismo pertencente ao complexo
de microrganismos de M. fuberculosis, conforme descrito. Um tal estojo compreende um par
de iniciadores do tipo descrito para o método de amplificagio e uma sequéncia oligonucleotidica
do tipo descrito que seja suficientemente homologa para uma sequéncia separadora de uma
Regido Directa de um microrganismo pertencente a0 complexo de M. fuberculosis ou um
veiculo que compreenda tal sequéncia oligonucleotidica em qualquer dos casos divul rados na

descrigdo sobre detecgdo e diferenciagio.

EXEMPLO

Amplificacdo in vitro da regido que contém a RD em isolados clinicos de M. tberculosis

Amplificou-se a regido cromossomica de RD de 74 isolados clinicos diferentes de M.

tuberculosis, recorrendo a técnica de reacgdo em cadeia com polimerase (RCP), utilizando o



par de iniciadores RDa (com a sequéncia id. n® 50) ¢ RDb (com a sequéncia id. n° 51). Conforme
ilustrado na figura 4, obteve-se um produto de reacgdo a partir de todas as estirpes investigadas e
concluiu-se que o ADN amplificado era heterogeneo em termos dimensionais. Esta hetero-
geneidade era previsivel, uma vez que os iniciadores RDa ¢ RDb podem iniciar a RCP em
qualquer das RVD na regido de RD. Assim sendo, € de prever que cada RVD esteja presente
no produto amplificado por RCP. Em particular, obteém-se uma boa amplificagdo para regioes
separadoras nos terminais da Regido Directa comparativamente com a reacgao de amplificagdo

conthecida por RCP em que se utiliza como iniciador o 4cido nucleico do fragmento IS (15 € 34).

Hibridacdo da regido de RD amplificada, com sequéncias separadoras individuais da estirpe

H37Rv

Realizou-se a hibridagdo dos produtos obtidos por RCP a partir das 74 estirpes ante-
riormente enunciadas, com 47 sequéncias separadoras, as quais foram ligadas de forma covalente
a papel ‘Biodyne C’, conforme descrito (18). Uma vez que 0s produtos da RCP continham
um marcador biotinado, que tinha sido incorporado durante a RCP, foi possivel visualizar o ADN
hibridante, utilizando combinadamente um conjugado de peroxidase que continha estreptavidina e
um ensaio enzimatico. O resultado esta indicado na figura 5. O ADN amplificado da RVD
de todas as estirpes hibridou pelo menos com 9 dos 47 ol.igoﬁucleétidos. Consoante a combinagao
de oligonucledtido separadores que hibridam com o ADN amplificado por RCP, assim foram
distinguidos 39 “tipos de RVD” diferentes de M. tuberculosis. Estas experiéncia demonstra
que ¢ possivel tipificar por este método qualquer estirpe de M. tuberculosis, sem que seja
necessario separar por electroforese o ADN amplificado de M. muberculosis. As 74 estirpes

também foram tipificadas (caracterizadas) pelo método classico de identificagdo do IS6110,



conforme descrito (32), tendo sido distinguidos 66 tipos diferentes de 1S6110. Isto indica que
o nivel de diferenciagio da cstirpe, utilizando o método de identificagdo do IS6110, € ligeiramente
superior quando comparado com o método descrito na presente invengdo. Este método sera
designado por “oligotipificagio de RVD”. No entanto, o método de oligotipificagdo de RVD
é suficientemente especifico para permitir discernir um grande nimero de estirpes pertencentes a

um grupo como M. bovis BCG e as estirpes H37Rv e H37Ra de M. tuberculosis.

Especificidade do Método de oligotipificagao de RVD

Para se determinar se 0 método de amplificagio e de hibridagdo ¢ especifico para as
bactérias pertencentes ao complexo de M. wuberculosis, submeteu-se 40 amostras de ADN,
provenientes de uma grande variedade de espécies micobacterianas ¢ de outros géneros
bacterianos, ao método de oligotipificagdo de RVD. Ente os ADN estudados estavam os das
seguintes espécies bacterianas: I2. coli, Bordetella pertussis, Afipia felis, Rochalimea lenselae
e Mycobacterium avium. Em nenhum destes casos houve uma reacgdo detectavel de hibridagédo
positiva com nenhum dos oligonucleétidos separadores, 0 que ilustra consequentemente a

especificidade do método em causa.

Deteccdo de M. uberculosis em Espécimens clinicos por oligotipificagio de RVD

Testou-se a sensibilidade para se detectar M. uberculosis pelo método descrito supra,
efectuando uma oligotipificagdo de RVD com diversas quantidades de ADI\} Cromossomico
das estirpes H37Rv, M. bovis BCG e dois isolados clinicos de M. tuberculosis. A sensibilidade
para a detecgio de ADN de cada uma destas estirpes foi no minimo de 64 femtogramas (fg)

de ADN. Faz-se observar que 1 fg de ADN cromossomico corresponde aproximadamente a
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quantidade existente numa tnica bactéria e presuine-se que o método de oligotipificagio de
RVD permite a detecgdo e a tipificagdo simultaneas de ADN proveniente de uma unica bacténa.
Além disso, foram utilizadas amostras clinicas de saliva fornidas pelo Dr. A. Kolk
(Royal Tropical Insttitute, Amsterddo) que foram submetidas a uma oligotipificagao de RVD,
isto ¢, aos métodos de detecgdo e de diferenciagiio de acordo com a invengio. Todas as amostras
positivas em cultura foram positivas por oligotipificagdo de RVD e o tipo de RVD correspondeu
ao mesmo tipo ¢ foi determinado a partir de ADN purificado extraido de microrganismos de

M. tuberculosis criados em cultura a partir das correspondentes amostras de saliva.

Materiais ¢ Métodos

Determinagio da sequéncia de ADN da regiio de RD na estirpe H37Rv

O cosmideo T211, que contém um segmento intercalar de 35 kb portador da regido
completa de RD da estirpe H37Rv, foi fornecido pelo Dr. S. Cole (Institut Pasteur, Paris). Na
figura 6 esta indicado um mapa fisico do cosmideo T211. Efectuou-se a subclonagem de
fragmentos Mlul deste cosmideo em ADN do plasmideo pUCBM21 clivado com Mlul, dai
tendo resultado os plasmideos pPG11, pPG17 e pPG33 (figura 6). Estes trés ultimos plasmideos
foram utilizados para sequenciar a regido que contém a RD completa da estirpe H37Rv.
Efectuou-se a sequenciagio em conformidade com o método de Sanger e/ al. (28) de
terminagdo de cadeia didesoxi utilizando para tal um sequenciador de ADN de modelo 373A
(Applied Biosystems, Forest City, Cal., EUA) e procedendo em conformidade os protocolos

fornecidos pelo fabricante.

Extrac¢io de ADN de células micobacterianas

Purificou-se 0 ADN conforme anteriormente descrito (33).



Estirpes bacterianas utilizadas neste estudo

Utilizou-se a estirpe DH5a da lischerichia coli K12 (BRL, Maryland, EUA) como
hospedeiro para a propagagdo do plasmideo pUCBM21 e derivados. A estirpe P3 de M. hovis
BCG e a estirpe H37Rv de M. tuberculosis foram ja anteriormente descritas (12, 15). Todas

as outras estirpes bacterianas eram isolados clinicos que foram enviados para o RIVM.

Oligotipificagiio de RVD
Amplificagdo de ADN in vitro

Juntou-se 10 nanogramas de ADN purificado de M. fuberculosis a uma mistura que
continha 0,5 unidades de polimerase ‘Super Tth’ (HT Biotechnology, Cambridge, RU), 5 uL
de tampdo concentrado 10 vezes de ‘Super Rth’ (HT Biotechnology, Cambridge, RU), 20
nMol de cada DNTP ¢ 20 pMol de cada umn dos iniciadores RDa e RDb. Ajustou-se o
volume final para 50 uL e submeteu-se a mistura assim obtida a 30 ciclos de amplificagdo de

acordo com o esquema seguinte: | minuto a 96°C, 1 minuto a 55°C e 30 segundos a 72°C.

Hibridagfo reversa por transferéncia do padrdo linear

Foram utilizados oligonucledtidos com um grupo amino no terminal 5° que foram
ligados de forma covalente a uma membrana activada de ‘Biodyne C” (18, 38). A membrana
de ‘Biodyne C’ (Pall Biosupport, Glen Cove, NY, EUA) foi activada por incubagio durante 10
minutos em 10 mL de 1-etil-33-dimetilaminopropil)-carbodiimida a 16% (p/v) rccém-preparada.
Enxaguou-se a autorradiografia com agua e colocou-se imediatamente um minitransferidor
autorradiografico (Immunetics, ITK Diagnostics, Uithoorn, Holanda). Encheu-se cada fenda
do minitransferidor autorradiografico comn 150 uL de uma solugo oligonucleotidica 0,125 uM em

NaHCO; 500 mM a pH 84. Decorido 1 minuto de incubagdo a temperatura ambiente,




efectuou-se a remogdo das solugdes oligonucleotidicas por aspiragdo. Retirou-se o filtro do
minitransferidor autorradiografico, tratou-se com uma solugdo de NaOH de 100 mM durante
[0 minutos para inactivar a membrana e lavou-se com SSPE 2 x (NaCl 360 mM, NaH,PO,
20 mM, EDTA 2 mM a pH 7,2), enriquecido com DSS (o mesmo que SDS) a 0,1%, durante
5 minutos a 54°C. Montou-se o filtro no minitransferidor autorradiografico, de modo a que as
fendas ficassem perpendiculares ao padrio linear dos oligonucleotidos aplicados. Efectuou-se
o enchimento das fendas do minitransferidor autorradiografico com 150 pL de produtos da
RCP marcados com biotina, diluidos ¢ desnaturados termicamente (20 pL de produto da RCP
diluido em 130puL de SSPE 2 x contendo DSS a 0,1%) ¢ hibridou-se durante 45 minutos a
54°C. Depois de se ter esvaziado as fendas por aspiragéo, lavou-se o filtro com 150 mL de
SSPE 2 x e DSS a 0,5% durante 10 minutos a 54°C e realizou-se a incubagdo em 10 mL de
conjugado de espectravidina-peroxidase (Bochringer, Manheim) diluido a 1:400 em SSPE 2 x
contendo DSS a 0,5%, durante 30 minutos a 42°C. Lavou-se o filtro com 150 mL de SSPE 2x
contendo DSS a 0,5%, durante 10 minutos a 42°C, e enxaguou-se rapidamente a temperatura
ambiente com 150 pL de SSPE 2 x. Para a detecgdo quimioluminescente do ADN hibridante
realizou-se a incubagdo do filiro em 10 mL de liquido de detecgio ECL (Amersham’s
Hertogenbosh, Holanda) € colocou-se em presenga de uma pelicula de raios X durante 1 minuto

(Hyperfilm, Amersham).




Legenda da figura |

Estrutura da regido de RD de M. hovis BCG e da estirpe H37Rv de M. tuberculosis.
Os rectangulos indicam sequéncias de RD de 36 pb ente as quais estdo intercalados separadores
Gnicos com um tamanho variavel entre 29 e 41 pb. Esta indicado o local de insergdo do elemento
IS61 10 na regido de RD. Uma parte da regido de RD de M. hovis BCG ja tinha sido sequenciada
anteriormente (15), estando esta parte representada a negro. A parte nao sequenciada esta a
cinzento. Realizou-se a sequenciagio de toda a regido de RD da estirpe H37Rv, o que faz
parte da presente invengdo. Os espagos vazios na sequéncia da estirpe H37Rv indicam a

auséncia das RVD que estdo presentes em M. bovis BCG.

Legenda da figura 2

Principio da amplificagio de ADN in vitro dentro da regido de RD das bactérias do
complexo de M. tuberculosis. As unidades repetitivas dentro do agregado de RD sdo as
RVD. Cada RVD é constituida por uma sequéncia constante de 36 pares de bases, designada
por RD, e por uma parte variavel, designada por separador (respectivamente A, B, C e D). Estao
representadas quatro RVD sequenciais designadas por RVD-A, RVD-B, RVD-C e RVD-D.
A utilizagao dos dois iniciadores RDa ¢ RDb (setas a e b), que possuem sequéncias baseadas
na sequéncia da RD, para a amplificagdo do ADN in vitro, ird pennitir a amplifica¢do de

qualquer RVD ou de um segmento constituido por um namero discreto de RVD proximas.

Legenda da figura 3
Sequéncia nucleotidica da regido de RD na estirpe H37Rv de M. tuberculosis e regides
que flanqueiam a regido de RD. As sequéncias homologas da sequéncia de RD estdo sublinhadas

e as sequéncias utilizadas como oligonucledtidos na experiéncia estdo impressas a negrito.



— 7

L
e
e

24

Legenda da figura 4

Electroforese em gel do ADN de M. tuberculosis amplificado in vitro por RCP
utilizando os iniciadores RDa e RDb. Cada pista foi carregada com um quinto da quantidade
total de ADN amplificado proveniente dos diferentes isolados clinicos de M. wberculosis. A

quantidade utilizada de ADN para amplificagdo por RCP foi de 10 nanogramas.

Legenda da figura 5

Padrdes de hibridagao de produtos de RVD amplificados de 72 isolados diferentes de
M. tuberculosis e de 5 isolados diferentes de M. bovis BCG com 40 oligonucledtidos diferentes.
Os oligonucledtidos utilizados foram obtidos a partir das sequéncias separadoras 1 a 41, conforme
descrito em ‘Materiais e Métodos’. Foram utilizados os iniciadores RDa e RDb (ver a ligura
2) para desencadear a amplificagdo i vitro das RVD com a regido de RD.

Os oligonucleétidos separadores foram ligados de forma covalente a um filtro de ‘Biodyne
C’, segundo um padro de linhas paralelas, e a hibridagdo com ADN das RVD, amplificado
in vitro, foi realizada em canais paralelos perpendiculares ao padrao de oligonucleotidos sepa-
radores, conforme descrito em ‘Materiais e Métodos’. Estirpe 1: H37Rv; estirpe 41: H37Ra;
estirpes 44-46: diferentes isolados de M. bovis BCG; estirpe 77: estirpe P3 de M. bovis BCG;

todas as outras estirpes: isolados clinicos de M. tuberculosis.

Legenda da figura 6
Mapa de restrigio do segmento intercalar do cosmideo T211 que contém a regido
completa de RD da estirpe H37Rv; localizagdo dos fragmentos de Mlul subclonados dentro

dos plasmideos pPG17, pPG11 e pPG33.
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Oligonucledtidos utilizados para a oligotipificacio da RVD referidos na enumeracito das

sequéncias

Separador n":
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TTG TAC TGC AAC CCG GAA TTC TTG A

ATA GAG GGT CGC CGG TTC TGG ATC A
CCT CAT AAT TGG GCG ACA GCT TIT G

CCG TGC TTC CAG TGA TCG CCT TCT A

ACG TCA TAC GCC GAC CAA TCA TCA G
TTT TCT GAC CAC TTG TGC GGG ATT A

CGT CGT CAT TTC CGG CTT CAA TTT C

GAG GAG AGC GAG TAC TCG GGG CTG C
CGT GAA ACC GCC CCC AGC CTC GCC G

ACT CGG AAT CCC ATG TGC TGA CAG C
TCG ACA CCC GCT CTA GTT GAC TTC C

GTG AGC AAC GGC GGC GGC AAC CTG G
ATA TCT GCT GCC CGC CCG GGG AGA T
GAC CAT CATTGC CAT TCC CTC TCC C

GGT GTG ATG CGG ATG GTC GGC TCG G
CTT GAA TAA CGC GCA GTG AAT TTC G
CGA GTT CCC GTC AGC GTC GTA AAT C
GCG CCG GCC CGC GCG GAT GAC TCC G
CAT GGA CCC GGG CGA GCT GCA GAT G
TAA CTG GCT TGG CGC TGA TCC TGG T
ACC GCA GAC GGC ACG ATT GAG ACA A
AGC ATC GCT GAT GCG GTC CAG CTC G
CCG CCT GCT GGG TGA GAC GTG CTC G
GAT CAG CGA CCA CCG CAC CCT GTC A
CTT CAG CAC CAC CAT CAT CCG GCG C
GGA TTC GTG ATC TCT TCC CGC GGA T
TGC CCC GGC GTT TAG CGA TCA CAA C
AAA TAC AGG CTC CAC GAC ACG ACC A
GGT TGC CCC GCG CCC TTT TCC AGC C

TCA GAC AGG TTC GCG TCG ATC AAG T
GAC CAA ATA GGT ATC GGC GTG TTC A
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32

32 34 5 CGC GAA CTC GTC CAC AGT CCC CCT T 3
33 35 5°  CGT GGA TGG CGG ATG CGT TGT GCG C 3
34 36 5 GAC GAT GGC CAG TAA ATC GGC GTG G 3
35 37 A CGC CAT CTG TGC CTC ATA CAG GTC C 3
36 38 5" GGA GCT TTC CGG CTT CTA TCA GGT A 3
37 39 5 ATG GTG GGA CAT GGA CGA GCG CGA C 3
38 40 5 CGC AGA ATC GCA CCG GGT GCG GGA G 3
39 4] § ATA TCG CCC GCC ACA CCA CAGCCA C 3
40 42 5 CGC CGA TGA CAG CTA TGT CCG AGT G 3
41 43 5> TTC GCG CGG TGT TTC GGC CGT GCC C 3
Bl 44 5 TTG ACC TCG CCA GGA GAG AAG ATC A 3
B2 45 5 TCG ATG TCG ATG TCC CAA TCG TCG A 3
B3 46 § GAC ATG ACG GCG GT1G CCG CACTTG A 3
B4 47 5 AAG TCA CCT CGC CCA CAC CGT CGA A 3
BS 43 5 TCC GTA CGC TCG AAA CGC TTC CAA C 3
B6 49 5 CGA AAT CCA GCA CCA CAT CCG CAG C 3
DRa 50 5 CCG AGA GGG GAC GGA AAC 3

DRb 5] 5 GGT TTT GGG TCT GAC GAC ¥

Todas as sequéncias oligonucleotidicas foram obtidas a partir das sequéncias da regido de
RDn na estirpe H37Rv de M. tuberculosis, com a excepedo dos oligonucleotidos inpressos a
negrito. Estes foram obtidos a partir da sequéncia de M. hovis BCG (15). Os tenminais 5 dos
oligonucledtidos separadores foram ligados a um grupo amino para permitir uma ligagao
covalente as membranas de ‘Biodyne C’. Todos os oligonucleotidos foram fornecidos por

“Applied Biosystems Incorporated”, Perkin Elmer B.V., Gouda, Holanda.
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Reivindicagoes

Método para detectar um microrganismo pertencente ao complexo de microrganismos
de M. tuberculosis, o qual compreende os passos seguintes:

1) amplificar o 4acido nucleico de uma amostra, por meio de um método de amplificagéo
de acido nucleico in vifro, utilizando iniciadores de amplificagdo de uma forma conhecida
per si, em reacgdes de amplificagdo tais como RCP, RCL ou ‘NASBA’, em que se utiliza
um par de iniciadores que compreendem sequéncias oligonucleotidicas suficieniemente
complementares para uma parte da sequéncia de Repetigdo Directa de um microrganismo
pertencente ao complexo de microrganismos de M. mberculosis, para que ocorra a
hibridagdo com uma Repetigio Directa ¢ tenha lugar o subsequente alongamento do
iniciador hibridado, sendo os referidos iniciadores tais que o alongamento na reacgfo de
amplificagio ocorra com um iniciador no sentido de 5° e com o outro iniciador no
sentido de 3’, e depois

2) efectuar um teste de hibridagao de uma forma conhecida per si, em que o produto de
amplificagfio é hibridado com uma sonda oligonucleotidica ou com um conjunto de sondas
oligonucleotidicas diferentes, sendo cada sonda oligonucleotidica suficientemente homdloga
de uma parte de um separador da Regido Directa de um microrganismo pertencente ao
complexo de M. tuberculosis, para que tenha lugar a hibridagdo do produto amplificado
se tal acido nucleico separador estiver presente na amostra antes da am;;liﬁcag:?\o, sendo
o referido passo de hibridagdo executado facultativamente sem uma anterior
electroforese ou separagdo do produto amplificado, e finalmente

3) detectar, de uma forma conhecida per si, todos os produtos hibridados.




Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que os referidos iniciadores possuem
sequéncias oligonucleotidicas complementares de partes néo sobrepostas da sequéncia
de Repetigio Directa e sdo tais que as rcacgdes de alongamento a partir de cada iniciador
possam ter lugar sem estorvar o outro, quando os dois iniciadores hibridarem com a

mestma Repetigdo Directa e aumentarem de comprimento.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que um iniciador
RDa ¢é capaz de aumentar de comprimento no sentido de 5’ € o outro iniciador RDb é
capaz de aumentar de comprimento no sentido de 3’ e em que o RDa ¢ complementar
para uma sequéncia da Repetigdo Directa localizada do lado de 5° da sequéncia de

Repeti¢do Directa da qual o RDb € complementar.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que o micror-

ganismo ¢ seleccionado entre M. fuberculosis, M. bovis ou M. africanum.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que o iniciador
possui uma sequéncia oligonucleotidica capaz de hibridar com a sequéncia de consenso
(sequéncia id. n° 2 e figura 1) da Repetigdo Directa de um modo suficiente para que

tenha lugar a amplificagdo nas condigdes da reacgdo de amplificagdo particular.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que se utiliza o

par de iniciadores RDa com a sequéncia id. n° 50 ¢ RDb com a sequéncia id. n® 51.

2

(’,ﬁ

——
2

/

ot




10.

275
& B 3
3

Método de acordo con uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que o teste de
hibridagdo ¢ realizado utilizando um conjunto de sondas oligonucleotidicas, havendo

entre esse conjunto pelo menos diversas sondas oligonucleotidicas especificas para o

espectro total de microrganismos que se pretenda detectar.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que o micror-

ganismo pertence a um do grupos seguintes: M. fuberculosis, M. bovis e M. africanum.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que a sonda
oligonucleotidica tem um comprimento que € pelo menos de 7 nucledtidos e € uma
sequéncia complementar para uma sequéncia seleccionada entre quaisquer das sequéncias
separadoras 1 a 43 da estirpe H37Rv de M. tuberculosis ou para qualquer das sequéncias
separadoras 1 a 49 de M. hovis BCG, ou entdo ¢ uma sequéncia complementar para
fragmentos ou derivados das referidas sequéncias separadoras, sendo a referida sonda
oligonucleotidica capaz de hibridar com uma tal scquéncia separadora e compreendendo
pelo menos 7 nucledtidos consecutivos homélogos de tal sequéncia separadora e/ou
manifestando uma homologia pelo menos igual a 60% e de preferéncia manifestando
uma homologia pelo menos igual a 80% com tal sequéncia separadora, por exemplo,

qualquer das sequéncias id. n™ 3 a 49.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que a sonda
oligonucleotidica tem um comprimento que € pelo menos de 7 nucleotidos e ¢ uma

sequéncia complementar para uma sequéncia seleccionada entre todas as sequéncias
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12.

13.

separadoras comuns da estirpe H37Rv de M. mberculosis € de M. bovis BCG, isto €, as
sequéncias separadoras 20 a 32 ou as sequéncias id. n 22 a 34, ou entdo é uma sequéncia
complementar para os fragmentos ou derivados das referidas sequéncias separadoras,
sendo a referida sonda oligonucleotidica capaz de hibridar com uma tal sequéncia
scparadora ¢ compreendendo pelo menos 7 nucledtidos consecutivos homologos de tal
sequéncia separadora e/ou manifestando uma homologia pelo menos igual a 60% ¢ de

preferéncia manifestando uma homologia pelo menos igual a 80%.

Meétodo para diferenciar o tipo de microrganismos pertencentes ao complexo de M.
fuberculosis numa amostra, o qual consiste em exccutar o método de acordo com uma
qualquer das reivindicagdes anteriores, seguindo-se a comparagdo do padrio de

hibridagdo obtido com um padrio de referéncia.

Método para diferenciar o tipo de microrganismo pertencente ao complexo de M.
fuberculosis numa amostra, de acordo com a reivindicagdes 11, em que o padrdo de
referéncia ¢ o padrdo de hibridagdo obtido com uma ou varias estirpes conhecidas de
microrganismos pertencentes ao complexo de microrganismos de M. tuberculosis, de
um modo analogo.

Método para diferenciar o tipo de microrganismo pertencente ao complexo de M.
tuberculosis numa amostra, de acordo com a reivindicagdes 12, em que o padrdo de
referéncia é uma fonte que permite obter uma listagem de sequéncias separadoras € as

suas fontes, por exemplo, um banco de dados.




14. Estojo para levar a pratica um método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1

a 13, o qual contém um par de iniciadores ¢ uma sonda oligonucleotidica ou um veiculo,
em que os dois iniciadores possuem sequéncias oligonucleotidicas que tém pelo menos
7 nucleotidos e sdo sulicientemente complementares para uma parte da sequéncia de
Repetigdo Directa de uin microrganismo pertencente ao complexo de microrganismos
de M. tuberculosis, para que a hibridagio ocorra e subsequentemente tenha lugar o
alongamento do iniciador hibridado, sendo esses iniciadores tais que o alongamento na
reacgdo de amplificagdo ocorre com um iniciador no sentido de 5° ¢ em que a expressao
‘suficientementc complementar’ significa que a sequéncia oligonucleotidica refenda
possui pelo menos 7 nucledtidos homologos consecutivos para tal sequéncia de Repetigdo
Directa, em particular a scquéncia de consenso (sequéncia id. n° 2) ¢/ou manifesta uma
homologia pelo menos igual a 60%, de preferéncia manifesta uma homologia pelo
menos igual a 80% e mais preferencialmente manifesta uma homologia superior a 90%
com a parte correspondente da sequéncia de Repetigdo Directa, possuindo o referido
veiculo pelo menos uma sonda oligonucleotidica especifica para uma regido separadora
de um microrganismo do grupo pertencente ao corplexo de M. tuberculosis, sendo a
sonda oligonucleotidica de preferéncia, tal como definida, uma sonda oligonucleotidica
que possua pelo menos 7 nucleotidos e de preferéncia possua mais de 12 nucleotidos,
possuindo em particular entre 12 ¢ 40 nucledtidos, sendo essa sonda suficientemente
homéloga com qualquer das sequéncias separadoras a seguir indicadas (sequéncias id.
0= 1223 e 44 a49 de M. bovis BCG, sequéncias id. n* 35 a 43 da estirpe H37Rv de M.
tuberculosis, ou com os fragmentos ou os derivados de tais sequéncias separadoras, para

hibridar com uma dessas sequéncias separadoras, compreendendo a referida sonda
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oligonucleotidica pelo menos 7 nucledtidos consecutivos homologos com essa
sequéncia separadora e/ou manifestando um homologia pelo menos igual a 60%,
manifestando de preferéncia uma homologia pelo menos igual a 80% e mais prefe-
rencialmente manifestando uma homologia superior a 90% com a parte correspondente

da sequéncia separadora, por exemplo, qualquer das sequéncias id. n* 13 a21 e 35a43.

Estojo de acordo com a reivindicagdo 14, em que o referido par de iniciadores € consti-
tuido por um iniciador RDa capaz de aumentar de comprimento no sentido de 5’ e em
que o outro iniciador RDb é capaz der aumentar de comprimento no sentido de 3, sendo o
iniciador RDa complementar de uma sequéncia da Repetigdo Directa localizada do lado
de 5’ da sequéncia da Repetigdo Directa da qual o iniciador RDb ¢ complementar, estando a
Repetigdo Directa presente na Regido Directa de um microrganismo pertencente ao

grupo do complexo de M. tuberculosis.

Estojo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 14 ou 15, tendo o iniciador RDa

a sequéncia id. n° 50 e tendo o iniciador RDb a sequéncia id. n° 51.

Estojo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 14 a 16, contendo um conjunto

das referidas sondas oligonucleotidicas.
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Resumo

“Detecio e diferenciagiio de bactérias do complexo de mycobacterium turbeculosis por

oligotipificagiio da repeticiio de variante directa”

A invengdo descreve um método de amplificagdo de acido nucleico in vitro, utilizando
iniciadores de amplificagio, em que se utiliza um par de iniciadores que compreendem sequéncias
oligonucleotidicas suficientemente complementares para uma parte da sequéncia de Repetigao
Directa de um microrganismo pertencente ao complexo de microrganismos de M. fubcerculosis,
para que ocorra a hibridagdo com uma Repetigao Directa e subsequentemente tenha lugar o
alongamento do iniciador hibridado, sendo esses iniciadores tais que o alongamento na
reacgdo de amplificagio ocorra com um iniciador no sentido de 5’ e com o outro iniciador no
sentido de 3°. A invengdo descreve também um método de detecgio de um microrganismo
pertencente ao complexo de microrganismos de M. tuberculosis, o qual consiste em levar a
pratica o método de amplificagdo anteriormente referido, seguindo-se a realizagdo de um teste
de hibridagdo de uma forma conhecida per si, utilizando uma sonda oligonucleotidica que
seja suficientemente homologa com uma parte de um separador da Regido Directa de um
microrganismo pertencente ao complexo de M. Tuberculosis, para que ocorra a hibridag@o,
detectando-se todos os produtos hibridados de uma forma conhecida per si. Também sdo
divulgadas sondas particulares. A invengao descreve ainda um método para d'iferenciar o tipo
de microrganismo pertencente ao complexo de M. (uberculosis numa amostra, o qual consiste
em levar a pratica o método de detecgdo anteriormente referido, seguindo-se uma comparagao

entre o padrio de hibridagdo obtido € um padrdo de referéncia.
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ACGCGTATATCG&TTTCCTACACCAGGATTCACGAGGGCACGCAACGTTGGCGAGCGACCTCATGGAGGTATGGCGG
GCGCCGATCATCGATGACACCGTACTTCGATTGATCGCGGACGGTGTGGTCGACACCCGGGCTTTCAGCAAGAACTC
CGACACGGGGGCCGTCTTCGCGACACGGGAAGCCACACGATCCATCGCGFGCGCCTTTTGTAATCGAATCGCACGAA
CCGCCACCTACATCAAAGGCGATCCTTACCGATACACTTTTCAGTACGCCCTCGACTTGCAACTGCAAAGCTCGTGC
GTGTTATTCGAAGCCGGGGAACCCGTCGNGGTCGTCGATATCACCTCCGAGCCATCCGGAGCCTAAATGCCCACTCG
CAGCCGTGAGGAGTACTTCAATCTCCCGCTCAAAGTGGACGAGTCCAGCGGCACTATAGGCAAGATGTTCGTCCTCG
TAATATACGACATCAGCGACAACCGGCGGCGGGCTTCACTTGCGAAGATCCTGGCCGGGTTTGGCTATCGCGTCCAAG
AGTCCGCATTCGAAGCGATGCTGACGAAGGGCCAGCTCGCGAAACTAGTTGCACGTATCGACCGCTTCGCCATCGAC
TGCGACAACATCCGGATCTATAAGATAAGAGGTGTTGCGGCAGTTACGTTCTACGGAAGGGGACGGCTTGTCAGCGC
AGAGGAGTTTGTGTTCTTTTGACATCATCAGCAGGCATTGTTACCACACGCTGGACGAATTGTCCATAGA
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTTAAAACCGTGTTGTACTGCAACCCGGAATTCTTGAAC
GTCGTCAGACCCAAAACCCCCAGAGGGGACGCAAACCATAGAGGGTCGCCGGTTCTGGATCACGCTCCCCTAGTCGT

GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACG CTTTTTGCCTCATAATTGGGCGACAGCTTTTGACCAA

GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTCGCAAGCGCCGTGCTTCCAGTGATCGCCTTCTA
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACAACACCTCAGTAGCACGTCATACGCOGACCAATCATCAG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTTTTCTGACCACTTGTGCGGGATTAGCGGGCTTAG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACACCAATGCGTCGTCATTTCCGGCTTCAATTTCAGCCT
M'QAGACCQM.AAQCCQGAGAGEgacggmCCTGAGGAGAGCGAGTAC'I‘CGGGGC'IGCCGTCTGCGCTG

GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACGCGTGAAACCGCCCCCAGCCTCGCCGGGGCCGCCTAG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACACTCGGAATCCCATGTGCTGACAGCGGATTCGCAT

GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCGGGCAGCGTTCGACACCCGCTCTAGTTGACTTCCGG
CTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCAGGTGAGCAACGGCGGCGGCAACCTGGCGGCCACGGGTCG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACATGGGATATCTGCTGCCCGCCCGGGGAGATGCTGTCCGAG

GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTTCGTCGACCATCATTGCCATTCCCTCTCCCCACGT
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACCGGAAACTTGCGCCAACCCTTTCGGTGTGATGCGGATGGTCGGCTCGG
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Fig 42

GTCGTCAGACCC CCCCGAGAGGGGACGGAAACCTTGAATAACGCGCAGTGAATTTCGCGGA

TCAGACCC CCCCGAGAGGGGACGGAAACATTCGCACGAGTTCCCGTCAGCGTCGTAAATCSCCA

GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCCGGCAACAATCGCGCCGGCCCGCGCGGATGACTCCG

GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCGCATGGACCCGGGCGAGCTGCAGATGGTCCGGGAG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTGGATTGCGCTAACTGGCTTGGCGCTGATCCTGGTG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTTGGAGCGTGTCACCGCAGACGGCACGATTGAGACAA
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCCTCAGCTCAGCATCGCTGATGCGGTCCAGCTOGTCCGT
GTCCTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCCAACCTCACCGCCTGCTGGGTGAGACGTGCTCGCCACGA
GTCCTCAGACCCAAAACCC

TGAACCGCCCCG. .. .IS6110.. ..GACTCACCGGGGCGGTTCA

3816CCCCGAGAGGGGACGGAAACTCGGGGAGCCGATCAGCGACCACCGCACCCTGTCA

GTCCTNAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCTTCAGCACCACCATCATCCGGCGCCTCAGCTCAGCAT
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCCTTCGACGCCGGATTCGTGATCTCTTCCOGCGGATAG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTGCCCOGGCGTTTAGCGATCACAACACCAACTAATG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCAGCGAAATACAGGCTCCACGACACGACCACAACGC
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTCTTGACGATGCGGTTGCCCCGCGCCCTTTTCCAGES
GTCCTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACAGGTTCGCGTCAGACAGGTTCGCGTCGATCAAGTCCG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTTTATCACTCCCGACCAAATAGGTATCGGCGTGTTCAA
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACATTTTGAGCGOGAACTCGTCCACAGTCCCCCTTTCAG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACGCCCCGTGGATGGCGGATGCGTTGTGCGCGCAAGT
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCCGACGATGGCCAGTAAATCGGCGTGGGTAACCGATCCGG
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTAGTACGCCATCTGTGCCTCATACAGGTCCAGTGCCCT
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCTGACGGCACGGAGCTTTCCGGCTTCTATCAGGTA
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACCCTCATGGTGGGACATGGACGAGCGCGACTATCGGG
GTCGTCGGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACTGGACGCAGAATCGCACCGGGTGCGGGAGGTGCAGCA
GTCGTCAGACCCAAAACCCCGAGAGGGGACGGAAACGCATATCGCCCGCCACACCACAGCCACGCTACTGCTCCAT
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Fig 43

GICCTCAGACCC CCCCGAGAGGGGACGGAAACACACCGCCGATGACAGCTATGTCCGAGTGACATCCTCCCA

GTCGTCAGACC CCACGAGAGGGGACGGAAACTTGAACCGCCCTTCGCGCGGTGTTTCGGCCGTGCCCGA

GTCCTCAGACCC CCCGAGAGGGGACGG

TACGACGACTGGGTCGCCACCGCGTCTGTCGACCTNGCATTCAGGATGANCATGATGGCGGCGTTGACGGTGAGGAC
GTTTGGTCATGAAATGNNCNCCCCGGGAGATGTCCGGCGGGGTCGGTCGTGTTCGGGGTGTCGGTGTGGTGTTCAGT
CTGCCGTGACTTCGGCGATGGCGGTGCGGNTGGTGGATTCGTCGACGATGGCCTTNTCGGCGGCGAAGGCGGCGACE
AGGGCTTNCAGGGCGAGGTTGTTGACCGCGCGGGGGTAGCCCCGNCTGGTCTGGTGGATCAACCCGATGGCGTCGTC

GGAGAACAGGGCATCGTCGNGTCCGGCTANCTTNAGGTTGTTGCGTAGGTAGCTTCC
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