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“METODO E KIT PARA ANALISAR QUANTITATIVAMENTE UM
MICRORGANISMO POR MARCAGAO DE rRNA”
Campo Técnico

[001]A presente invencao refere-se a um método para quantificar ou detectar um

microrganismo, particularmente em um estado vivo, marcando o rRNA.
Antecedentes da Técnica

[002]Como método para quantificar um microrganismo, tem sido convencional e
principalmente usado um método que envolve cultivar um microrganismo em um
meio de selecao preliminarmente estimado e medir o nUmero de células microbianas
e um método que envolve cultivar um microrganismo em um meio de selecao liquido
e medir a densidade ou absorbancia optica. Os seguintes métodos foram também
usados na operacgao de identificacdo requerida de um microrganismo por detecgao
do microrganismo em um espécime, por exemplo, um método que envolve a identifi-
cacao deste através da observacdo morfolégica, coloragdo de Gram e caracteristi-
cas microbioldgicas tais demanda de oxigénio, propriedades assimiladoras de agu-
car e condicao de crescimento em um meio; um método envolvendo a determinacao
deste por homologia de DNA-DNA; e método de deteccdo que usa um anticorpo
monoclonal para um antigeno de superficie microbiana. Contudo, esses métodos
requerem tempo e habilidade e, portanto, tém sido um problema do ponto de vista
de rapidez e simplicidade.

[003]Nos anos recentes, métodos de amplificacao de genes incluindo um método
de PCR tém sido usados em uma extensa gama de areas como técnicas para detec-
tar tracos de acidos nucléicos. Esses métodos tém vantagens capazes de levar a
aceleracao e simplificacdo, sem incluir nenhum requisito obrigatério para cultivar o
microrganismo contido em um espécime e capacidade de manusear diretamente um
espécime como amostra. Assim, os métodos tém sido submetidos a investigacao de

aplicacao a quantificacao e detecgcao de um microrganismo.
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[004]Como exemplo onde o método de PCR tem sido aplicado a andlise de um
microrganismo, um método é conhecido por quantificar uma bactéria por um método
de PCR que usa o DNA total como uma sequéncia alvo e iniciadores universais (Do-
cumento de Patente 1). Métodos usando rDNA 16S como alvo tém sido também ob-
tidos. Exemplos conhecidos desses incluem um método para a andlise quantitativa
por um método de PCR que usa rDNA 16S como sequéncia alvo (Documento de
Patente 2), um método para analise de bactéria intestinal por um método de PCR
usando rDNA 16S como sequéncia alvo (Documento de Patente 3), e um método
para a deteccédo de linhagem bacteriana do género Lactobacillus, uma bactéria que
provoca turbidez na cerveja (Documento de Patente 4). Contudo, esses métodos
tém apresentado um problema, pois eles ndo podem ser usados como alternativas
para um método convencional que tenha sido convencionalmente empregado, por-
que a sensibilidade de deteccao nao é alcangcada na extensao obtida com o meio de
cultura. A titulo de exemplo, realizacdo do método para analise quantitativa como
descrito no Documento de Patente 2 requer uma grande quantidade de DNA molde
correspondente a uma contagem microbiana de 10%uL ou mais, o que torna o méto-
do impraticavel. A baixa sensibilidade de deteccao se deve provavelmente ao baixo
namero de cépias (quantidade de molde), do DNA total ou rDNA 16S fornecendo
como molde para a PCR no microrganismo. Ja que o DNA é conhecido por perma-
necer mesmo depois da morte de um microrganismo, esses métodos somente quan-
tificam e detectam microrganismos mortos e vivos juntos, o que também tem acarre-
tado problema para se quantificar e detectar precisamente um microrganismo em
estado vivo (Documento Nao Patentario 1).

[005]Como exemplos de aplicacdo de um método de PCR a analise de um mi-
crorganismo, foram também feitas tentativas para se realizar métodos que usam
mRNA como sequéncia alvo; exemplos conhecidos destes incluem analise quantita-

tiva de bactéria de acido lactico em fezes, empregando mRNA como sequéncia alvo
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(Documento Nao Patentario 2). Métodos para detectar células cancerosas sao tam-
bém conhecidos, os quais usam como sequéncias alvo mRNAs especificos para cé-
lulas cancerosas em espécimes (Documentos de Patente 5 e 6). Contudo, mesmo
esses métodos nao tém proporcionado sensibilidade de deteccdao na medida em que
eles pudessem substituir o0 método convencional como métodos de quantificagao.
Especificamente, o limite de deteccao da analise quantitativa como mostrado no Do-
cumento de Patente 2 é de somente 10%° ou mais células/g de fezes; o método de
analise nao foi capaz de ser usado como alternativa ao método de cultura convenci-
onal em vista da sensibilidade de deteccdo. Além disso, esses métodos alvejam
mRNAs de genes Unicos para 0s microrganismos, e tém sido inadequados para a
deteccdao em um espécime a ser testado contendo uma grande variedade de micror-
ganismos devido a problemas tais como desenho de iniciador complicado e especifi-
cidade reduzida.

[006]Por conseguinte, tem sido aguardado um método que proporcione sensibili-
dade de deteccdo do mesmo modo que os convencionais métodos de deteccéo,
sendo ao mesmo tempo um método rapido que use um método de PCR ou similares
€ que possa ainda quantificar e detectar precisamente um microrganismo no estado
vivo.

[007]Para aperfeicoar a sensibilidade, é possivel alterar o desenho de um alvo de
modo que o alvo possa estar presente de modo mais estavel ou em maior abundan-
cia nas células. Contudo, tal alvo estavel é provavelmente desfavoravel ao propésito
de detectar somente um microrganismo vivo, considerando que ele & suspeito de
permanecer muito tempo em uma célula morta deste. Assim, nao é facil obter simul-
taneamente a deteccdo de apenas células vivas e sensibilidade de detecgao sufici-
entemente alta.

[008]E também sabido que rRNA é responsavel por cerca de 85% do teor de RNA

em uma célula e tem varias multi-copias e que rRNA é estavel em comparacédo ao
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MRNA porque ele forma um complexo com proteina. Tem sido também relatado que
o rRNA ¢é detectado na ordem de 48 horas depois da morte microbiana (Documento
Nao Patentéario 3) e, portanto, tem sido crenca comum que ele seja inadequado para
a deteccao de um microrganismo em estado vivo (Documento Nao Patentario 1).

[009]Documento de Patente 1: Patente Publicada JP 2002-238585

[010]Documento de Patente 2: Patente Publicada JP 2003-259879

[011]Documento de Patente 3: Patente Publicada JP 2002-112485

[012]Documento de Patente 4: Patente Publicada JP 10-210980

[013]Documento de Patente 5: Patente Publicada JP 10-248600

[014]Documento de Patente 6: Publicacdo de Pedido Internacional WO 00/17395

[015]Documento Nao Patentario 1: J. Food Prot., vol. 67, N° 4: 823-832 (2004)

[016]Documento Nao Patentario 2: FEMS Microbiology Letters, vol. 231: 125-130
(2004)

[017]Documento Nao Patentario 3: Appl. Environ. Microbiol., vol. 64, N° 11: 4264-
4268 (1998)

[018]Um objetivo da presente invencao é proporcionar um método para analisar
quantitativamente um microrganismo, que pode atingir sensibilidade de deteccao até
0 ponto de ser capaz de substituir um método de cultura convencional e deteccao
mais precisa do microrganismo em um estado vivo.

Exposicao da Invengéo

[019]Como resultado de intensivos estudos, os presentes inventores constataram
que rRNA (i.e., 5S, 16S, e 23S nas bactérias, e 5S, 18S, 26S ou 28S nas células
eucaribticas), que acreditava-se ser inadequado para detectar um microrganismo
vivo em termos de estabilidade, pode ser inesperadamente usado como alvo para
quantificar e detectar precisamente o nimero de células microbianas em um estado
vivo sem incorporacao de suas células mortas e ainda que o uso de um método de

PCR na quantificacdo e deteccdo pode obter sensibilidade de deteccao ao ponto de
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ser capaz de substituir um método convencional, e a presente invencao foi deste
modo obtida.

[020]Assim, a presente invencao proporciona um método para quantificar um mi-
crorganismo de interesse, usando como indice a quantidade de rRNA do microrga-
nismo em um espécime a ser testado.

[021]A presente invencao proporciona também um método para detectar um mi-
crorganismo de interesse, usando como indice a presenca de rRNA do microrganis-
mo em um espécime a ser testado.

[022]A presente invencao proporciona também um fragmento de acido nucléico
usado no método acima, em que o fragmento é um fragmento de acido nucléico con-
tendo uma sequéncia de bases em uma das SEQ ID NOS: 2, 3 e 5 a 28 ou uma se-
quéncia de bases complementar as mesmas, ou um fragmento de &cido nucléico
contendo uma sequéncia de bases homéloga a estas e funcionalmente equivalente
a estas.

[023]A presente invencao proporciona um kit para realizar o método acima.

[024]0 método para deteccao que alveja o rRNA de acordo com a presente in-
vencao pode ser usado para obter alta sensibilidade de deteccdo em comparacéo
com o uso de um alvo convencional da presenca abundante do alvo enquanto tam-
bém detecta mais precisamente e quantificar um microrganismo em um estado séli-
do. Um método de PCR pode ser também usado na detecgao para atingir sensibili-
dade de deteccao ao ponto de ser capaz de substituir um método de cultura conven-
cional. Além disso, o método utilizando um método de PCR pode obter rapidez e
simplicidade acentuadas em comparacao com métodos convencionais tal como mé-
todo de cultura. Em outras palavras, o método da presente invencao pode ser usado
para obter simultaneamente alta sensibilidade de deteccéo, quantificacdo e/ou de-
teccao mais precisas de um organismo vivo, e rapidez e simplicidade. Assim, 0 mé-

todo da presente invencao pode ser usado em situacdes praticas onde sejam reque-
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ridas deteccao e/ou quantificacdo de um microrganismo, tal como analise da flora
intestinal e deteccao e/ou quantificacdo de um microrganismo que vive em um espé-
cime derivado de um alimento ou um organismo.

Breve Descricdo dos Desenhos

[025]A Figura 1 é um conjunto de graficos mostrando correlacdo entre o cresci-
mento de varios microrganismos e a quantidade de transcricdo de rRNA;

[026]A Figura 2 é um conjunto de graficos mostrando uma curva padrao obtida
por um método quantitativo de RT-PCR e comparacao da faixa de detecgcao entre o
método e um método quantitativo de PCR;

[027]A Figura 3 € um grafico que mostra a faixa de deteccédo de P. aeruginosa de
fezes humanas;

[028]A Figura 4 é um grafico que mostra a comparagao de valores quantitativos
para Enterobacteriaceae fecal quando determinados pelo método quantitativo RT-
PCR e pelo método de cultura;

[029]A Figura 5 é conjunto de graficos mostrando a sensibilidade de deteccao de
E. coli, S. aureus, e B. cereus do leite de vaca;

[030]A Figura 6 € um conjunto de graficos mostrando a sensibilidade de detecgao
de P. aeruginosa e S.aureus do sangue; e

[031]A Figura 7 é um gréafico que mostra a senibilidade de deteccao de E. coli de
um produto de leite fermentado.

Melhor Modo de Executar a Invengao

[032]0 método para quantificar ou detectar um microrganismo de interesse de
acordo com a presente invencao é caracterizado por usar como indice a abundéancia
ou presenca de rRNA do microrganismo em um espécime a ser testado.

[033]O rRNA de um microrganismo de interesse refere-se a um rRNA que um mi-
crorganismo a ser quantificado e detectado pode ter. Exemplos do rRNA incluem

rRNAs procariéticos 5S, 28S; os rRNAs 16, 23S, 18S e 26S sao particularmente pre-
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ferieis em que eles sao principalmente usado como indices confiaveis para classifi-
cacao microbiana corrente. O microrganismo de interesse refere-se a um microrga-
nismo a ser quantificado e detectado, e nao esta particularmente limitado. Exemplos
deste incluem microrganismos da familia Eterobacteriaceae e os géneros Entero-
coccus, Lactobacillus, Streptococcus, Stqaphyloccus, Veillonella, Pseudomonas,
Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Prevotella, Ruminococcus,
Fusobacterium, Propionibacterium, Peptostreptococcus, Vibrio, Bacillus, Campylo-
bacter, Acinetobacter, Lactococcus, Pediococcus, Weissella, Leuconostoc, Oe-
nococcus, Heliocobacter, Neisseria, Listeria, Haemophilus, Mycobacterium, Gardne-
rella, Legionella, Aeromonas, Moraxella e Candida, e microrganismos conforme des-
critos nas Tabelas 2 e 3 a serem mencionadas. O microrganismo de interesse de
acordo com a presente invencao € um conceito que inclui ndo somente microrga-
nismo de cepa, mas também um grupo, género e uma familia que sdo compostos de
uma populacéo de 2 cepas ou mais compartilhando certas propriedades.

[034]O espécime a ser testado refere-se um objeto que é para ser examinado
quanto a presenca, abundancia ou similares de um microrganismo. Exemplos do
espécime a ser testado incluem espécimes de origem bioldgica, tal como swab con-
juntival, calculo dental, placa dentéaria, esputo expectorado, swab da garganta, sali-
va, descarga nasal, lavem broncoalveolar, efusdo pleural, suco gastrico, lavagem
gastrica, urina, muco cervical, descarga vaginal, lesdo de pele, fezes, sangue, fluido
de ascite, tecido, fluido espinhal, fluido sinovial, e lavagem de leséo; e objetos po-
tencialmente contendo microrganismo, tais como alimento, medicamentos, cosméti-
cos, produtos processados intermediarios de alimento, medicamentos e cosméticos,
calco microbiano, plantas, solo, lama ativada, e agua de drenagem. A amostra de
um espécime a ser testado refere-se a uma amostra tirada ou preparada de um es-
pécime a ser testado, e ndo esta particularmente limitada desde que seja uma amos-

tra capaz de refletir a presenca ou abundancia de um microrganismo no espécime.
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Exemplos destas incluem uma mistura contendo nucleotideos e uma mistura con-
tendo RNAs contidos em um espécime a ser testado; a mistura preferida é a que
contém RNAs contidos em um espécime as ser tratado em vista do uso de um mé-
todo de PCR.

[035]A amostra de um espécime a ser testado pode ser propriamente obtida, por
exemplo, do todo ou de parte de um espécime a ser testado por um método conhe-
cido, se necessario, depois do pré-tratamento usando métodos de extracao, prepa-
racao e purificacao. A titulo de exemplo, a mistura que contém RNAs pode ser obti-
da, por exemplo, por extracdo universal usando um método universal tal como “um
método ultra-centrifugo com guanidina-cloreto de césio”, “método (AGPC) de guani-
dina acida-fenol-cloroférmio”, “um método de pérolas magnéticas” e “um método de
coluna de silica”, se necessario, depois do pré-tratamento empregando um método
conhecido tais como filtragdo, centrifugacdo e cromatografia; um kit comercial (por
exemplo, kit Qiagen RNeasy, Trizol) podem ser também usados para isto.

[036]A amostra de um espécime a ser testado usado é preferivelmente RNAs em
estado estabilizado em um microrganismo para impedir a decomposicao desta de
forma a manter a alta sensibilidade a detecgdo. A estabilizacdo pode ser efetuada
usando, por exemplo, um agente estabilizante comercial (por exemplo, RNAprotect
Bscterial Reagent, RNAlater). A estabilizagdo é preferivelmente realizada imediata-
mente depois de coletar o espécime para evita alteracao da quantidade de RNAs no
microrganismo.

[037]A quantificacdo de um microrganismo de interesse de acordo com a presen-
te invengao usa como indice a quantidade de rRNA do microrganismo em um espé-
cime a ser testado. Aqui, a quantidade de rRNA de um microrganismo de interesse
em um espécime a ser testado pode ser determinada, por exemplo, por (1) obter a
quantidade do produto amplificada por um método PCR usando fragmentos de acido

nucléico capazes de hibridizar especificamente para o rRNA do microrganismo de
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interesse e uma amostra do espécime, (2) obter a eficacia de hibridizacao entre os
fragmentos de acido nucléico capazes de especificamente hibridizar para o rRNA do
microrganismo de interesse e uma amostra do espécime, ou (3) usar um método
quantitativo empregando um outro método conhecido.

[038]Aqui, no caso (1) de usar um método PCR, “os fragmentos de acido nucléico
capazes de hibridizar especificamente para o rRNA de um microrganismo de inte-
resse” podem ser desenhados por comparacao da sequéncia de bases do microrga-
nismo com as sequéncias de bases de outros microrganismos para selecionar se-
quéncias especificas para rRNA, que o microrganismo de interesse pode ter. Aqui, a
sequéncia do rRNA que o microrganismo pode ter pode ser obtido, por exemplo, por
checagem contra uma base da dados (DDBJ, GenBank, etc.). Também, as sequén-
cias de bases podem ser alinhadas usando-se software (por exemplo, Clustal X) pa-
ra encontrar sequéncias especificas por método visual ou quaisquer outros métodos.
As sequéncias especificas para um microrganismo de interesse sao preferivelmente
selecionadas considerando-se a abrangéncia de escopo na qual o(s) microrganis-
mo(s) a ser(em) quantificado(s) esta(estao) incluido(s). Especificamente, por exem-
plo, se uma linhagem e para ser especificamente quantificada, as sequéncias espe-
cificas para a linhagem sao preferivelmente selecionadas; se um género é para ser
especificamente quantificado, as sequéncias especificas para o género sao preferi-
velmente selecionadas. A selecdo pode ser apropriadamente realizada usando-se
um método conhecido.

[039]Além das sequéncias assim desenhadas, os fragmentos de acido nucléico
capazes de hibridizarem para o rRNA do microrganismo de interesse podem ser,
cada, apropriadamente postulados se baseados em conhecimento técnico comum
conhecido; uma sequéncia de bases complementar a sequéncia de bases mencio-
nada acima, uma sequéncia de bases homoéloga a esta similarmente usavel para

quantificar um microrganismo de interesse, e similares podem ser também empre-
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gadas. Exemplos de da sequéncia de bases homdéloga incluem um fragmento de
acido nucléico contendo (a) a sequéncia de bases acima mencionada que ainda
contém substituicdo, adicdo ou delecao ou mais, preferivelmente de 1 a a 10 bases,
(b) uma sequéncia de bases tendo um identidade de sequéncia de 90% ou mais,
preferivelmente 95% ou mais, mais preferivelmente 99% ou mais com a sequéncia
de bases acima mencionada, ou (c) uma sequéncia de bases capaz de hibridizar
sob condicdes severas para um DNA contendo uma sequéncia de bases comple-
mentar a sequéncia de bases acima mencionada.

[040]O fragmento de &cido nucléico pode ser também uma parte de acido nucléi-
co a qual preferivelmente 100 bases, mais preferivelmente 20 bases, ainda mais pre-
ferivelmente 10 bases ou menos sdo adicionadas a ambas ou a uma extremidade,
preferivelmente a extremidade 5’, deste.

[041]O comprimento do fragmento de acido nucléico nao esta particularmente li-
mitado; contudo, o fragmento compreende preferivelmente de 5 a 50, mais preferi-
velmente de 12 a 35 bases.

[042]O fragmento de acido nucléico assim desenhado pode ser sintetizado artifi-
cialmente, em um sintetizador de DNA de acordo com a sequéncia de bases deste.
O fragmento é preferivelmente aquele cuja especificidade tenha sido verificada.
Aqui, a especificidade pode ser verificada, por exemplo, por confirmacao de que o
uso de rRNA de interesse como um molde proporciona o produto amplificado por
PCR especifica em comparacdo com um controle adequado.

[043]Exemplos do fragmento de &cido nucléico incluem fragmentos de acido nu-
cléico contendo as sequéncias de base descritas em SEQ ID NOS: 1 a 30 ou as se-
quéncias de bases complementares as mesmas, ou fragmentos de acido nucléico
que contém sequéncias de bases homélogas aos mesmos e funcionalmente equiva-
lentes aos mesmos. Aqui, exemplos dos fragmentos de acido nucléico que contém

sequéncias de bases homdlogas aos mesmos e funcionalmente equivalentes aos
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mesmos incluem fragmentos de acido nucléico como mostrados em (a) a (c) abaixo,
que podem ser usados para a quantificacdo e deteccao de rRNA de um microrga-
nismo de interesse.

(a)Um fragmento de acido nucléico contendo a sequéncia de bases repre-
sentada por uma de SEQ ID NOS: 1 a 30 ou uma sequéncia de bases complementar
a mesma, em que o fragmento contém delecéo, substituicdo ou adicdo de um ou
varias bases.

(b)Um fragmento de acido nucléico tendo uma identidade de sequéncia de
90% ou mais, preferivelmente 95% ou mais, mais preferivelmente 99% ou mais com
a sequéncia de bases representada por uma de SEQ ID NOS: 1 a 30 ou uma se-
quéncia de bases complementar a mesma.

(c)fragmento de acido nucléico contendo uma sequéncia de bases capaz de
hibridizar em condi¢des severas para DNA que contém a sequéncia de bases repre-
sentada por uma de SEQ ID NOS: 1 a 30 ou uma sequéncia de bases complementar
a esta.

[044]Aqui, a identidade das sequéncias de bases é calculada usando o programa
de busca de homologia GENETYX ®.

[045]“Condicbes severas” incluem, por exemplo, condicdes de manter, para hibri-
dizacdo a 42°C em uma solucao contendo formamida a 50%. 5 x SSS, 5 x solucao
de Denhardt, e 250 mg/ mL de DNA de esperma de salmé&o.

[046]O fragmento de acido nucléico usavel para quantificacdo e deteccao de
rBRNA de um microrganismo de interesse pode ser obtido, por exemplo, por realiza-
cao de um método PCR para selecionar um fragmento de acido nucléico que pro-
porciona um produto de amplificacdo quando o rRNA do microrganismo é usado
como um molde enquanto o produto ndo é proporcionado quando um outro alvo, por
exemplo, rRNA de um microrganismo diferente ou mRNA, é empregado como mol-

de.
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[047]Entao, (1) um fragmento de &cido nucléico contendo a sequéncia de bases
descrita em SQ ID NO: 1 ou 2 ou uma sequéncia de bases complementar a mesma,
ou um fragmento de acido nucléico contendo uma sequéncia de base homéloga ao
mesmo ou funcionalidade equivalente ao mesmo pode ser usado para quantificar
especificamente e detectar Bacillus cereus; (2) um fragmento de acido nucléico con-
tendo a sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO: 3 ou 4 ou uma sequéncia de
bases complementar a esta, ou um fragmento de acido nucléico contendo uma se-
quéncia de base homoéloga ao mesmo e funcionalmente equivalente ao mesmo pode
ser usado para especificamente quantificar e detectar Clostridium perfringens; (3)
um fragmento de acido nucléico contendo a sequéncia de bases descrita em SEQ ID
NO: 5 ou 6 ou uma sequéncia de bases complementar a mesma, ou um fragmento
de acido nucléico contendo uma sequéncia de base homoéloga ao mesmo e funcio-
nalmente equivalente ao mesmo pode ser usado para quantificar especificamente e
detectar Enterobacteriaceae; (4) fragmento de acido nucléico contendo a sequéncia
de bases descrita em SEQ ID NO: 7 ou 8 ou uma sequéncia de bases complementar
a mesma, ou um fragmento de acido nucléico contendo um sequéncia de bases ho-
méloga ao mesmo um funcionalmente equivalente ao mesmo pode ser usado para
quantificar especificamente e detectar o género de estafolilococo; (5) fragmento de
acido nucléico contendo a sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO: 9 ou 10 ou
uma sequéncia de bases complementar a mesma, ou um fragmento de acido nucléi-
co contendo um sequéncia de bases homologa ao mesmo e funcionalmente equiva-
lente a0 mesmo pode ser usado para quantificar especificamente e detectar o géne-
ro de Pseudomonas; (6) fragmento de acido nucléico contendo a sequéncia de ba-
ses descrita em SEQ ID NO: 11 ou 12 ou uma sequéncia de bases complementar a
mesma, ou um fragmento de acido nucléico contendo um sequéncia de bases homoé-
loga ao mesmo e funcionalmente equivalente ao mesmo pode ser usado para quan-

tificar especificamente e detectar o género de Enterococcus; (7) fragmento de acido
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nucléico contendo a sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO: 13 ou 14 ou uma
sequéncia de bases complementar a mesma, ou um fragmento de &cido nucléico
contendo um sequéncia de bases homéloga ao mesmo e funcionalmente equivalen-
te a0 mesmo pode ser usado para quantificar especificamente e detectar o género
de Lactobacillus acidophilus; (8) fragmento de acido nucléico contendo a sequéncia
de bases descrita em SEQ ID NO: 15 ou 16 ou uma sequéncia de bases comple-
mentar a mesma, ou um fragmento de acido nucléico contendo um sequéncia de
bases homéloga ao mesmo e funcionalmente equivalente ao mesmo pode ser usado
para quantificar especificamente e detectar o género do subgrupo Lactobacillus ru-
minis; (9) fragmento de &cido nucléico contendo a sequéncia de bases descrita em
SEQ ID NO: 9 ou 10 ou uma sequéncia de bases complementar a mesma, ou um
fragmento de acido nucléico contendo um sequéncia de bases homologa ao mesmo
e funcionalmente equivalente ao mesmo pode ser usado para quantificar especifi-
camente e detectar o género de o subgrupo Lacobacillus plantarum; (10) fragmento
de acido nucléico contendo a sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO: 19 ou 20
ou uma sequéncia de bases complementar a mesma, ou um fragmento de acido nu-
cléico contendo um sequéncia de bases homéloga ao mesmo e funcionalmente
equivalente ao mesmo pode ser usado para quantificar especificamente e detectar o
subgrupo Lactobacillus reuteri; (11) fragmento de acido nucléico contendo a sequén-
cia de bases descrita em SEQ ID NO: 21 ou 22 ou uma sequéncia de bases com-
plementar a mesma, ou um fragmento de acido nucléico contendo um sequéncia de
bases homéloga ao mesmo e funcionalmente equivalente ao mesmo pode ser usado
para quantificar especificamente e detectar o subgrupo Lactobacillus sakei; (12) fra-
gmento de acido nucléico contendo a sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO:
23 ou 24 ou uma sequéncia de bases complementar a mesma, ou um fragmento de
acido nucléico contendo um sequéncia de bases homoéloga ao mesmo e funcional-

mente equivalente ao mesmo pode ser usado para quantificar especificamente e

Peticao 870170016276, de 13/03/2017, pag. 37/75



14/44

detectar o subgrupo Lactobacillus casei; fragmento de acido nucléico contendo a
sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO: 25 ou 26 ou uma sequéncia de bases
complementar a mesma, ou um fragmento de acido nucléico contendo um sequéncia
de bases homoéloga ao mesmo e funcionalmente equivalente ao mesmo pode ser
usado para quantificar especificamente e detectar o Lactobacillus brevis; (14) frag-
mento de acido nucléico contendo a sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO: 27
ou 28 ou uma sequéncia de bases complementar a mesma, ou um fragmento de
acido nucléico contendo um sequéncia de bases homoéloga ao mesmo e funcional-
mente equivalente ao mesmo pode ser usado para quantificar especificamente e
detectar Lactobacillus fructivorans; e (15) fragmento de acido nucléico contendo a
sequéncia de bases descrita em SEQ ID NO: 29 ou 30 ou uma sequéncia de bases
complementar a mesma, ou um fragmento de acido nucléico contendo um sequéncia
de bases homoéloga ao mesmo e funcionalmente equivalente ao mesmo pode ser
usado para quantificar especificamente e detectar o género de Lactobacillus fermen-
tum;

[048]Aqui, o fragmento de acido nucléico contendo a sequéncia de bases em
SEQ ID NO: é um conhecido fragmento de acido nucléico conforme descrito em
FEMS Microbiology Letters, vol. 202: 209-213 (2001). O fragmento de acido nucléico
contendo a sequéncia de bases em SEQ IS NO: 4 é um conhecidos fragmento de
acido nucléico conforme descrito em Microbiol. Immunol., vol. 46, No. 5: 353-358
(2002). O fragmento de acido nucléico contendo a sequéncia de bases em SEQ ID
NO: 29 ou 30 é um conhecido fragmento de acido nucléico conforme descrito na Pa-
tente JP 11-151097, publicada. Em contraste, os fragmentos de acido nucléico con-
tendo as sequéncias de bases descritas em SEQ ID NOS: 2, 3 e 5 a 28 sao frag-
mentos de acido nucléico encontrados pelos presentes inventores.

[049]0 método de PCR usando os fragmentos de acido nucléico assim prepara-

dos e uma amostra de um espécime a ser testado pode ser executado por “PCR em
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um sistema reacional que contém a amostra, usando os fragmentos de acido nucléi-
co como iniciadores e o rRNA de um microrganismo de interesse como um molde”.
O método PCR nao esta particularmente limitado desde que a reacao amplifique es-
pecificamente um fragmento de nucleotideo derivado de rRNA de um microrganismo
de interesse. E preferido um método que inclui a etapa de usar rRNA do microrga-
nismo de interesse como um molde para preparar um cDNA que emprega uma en-
zima, preferivelmente uma transcriptase reversa, ou similar. Mais preferido € um mé-
todo que inclui, além da etapa acima, a etapa de usar o cDNA assim preparado co-
mo um molde para amplificar o fragmento de nucleotideo. O método PCR pode ser
realizado usando, por exemplo, uma RT-PCR conhecida. Aqui a RT-PCR pode ser
executada usando um método conhecido tal como RT-PCR de duas etapas e RT-
PCR de duas etapas; contudo, a RT-PCR de duas etapas é preferivel porque esta é
particularmente simples e impede a contaminagao cruzada.

[050]0 método de RT-PCR de uma etapa pode ser realizado usando, por exem-
plo, um kit comercial (por exemplo, kit PCR-RT de Uma Etapa Qiagen). A enzima
tendo atividade de transcricdo, que pode ser usada na reacédo RT, pode ser qualquer
uma de varias transcriptases reversas tal como M-MHV transcriptase reversa. A
DNA polimerase usada na PCR que amplifica DNA tem preferivelmente uma resis-
téncia térmica a temperatura de 90°C ou mais.

[051]A PCR pode ser conduzida realizando de um a varios ciclos de uma reacao
de desnaturacao térmica para converte o DNA de fita dupla em DNA de fita simples,
uma reacado de anelamento para hibridizar iniciadores para cDNA de molde e uma
reacao de extensao para permitir que a DNA polimerase aja, sob condicdes de tem-
peratura de 90 a 98°C, 37 a 72°C e 50 a 75°C, respectivamente. Um exemplo prefe-
rivel de condicdes reacionais € a desnaturacao térmica a 95°C, por 30 segundos,

anelamento a 60°C por 30 segundos, e extensado a 72°C por 60 segundos.
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[052]Para a PCR, dois tipos de iniciadores sao preferivelmente usados como es-
tabelecido. Aqui, os dois iniciadores formam um conjunto. Aqui, &€ necessarios que
os dois iniciadores sejam feitos para formar uma combinagédo de uma fita guia € uma
fita de retardo. Os fragmentos de acido nucléico proporcionados pela presente in-
vencao sao, cada um, estabelecidos para terem uma temperatura anelamento apro-
ximadamente constante na RT-PCR, que permite que fragmentos de acido nucléico
de uma pluralidade de microrganismos sejam testados simultaneamente testados. O
fragmento de acido nucléico da presente invencao pode ser também usado como
uma sonda, e pode ser também empregado em combinagdo com um diferente inici-
ador universal conhecido, oligonucleotideo ou similar.

[053]A amostra de um espécime a ser testado contendo rRNA que proporciona
um molde para a RT-PCR tem preferivelmente um teor total de RNAs de 1 pg a 1 pg,
mais preferivelmente 10 pg a 0,1 pg.

[054]Quando a PCR é apropriadamente conduzida, existe tipicamente uma corre-
lacdo entre “a quantidade de produto amplificado por PCR”, “0 nimero de ciclos de
PCR”, e “a quantidade de molde para PCR”. Assim, a quantidade de rRNA de um
microrganismo de interesse pode ser determinada se o célculo é propriamente reali-
zado levando em consideracao a quantidade do produto amplificado foram pela PCR
assim conduzida e o nimero dos ciclos de PCR.

[055]Como mostrado na Figura 1 do Exemplo a ser descrito, foi demonstrado que
uma segunda correlacao existe também entre “a quantidade de rRNA do microrga-
nismo de interesse” assim determinada e “o niumero de células do microrganismo de
interesse”. Portanto, o niumero de células do microrganismo de interesse pode ser
determinado se o calculo é realizado considerando “a quantidade de rRNA do mi-
crorganismo de interesse” assim determinada. Sem passar pelo processo de calcular
“a quantidade de rRNA do microrganismo de interesse”, o nimero de células do mi-

crorganismo de interesse pode ser determinado mesmo por calculo apropriado le-
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vando em consideracao “a quantidade do produto amplificado pela PCR” e “0 niume-
ro dos ciclos de PCR” obtido como descrito acima.

[056]A quantidade do produto amplificado por PCR e o numero de ciclos de PCR
podem ser apurados por qualguer método sem limitacao particular, por exemplo, por
identificacdo do numero de ciclos de PCR quando o DNA alcanca certa quantidade
escolhida arbitrariamente. A identificacdo pode ser realizada, por exemplo, pelo uso
de “um método de PCR que inclui marcar um produto de PCR em combinacédo com
um método de PCR incluindo medir o marcador com o tempo” para identificar o nu-
mero de ciclos de PCR quando certa intensidade de fluorescéncia escolhida é atin-
gida. Aqui a certa intensidade de fluorescéncia é preferivelmente escolhida “dentro
da faixa, que a intensidade pode atingir, quando o produto de amplificacdo é aumen-
tado de modo logaritmico”, em termos que reflete apropriada correlagao entre eles”.
A faixa pode ser apropriadamente entendida usando-se um método conhecido. Aqui
exemplos da marcagao incluem marcagao com um corante fluorescente; exemplos
da mediacao do marcador incluem a medicao da intensidade de fluorescéncia. Aqui,
exemplos da marcacdo com o corante fluorescente incluem marcagcdo com um co-
rante fluorescente de intercalacdo. Exemplos do corante fluorescente de intercala-
cao incluem SYBR(R) Verde I. O corante de intercalagdo tem uma propriedade na
qual a intensidade fluorescente é intensificada pela intercalacao deste em um &cido
nucléico, resultando assim na emissao de fluorescéncia tendo uma intensidade que
reflete a quantidade de um produto de PCR amplificado. A marcagdo com um coran-
te fluorescente pode ser também realizado pelo uso de uma sonda TagMan, Molecu-
lar Beacon ou similares com o corante fluorescente. A sonda TagMan ou Molecular
Beacon é uma sonda na qual um corante fluorescente e um extintor sdo ligados a
um oligonucleotideo homélogo a uma sequéncia terminal de uma regido amplificada
por PCR, e é usada para permitir a coexisténcia em um sistema PCR. A interacao do

corante fluorescente e um extintor ligados a sonda permite a emissao de fluorescén-
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cia em resposta a uma reacao de amplificacao de PCR, possibilitando assim que um
produto amplificado por PCR seja observado com a tempo por medicao da intensi-
dade de fluorescéncia em cada estagio de PCR. Contudo, a sonda TagMAn, Mole-
cular Beacon ou similar faz com que seja necessario escolher uma sequéncia com-
plementar especifica para micrébio adequada para a sonda, que pode ser dificil de-
pendendo do objeto.

[057]A quantidade de rRNA pode ser determinada por considerar “a quantidade
de produto amplificado por PCR e o numero de ciclos de PCR” assim apurados e os
resultados de um experimento comparativo adequado. Especificamente, a quantida-
de de rBRNA do microrganismo de interesse pode ser calculada usando-se um méto-
do conhecido, por exemplo, levando-se em conta “os resultados do experimento
comparativo realizado empregando uma rRNA, cuja quantidade é conhecida” para
propriamente contrastar com ela “a quantidade de produto de PCR amplificado e o
nuamero de ciclos de PCR” apurados como descrito acima.

[058]Entao, o numero de células de um microrganismo de interesse pode ser de-
terminado ao se levar em conta “a quantidade de rRNA do microrganismo” assim
calculada e os resultados de um experimento comparativo adequado. Especifica-
mente, o niumero de células do microrganismo de interesse pode ser calculado
usando um método conhecido, por exemplo, ao se considerar “os resultados do ex-
perimento comparativo realizado empregando-se uma amostra de um espécime a
ser testado na qual o numero de células do microrganismo é conhecido” para apro-
priadamente contrastar com ele “a quantidade de rRNA do microrganismo de inte-
resse” assim calculada. No contraste, em vista da simplicidade, uma curva padrao é
preferivelmente usada, a qual mostra uma correlagao entre “o numero de células do
microrganismo de interesse” usado como um molde para PCR e “o numero de ciclos
de PCR” quando a certa quantidade do produto amplificado por PCR ¢é alcancada

(daqui por diante algumas vezes referida com valor de Cr). A curva padrao é tipica-
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mente preparada por plotagem do valor de Ct contra o nimero de células de um mi-
crorganismo marcada (vide Figura 2). O microrganismo usado para preparar a curva
padrao pode ser uma linhagem conhecida tal como o tipo de linhagem deste.

[059]Sem se submeter ao processo de calcular especificamente a quantidade de
rRNA, o niumero de células do microrganismo de interesse pode ser também direta-
mente calculados por contraste apropriado dos “resultados de um experimento com-
parativo realizado usando uma amostra de um espécime a ser testado, na qual o
namero de células do microrganismo correspondente é conhecido” com “a quantida-
de do produto amplificado por PCR e o niumero de ciclos de PCR” apurados confor-
me descricao acima. Especificamente, o calor de Ct derivado da amostra do espé-
cime a ser testado pode ser aplicado a curva padrao descrita acima.

[060]Como descrito acima, a quantidade de rRNA de um microrganismo de inte-
resse em um espécime a ser testado pode ser também determinado, por exemplo
por (2) apurar a eficacia de hibridizacao entre um fragmente de acido nucléico capas
de especificamente hibridizar para o rRNA do microrganismo de interesse € uma
amostra do espécime a ser testado.

[061]Aqui, o fragmento de acido nucléico capaz de hibridizar especificamente pa-
ra o rRNA do microrganismo de interesse que pode ser usado é, por exemplo, aque-
les desenhados e preparados conforme descricao acima. O fragmento de acido nu-
cléico € preferivelmente um fragmento de acido nucléico marcado. Aqui, exemplos
do marcador incluem enzima, ion paramagnético, corante fluorescente, croméforo,
metal pesado e radiois6topo; exemplos mais preferidos do marcador incluem raiz
forte peroxidase e fosfatase alcalina. A marcacao pode ser efetuada por método co-
nhecido.

[062]A quantidade de rRNA de um microrganismo de interesse em um espécime
a ser testado e/ou o numero de células do microrganismo podem ser apurados

usando-se um método de conversao conhecido por medicdo da extensao de hibridi-
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zagao entre uma amostra do espécime a ser testado e o fragmento de acido nucléi-
co. O método de medir a extensao da hibridizacao nao é particularmente limitadao e
pode ser efetuado de acordo com um método conhecido; por exemplo, ele pode ser
executado por medicdo do marcador adicionado ao fragmento de acido nucléico.
Especificamente, por exemplo, 0 método pode ser conduzido por medicao da inten-
sidade de fluorescéncia quando se usa o fragmento de acido nucléico marcado com
corante de fluorescéncia. A medicao é preferivelmente realizada paralelamente a
medicdo usando-se um controle adequado. Aqui, exemplos do controle adequado
incluem “uma amostra conhecida como nao hibridizando especificamente para o fra-
gmento de acido nucléico usado”, “uma amostra derivada de um espécime a ser tes-
tado onde o espécime contém um numero ja conhecido de células de um microrga-
nismo de interesse”, e “uma amostra tirada ou preparada de um espécime a ser tes-
tado onde o espécime contém uma quantidade ja conhecida de rRNA de um micror-
ganismo de interesse”. Por checagem contra o controle, a quantidade de RNA ou
namero de células do microrganismo de interesse pode ser apurado usando-se um
método de conversao conhecido. O nimero de células de microrganismo de interes-
se pode ser também apurado usando um método conhecido considerando-se a
quantidade de rRNA do microrganismo de interesse assim calculada e os resultados
de um experimento comparativo adequado.

[063]0 método para detectar um microrganismo de interesse de acordo com a
presente invengdo usa com indice a presenca de rRNA do microrganismo em uma
amostra de um espécime a ser testado. Aqui, o termo “detectar um microrganismo”
inclui identificar o microrganismo. O termo inclui também determinar a presenca de
um microrganismo a ser detectado em um espécime ou a auséncia de um microrga-

nismo a ser detectado em um espécime.
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[064]Para determinar a presenca de rRNA de um microrganismo de interesse em
um espécime a ser testado usando o método de deteccao da presente invencao, a
deteccédo descrita em (1), (2), ou (3) abaixo pode, por exemplo, ser efetuada.

(1)Detectar um produto amplificado por PCR usando-se um fragmento de
acido nucléico capaz de especificamente hibridizar para o rRNA do microrganismo
de interesse e uma amostra do espécime a ser testado.

(2)Detectar a hibridizagao entre o fragmento de acido nucléico e a amostra.

(3)Detectar o rRNA do microrganismo usando um método conhecido diferen-
te.

[065]0s métodos (1) a (3) podem ser facilmente realizados levando em conside-
racdo os métodos previamente descritos. A presenca de rRNA do microrganismo de
interesse indica que o microrganismo estava presente no espécime a ser testado, o
que possibilita a deteccdo do microrganismo. Contudo, a deteccao é preferivelmente
efetuada por comparacdo com um controle adequado porque amplificacdo nao-
especifica do produto de PCR e hibridizacdo nao-especifica podem ocorrer.

[066]Como mostrado nos Exemplos descritos posteriormente, foi demonstrado
que alta sensibilidade de deteccdo pode ser obtida pelo método quantitativo usando
a quantidade de rRNA como indice e 0 método de deteccdao usando a presenca de
rRNA como indice em comparag¢ao com aquele por métodos convencionais usando
a quantidade de rDNA como indice. Como mostrado nos Exemplos a serem descti-
tos, foi também demonstrado que o método usando a quantidade de rRNA como
indice pode quantificar precisamente e detectar um microrganismo em estado vivo
sem quantificar e detectar células mortas em conjunto com o mesmo.

[067]Assim, 0 uso do método de quantificacao ou deteccao da presente invencao
(daqui por diante também referido como “o0 método para presente invengao”) permite
a um microrganismo ser especificamente quantificado e detectado em sensibilidade

de deteccdo mais alta que aquela dos métodos convencionais e mesmo em um es-
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tado vivo deste. Consequlientemente, o método de presente invencao pode ser usa-
do, por exemplo, em aplicacdes descritas em (1) a (4) abaixo.

(1)Uma aplicagdo na qual um microrganismo de interesse contido em um
espécime a ser testado é quantificado e detectado em estado vivo em sensibilidade
de detecgdo mais alta que aquela para métodos convencionais.

(2)Uma aplicagdo na qual o numero de células mortas de um microrganismo
contido em um espécime a ser testado é quantificado e detectado em sensibilidade
de detecg¢do mais alta que aquela para métodos convencionais.

(3)Uma aplicacao na qual a razao dos numeros de células mortas e células
vivas de um microrganismo é medida em sensibilidade de detec¢cao mais alta que
aquela para métodos convencionais.

(4)Uma aplicacdo na qual a presenca ou abundancia de um microrganismo
vivo é “determinada” em sensibilidade de deteccdo mais alta que aquela para méto-
dos convencionais. Aqui, a determinagao inclui, por exemplo, (a) quantificacéo e de-
teccao para verificar a presenca ou abundéancia de um microrganismo vivo quando o
namero de células do microrganismo vivo € necessario para ser verificado de modo
mais exato e preciso e (b) quando “o numero de células de um microrganismo vivo”
foi calculado em um outro sistema experimental, a determinagcédo para examinar a
exatidao do experimento e a precisdo dos valores numéricos calculados. A esse
respeito, quando o numero de células mortas é quantificado, a medi¢cdo do nimero
total de as células mortas e as células vivas é preferivelmente efetuada em conjun-
cao com ele, por exemplo, por um método conhecido para detectar as células mor-
tas juntamente com as células vivas. O numero das células mortas pode ser deter-
minado por subtracdo do numero das células vivas calculado pelo método da pre-
sente invencao a partir do nimero total.

[068]O método de presente invengao pode ser também usado como um método

para quantificar ou detectar um microrganismo dificil de medir por métodos conven-
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cionais, tal como um microrganismo incapaz de formar colénias e um microrganismo
incapaz de cultura liquida.

[069]Como mostrado nos Exemplos descritos adiante, foi demonstrado que o uso
de método PCR no método de quantificacdo e deteccao pode obter sensibilidade de
deteccdo na mesma extensdao que um método de cultura. Assim, o método da pre-
sente invencgao pode ser usado também como um método para quantificar ou detec-
tar um microrganismo em sensibilidade de detec¢cdo na mesma medida ou mais que
o método de cultura, i.e., em uma sensibilidade de detecgdo de 10° células ou
mais/g de espécime ou 10° ou mais/mL de espécime.

[070]Um microrganismo pode ser também muito rapida e simplesmente quantifi-
cado e detectado quando o método PCR é usado, em comparacao com o método de
cultura. Além disso, de acordo com o método usando o método PCR, o processo da
extracdo de RNA de um espécime para a quantificacdo ou deteccdo do microrga-
nismo pode ser completado dentro de cerca de 6 horas. Assim, o0 método da presen-
te invencao pode também ser usado como um método capaz de detectar um micror-
ganismo em um curto periodo de tempo (dentro de 6 horas).

[071]O uso do método que emprega o método PCR de acordo coma presente in-
vencao pode obter simultaneamente alta sensibilidade de deteccéo, quantificacdo e
deteccdo mais precisas de um microrganismo vivo, e rapidez e simplicidade. Assim,
o0 método da presente invencado pode ser usado, por exemplo, na aplicagdo de “o
exame de contaminante e bactérias perigosas, microrganismo patogénicos, ou simi-
lares” em um local médico e na industria alimenticia onde se requer particularmente
rapida e sensivel quantificacao ou deteccao.

[072]O método da presente invengdo pode ser também efetuado usando-se um
kit para realizar o método. Aqui, exemplo do kit para realizar o método inclui um kit
que contém (1) fragmentos de acido nucléico capazes de hibridizar especificamente

para rRNA de um microrganismo de interesse, (2) um protocolo no qual um método
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de implementacao é descrito, e/ou (3) um reagente usado para extracao de RNA,
estabilizacao de RNA, e/ou uma PCR. Contudo, o kit da presente invencao nao esta
limitado a esses, e refere-se a uma cole¢ao de todo ou parte de requisitos para rea-
lizar todas ou parte das etapas do método. Aqui, “requisitos para realizar as etapas”
podem ser apropriadamente entendidas por consideracdao a descricdo estabelecida
neste relatério descritivo.
Exemplos
[073]O conteudo de presente invencao esta descrito abaixo em mais detalhes por
meio de Exemplos. Contudo, ndo se pretende que a invencéao se limite a eles.
Exemplo 1: Preparagao de iniciadores
[074]Para varias linhagens bacterianas, 16S e 23s, sequéncias de DNA de rRNA
16S e 23S foram obtidas da DNA Data Bank of Japan

(http://www.ddbj.nig.ac.jp./Welcome-j.html). Essas sequéncias foram alinhadas

usando o programa Clustal W, seguido por preparagao de arvore filogenética. As
linhagens foram classificadas por familia, género e subgrupo com base na arvore
filogenética; iniciadores foram desenhados para cada classificacdo. As sequéncias
dos iniciadores preparados e as espécies de rRNA de interesse sao mostradas na
Tabela 1. As referéncias nas quais as sequéncias sao descritas sdo mostradas na
coluna para “referéncias” na Tabela 1. Se a coluna esta em branco, isto indica que a
sequéncia é um sequéncia nova encontrada pela presente invencao. A esse respei-
to, do Documento Nao Patentario 4 representa Microbiol. Immunol., vol. 46, No. 5:
353-358 (2002); Documento Nao Patentario 5, FEMS Microbiology Letters, vol. 202,
209-213 (2001); e Documento de Patente 7, Patente Publicada JP 11-151097.
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Exemplo 2: Determinacao da especificidade dos iniciadores

[075]Para determinar se os iniciadores do Exemplo 1 tém realmente especificida-
de ou nao, eles foram examinados quanto a especificidade para varias bactérias.
Especificamente, 50 yL de cada uma das varias culturas bacterianas sdo mostradas
na Tabela 2 (57 espécies em 28 géneros) e Tabela 3 (60 espécies em 18 géneros)
foram adicionados em 2 vezes o volume de Reagente Bacteriano RNAprotect
(QIAGEN) e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. A suspenséo foi en-
tao centrifugada a 5.000 g por 10 minutos e submetida a remocao do sobrenadante.
A essa foram adicionados 450 uL de tampéo bacteriolitico (346,5 puL de tampao RLT
(QIAGEN), 3,5 uL de p-mercaptoetanol, 100 uL de tampao de TE) e 300 mg de péro-
las de vidro (0,1 mm de diametro), que foi entdo vigorosamente misturada pelo Fas-
tPrep FP120 (Bio 101) e 5.000 rpm por um minuto para triturar as células bacteriana.
A solucdo triturada foram adicionados 500 pL de fenol saturado em agua, que foi
entdo incubada a 60°C, por 10 minutos. A essa, foram adicionados 100 uL de cloro-
férmio/alcool isoamilico (CIA), que foi misturada e entdo submetida a centrifugacéo a
12.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Ao sobrenadante recuperado foi adicionado igual
volume de fenol saturado em agua/cloroférmio, que foi entdo misturado e novamente
submetido a centrifugacao sob as mesmas condicées. Ao sobrenadante recuperado
foi adicionado igual volume de CIA, que foi entdo agitado e novamente submetido a
centrifugag@o sob as mesmas condigdes A 400 puL do sobrenadante recuperado fo-
ram adicionados igual volume de alcool isopropilico e um volume de 1/10 vezes de
acetato de sodio 3M, que foi misturado por inversao e entao submetido a centrifuga-
cao a 15.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O resultante foi submetido a remogao do
sobrenadante, ao qual 500 pL de etanol a 75% foram adicionados antes de misturar
por inversao, seguido por sujeicdo da mistura a centrifugacdo a 15.000 rpm por 2
minutos a 4°C. Depois da remocao do sobrenadante e secagem a ar dentro do tubo,

o precipitado foi dissolvido em 50 pL de agua isenta de RNase para fazer um extrato
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de RNA total. Uma RT-PCR quantitativa foi realizada usando kit de RT-PCR de Uma
Etapa (QIAGEN). A composicédo da solucao de reacao (volume total: 25 uyL_ era: 2
uL da solucdo de RNA total (equivalente a 2x20° CFU); e 1 x de Tampao de RT-PCR
de Uma Etapa, mistura dNTP 0,5 mM, um 1/25 vezes de volume de Mistura Enzima-
tica para RT-PCR de Uma Etapa, um volume de 1/100.000 vezes de SYBR(R) Verde
| (de Sondas Moleculares) e 0,75 uM (cada) de iniciadores (descritos na Tabela 1),
que foram ajustados de modo que as quantidades respectivas formam concentra-
coes finais. Equivalentes de RNA para 2x10° CFU foi usado como um molde na TR-
PCR. A solucdo de reacéo foi inicialmente submetida a uma reacao de transcrigcao
reversa a 50°C, por 30minutos, e entdo aquecida a 95°C por 15 minutos para inativar
a transcriptase reversa. Subsequentemente, de 40 a 50 ciclos de 94°C por 20 se-
gundo, 55°C ou 60°C por 20 segundos e 72°C por 50 segundos foram realizados
para medir a quantidade de um produto de amplificagdo como um intensidade de
fluorescéncia de SYBR(R) Verde | para cada ciclo. Essas séries de reagbes foram
realizadas usando o sistema ABI PRISM® 790HT (da Applied Biosystems).
[076]Como resultado, conforme mostrado na Tabela 1, foi demonstrado que so-
mente um género bacteriano ou linhagem de interesse pode ser especificamente
detectado SYBR(R) Verde | pelo iniciador En-Isu 3F/3'R (Enterobacteriaceae), Q-
Staph-F/R (o género Staphylococcus), PSD7F/R (o género Pseudomonas), s-Clper-
F/CIPER-R (Clostridium perfringens), S-S-Bc-200-a-S-18/Bc2R (Bacillus cereus) ou
g-Encoc F/R (o género Enterococcus). Aléem disso, como estabelecido na Tabela 3,
foi mostrado que somente um subgrupo ou linhagem de interesse pode ser especifi-
camente detectada pelo iniciador sg-Laci-F/R (subgrupo Lactobacillus acidophilus),
sg-LsaK-F/R (subgrupo Lactobacillus sakei), sg-Lcas-F/R (subgrupo Lactobacillus
casel), sg-Lrum-F/R (subgrupo Lactobacillus ruminis), sg-Lpla-F/R (subgrupo Lacto-
bacillus plantarum), s-Lbre-F/R (Lactobacillus brevis), s-Lfru-F/R (Lactobacillus fructi-

vorans) ou LFer-1/2 (Lactobacillus fermentum). Nas Tabelas 2 e 3, + indica que a
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deteccao especifica foi capas de ser obtida (valor de Ct: 1 para 30); - indica que o

valor de Ct era 31 ou mais ou que nao foi obtido produto de amplificagao.
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Exemplo 3: Exame da relacdo entre o estado de crescimento de varios mi-
crorganismos e a quantidade de transcricdo de rRNA
[077]Usando células de Escherichia coli, S. aureus e P. aeruginosa de diferentes
fases de cultura, examinou-se uma relacao entre o numero de células bacterianas
vivas medido usando-se um método de cultura e o nimero de células bacterianas
tendo a capacidade de formar col6nias, derivado da quantidade de transcricdo de
rRNA medida por um método RT-PCR quantitativo. Especificamente, depois do ini-
cio da cultura aerébica de cada bactéria com agitacdo a 37°C em meio BHI, as cultu-
ras bacterianas foram coletadas com o tempo, seguido por uso das culturas para
medir 0 numero de células bacterianas por um método de cultura empregando meio
BHI-agar (37°C, 24 horas). Por outro lado, RNA foi extraido das amostras similar-
mente coletadas e submetido a andlise RT-PCR quantitativa. O niamero de células
bacterianas em cada amostra foi calculado com base na curva padréao preparada do
modo descrito no Exemplo 4, usando-se RNA extraido de uma linhagem bacteriana
na ultima fase de crescimento logaritmico, o nimero de cujas células foi mostrado. A
esse respeito, a extracao de RNA total e RT-PCR quantitativa foram realizadas con-
forme descricdo no Exemplo 2. Os resultados sdo mostrados na Figura 1. Na Figura
1, o circulo preto () indica o niumero de células bacterianas calculado da quantidade
de transcricdo de RNA, e o circulo em branco (o), o numero de células bacterianas
determinado pelo método de cultura. Para todas as linhagens bacterianas submeti-
das a andlise, da fase de crescimento logaritmico a fase de morte, foi observada
uma forte relagéo entre as curvas de variacdo do niumero de células bacterianas vi-
vas determinado pelo método de cultura na solugédo bacteriana e o nimero de célu-
las bacterianas calculado da quantidade de transcricdo de rRNA. Isso demonstrou
que o numero de células de um microrganismo vivo poderia ser determinado sob

qualquer condicao por medicado da quantidade de transcricdo de RNA.
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Exemplo 4: Preparacédo de curvas padrdao e comparacdo com um método

PCR quantitativo
[078]Curvas padrao foram preparadas pelo método da presente invencao (méto-
do PCR quantitativo) usando células cultivadas, na ultima fase de crescimento loga-
ritmico, de P. aeruginosa YIT6108T (tipo de linhagem) e S. aureus YIT6075" (tipo de
linhagem). Curvas padrao foram também preparadas por método PCR quantitativo
para comparar com aqueles preparados pelo método da presente invencao. Células
axénicas de cada linhagem cultivada em meio BHI foram separadas para proporcio-
nar nimeros de células de 10°, 104, 103, 102, 10" e 10°, e submetidas a extracdo de
RNA como descrito no Exemplo 2. Os extratos foram, cada um, submetidos a RT-
PCR quantitativa de acordo com o Exemplo 2 usando iniciadores conforme descritos
na Tabela 1. Foi examinada uma correlacao entre o valor de Cr resultante e o niume-
ro das células determinado pelo método de cultura descrito no Exemplo 3. Usando o
método descrito abaixo, DNAs obtido das mesmas amostras foram também, cada
um, examinados quanto a sua quantificagdo por método PCR empregando rDNA
como sequéncia alvo. Especificamente, 1 mL de PBS foi adicionado a cada das so-
lugbes bacterianas separadas de modo a proporcionar nimeros de células de 105,
104, 103, 102, 10" e 100, que foi agitada e entao centrifugada a 15.000 rpm, por 5 mi-
nutos, a 4°C, seguido da remocao do sobrenadante. Uma operacao foi repetida duas
vezes, onde 1 mL de PBS foi adicionado ao precipitado que foi entdo agitado e cen-
trifugado antes da remocéao do sobrenadante. Ao precipitado resultante foram adici-
onados 300 uL de tampao bacteriolitico (100 mM de Tris-HCI, 40 mM de EDTA, 1%
de SDS, pH: 9,0), 500 uL de fenol saturado com TE, e 300 mg de pérolas de vidro
(0,1 mm de diametro), que foi entdo vigorosamente agitado na FasPrep FP120 a
5.000 rpm por 30 segundos para triturar as células bacterianas. A solucao com o
triturado foi entdo centrifugada sob condicées de 15.000 rpm, 4°C e 5 minutos, se-

guido por recuperacao do sobrenadante. Fenol (saturado com TE)/cloroférmio/alcool
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isoamilico foi adicionado ao sobrenadante, que foi vigorosamente agitado no Fas-
tPrep FP120, a 4.000 rpm, por 45 segundos e entdo submetido a operagao de centri-
fugacao sob condicdes de 15.000 rpm, 4°C e 5 minutos. Precipitacado com alcool foi
realizada usando o sobrenadante separado e recuperado, seguido por dissolucédo do
precipitado em 50 uL de tampao de TE para fazer uma solugdo de DNA. Subseqtien-
temente, PCR foi conduzida usando a solugdo de DNA resultante como um molde. A
PCR foi conduzida em um total de 25 yL de uma solucdo de reacao contendo 2 uL
da solugdo de DNA e uma mistura de 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KClI,
2,5 mM de MgCl2, 0,45% de Triton X-100, 200 uM de dNTP, um volume de
1/100.000 vezes de SYBR(R) Verde I, 11 ng/uL de anticorpo TaqStar (R) (da Clon-
Tech), 0,05 U/uL de Tag DNA polimerase (da Takara) e 0,25 yM (cada) de iniciado-
res PDS7F/R ou g-Staph-F/R) como concentragdes finais. A solucao de reacao foi
aquecida a 94°C, por 5 minutos, entao submetida a 40 ciclos de 94°C por 20 segun-
dos e 72°C por 50 segundos, e subseqlientemente reagida a 72°C por 10 minutos. A
quantidade do produto de amplificacédo foi calculada para cada ciclo como intensida-
de de fluorescéncia de SYBR(R) Verde |. Essas séries de reacado foram efetuadas
usando ABI PRISM(R) 7900HT. A esse respeito, 1/25 da quantidade de extracédo de
cada RNA e DNA foi submetido a reagéo.

[079]Como resultado, visto na Figura 2, ambos os métodos mostraram uma corre-
lacdo extremamente boa entre o nimero logaritmico de células bacterianas e o valor
de Cr. Na Figura 2, o valor de Ct é plotado versus o numero células/extrato medido
pelo método de cultura para cada linhagem bacteriana servindo como amostra. O
circulo preto (e) indica o cada da RT-PCR quantitativa, e o circulo em branco (o), o
caso da PCR quantitativa. Na curva aproximada obtida através do método de RT-
PCR quantitativa, o coeficiente de correlagdo (R? — valor) foi 0,955 para P. aerugino-
sa e 0,9961 para S. aureus. Isso demonstrou que as curvas padrao permitem calcu-

lar o nimero de células bacterianas a partir dos valores de Cr. Além disso, 0 método
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de RT-PCR quantitativa foi capaz de detectar 10° de célula bacteriana nas amostras
indicando que o método tinha uma sensibilidade de detec¢gdo comparavel a um mé-
todo de cultura usado convencionalmente. Isso demonstrou que o método poderia
ser usado para a quantificacdo e deteccdo de um microrganismo como alternativa
para o método de cultura. O método da presente invencao tinha um sensibilidade de
deteccao de cerca de 1.000 vezes aquela do método de PCR usando rDNA como
sequéncia alvo, demonstrando que tinha uma sensibilidade de detec¢dao marcada
conforme comparada a um meio previamente estudado para quantificar um micror-
ganismo usando um método de amplificacao de gene.
Exemplo 5: Deteccao quantitativa de bactéria em fezes

[080]Varias concentracbes de P. aeruginosa foram, cada uma, adicionadas a fe-
zes humanas para comparar a faixa de deteccao de um método de PCR quantitativa
com aquela do método da presente invencao. Foram preparadas amostras fecais
adicionadas de P. aeruginosa, em cada uma, células de P. aeruginosa equivalentes
a 10", 102, 108, 104, 105, 108, 107 ou 108 células por 20 mg de fezes humanas foram
adicionadas. O RNA total foi extraido de cada uma das amostras fecais adicionadas
de P. aeruginosa e usado como molde para realizar a RT-PCR quantitativa da pre-
sente invengao. DNA foi também extraido de cada uma das mesmas amostradas e
usado como molde para efetuar a PCR quantitativa. Além disso, as mesmas amos-
tras sao submetidas a medicao do numero de células bacterianas usando um méto-
do de cultura. A extragdo do RNA total e 0 método de RT-PCR quantitativa foram
efetuados como descritos no Exemplo 2; 0 método de cultura, como no Exemplo 3; e
a extracdo de DNA e o método de PCR quantitativa, como no Exemplo 4. A esse
respeito, 1/2,500 das quantidades do RNA total e do DNA total obtidos foram subme-
tidas a RT-PCR quantitativa e a PCR quantitativa, respectivamente.

[081]Como resultado, conforme mostrado na Figura 3, o método da presente in-

vencdo mostrou linearidade em uma curva aproximada de medi¢cdes na faixa de

Peticdo 870170016276, de 13/03/2017, pag. 61/75



38/44

1029 a 10'° células/g de fezes nas amostras fecais adicionadas de P. aeruginosa. Na
Figura 3, o valor de Ct é plotado contra 0 niumero de células/g de fezes medido pelo
método de cultura para P. aeruginosa servindo como amostra. O circulo preto (e)
indica o caso da R-PCR quantitativa, e o circulo em branco (o), o caso da PCR
quantitativa. Nas fezes humanas, o limite quantitativo do método da presente inven-
cao era de 10%° células ou mais/g de fezes, e foi quase comparavel aquele do méto-
do de cultura, que esta de 102 células ou mais/g de fezes. O método de cultura levou
um dia, enquanto o método da presente invencao foi completado a partir da estabili-
zacao de RNA do espécime para a quantificacdo em cerca de 6 horas. Por outro la-
do, na andlise pelo método de PCR quantitativa, linearidade foi observada em uma
curva aproximada obtida a partir de medigdes na faixa de 1058 a 10'° células/g de
fezes, e o limite de deteccao era cerca de 1.000 vezes menor que aquele do método
de RT-PCT quantitativa.
Exemplo 6: Analise de enterobacteriaceae fecal humana por RT-PCR quanti-
tativa e um método de cultura
[082]A flor fecal humana foi analisada por uma RT-PCR quantitativa usando os
iniciadores En-Isu-3F/3’'R especificos para enterobacteriaceae. Fezes frescas excre-
tadas foram coletadas de 38 adultos e diluidas por 1/10 sob condi¢coes anaerdbicas
e diluidas por 1/10 sob condicdes anaerdbicas com um meio de transporte (10% de
glicerina, 5% de cisteina, 1% de p6 Lab-Lemco, 0,045% de NaCl, 0,0225% de
KH2PO4, 0,0225% de KoHPOs4, 0,0225% de (NH4)2SO4, 0,00225% de CaCle,
0,0025% de MgSOs4). Uma aliquota de 200 puL (20 mg como fezes) foi retirada do
diluente e submetida a extragdo de RNA total usando um método de RT-PCR quanti-
tativa. A RT-PCA quantitativa foi efetuada usando 1/2.500 da quantidade do RNA
total como molde. Uma aliquota do mesmo diluente foi também submetida a quanti-
ficacdo de CFU por método de cultura (DHL, meio de selecao). A estabilizacdo de

RNA, a extragdo do RNA total, e a RT-PCR quantitativa foram de acordo com o
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Exemplo 2, e o método de cultura foi de acordo com um método convencional. O
RNA total extraido da E. coli YIT 6044" (tipo de linhagem) foi usado para preparar
uma curva padrdo para calcular o nimero de células bacterianas pela RT-PCR
quantitativa

[083]Como resultado, conforme mostrado na Figura 4, foi demonstrado que o mé-
todo de RT-PCR quantitativa alvejando rRNA de acordo com a presente invencao e
o método de cultura mostraram uma correlacdo extremamente forte (coeficiente de
correlacdo: 0,9255). Na Figura 4, a ordenada representa os resultados da quantifica-
cao pelo método de cultura, e a abscissa representa os resultados da quantificacdo
pelo método da presente invencdo. Para o método de cultura, ele levou dois dias
para efetuar todas as operacdes, enquanto para o método da presente invencao,
todas as operacdes foram completadas em cerca de 6 horas.

Exemplo 7: Exame de microrganismo em leite de vaca

[084]Varias concentracdes de E. coli, S. aureus, e B. cereus foram, cada uma,
adicionadas ao leite de vaca comercial para comparar o valor quantitativo de um mé-
todo de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate) com aquele do método
da presente invencgao. E. coli ou S. aureus foi adicionada ao leite de vaca comercial
de modo a fornecer nimeros de 10°, 10", 102, 103, 104, e 108 por mL para fazer as
amostras. De cada amostra, 1 ml foi submetido a extracdo de RNA total e 1 mL do
método de cultura por semeadura em profundidade (Pour-plate) (E. coli:meio de de-
soxicolato agar, S. aureus e B. aureus: meio de agar convencional, 37°C, 20£2 ho-
ras). O RNA total extraido foi analisado pelo método de RT-PCR quantitativa usando
os iniciadores descritos na Tabela 1 para determinar uma correlacao entre o valor de
Cr resultante e 0 numero de células microbianas obtido pelo método de cultura de
semeadura em profundidade (Pour-plate). A esse respeito, a extracdo de RNA total

e o método de RT-PCR quantitativa foram conduzidos pelo método descrito no
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Exemplo 2; 1/25 da quantidade do RNA total extraido foi submetido a RT-PCR quan-
titativa.

[085]Como resultado, conforme mostrado na Figura 5, o valor de Cr foi correlaci-
onado com o nimero de células microbianas na faixa de 10° A 10° células por mL do
leite para qualquer uma das linhagens. Na Figura 5, o valor de Cr é plotado contra o
namero de células/mL do leite medido pelo método de semeadura em profundidade
(Pour-plate) para quantificar E. coli (esquerda superior da Figura 5), S. aureus (direi-
ta superior da Figura 5) e B. cereus (esquerda inferior da Figura 5) servindo como
amostra. O limite quantitativo do método da presente invengao era de 10° célula ou
mais/mL do leite e era comparavel aquele do método de cultura de semeadura em
profundidade (Pour-plate). Isso demonstrou que o método da presente invencao po-
deria fornecer uma alternativa para o método de cultura de semeadura em profundi-
dade (Pour-plate) usando o médio de cultura oficial (meio de desoxicolato agar ou
meio de agar convencional) como descrito na ordem Ministerial referente a padrao
composicional, etc. para leite e produtos de leite. Além disso, 0 método de cultura de
semeadura em profundidade (Pour-plate) levou um dia, enquanto o método da pre-
sente invencgao foi completado a partir da estabilizacdo do espécime para a quantifi-
cacao em cerca de 6 horas.

Exemplo 8: Exame de bactérias no sangue

[086]Varias concentracdes de S.aureus ou P. aeruginosa foram, cada uma, adici-
onadas a sangue humano para comparar o valor quantitativo de um método de cul-
tura de semeadura em profundidade (método de cultura de sangue) com aquele do
método da presente invencao. S. aureus ou P. aeruginosa foi adicionada, de modo a
proporcionar nimeros bacterianos de 10°, 107, 102, 103, 104, e 10% por mL, ao san-
gue humano ao qual um volume 1/10 vezes do volume de uma solucao a 3,8% de
citrato de sodio foi adicionado como anticoagulante para fazer as amostras. De cada

amostra, 0,5 mL foi submetido a extracao de RNA total, e 0,5 mL ao método de cul-
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tura de semeadura em profundidade (Pour-plate) (meio de BHI-agar). O RAN total
extraido foi analisado por um método de RT-PCR quantitativa para determinar uma
correlacao entre o valor de Cr resultante e o numero de células bacterianas obtido
pelo método de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate). A extracdo de
RNA total e 0 método de RT-PCR quantitativa foram realizados pelo método descrito
no Exemplo 2. E esse respeito, 1/25 da quantidade do RNA total extraido foi subme-
tido a RT-PCR quantitativa.

[087]Como resultado, conforme mostrado na Figura 6, o nUmero de células bacte-
rianas foi correlacionado com o valor de Ct na faixa de 10° a 10° células/0,5 mL para
cada uma das linhagens. Na Figura 6, o valor de Cr é plotado contra o numero de
células/0,5 mL do sangue calculado pelo método de cultura de semeadura em pro-
fundidade (Pour-plate) para quantificar P. aeruginosa (esquerda da Figura 6) ou S.
aureus (direita da Figura 6) servindo como uma amostra. O limite quantitativo do mé-
todo da presente invencao era de 10° células ou mais/0,5 mL do sangue e era com-
paravel aquele do método de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate).
Isso demonstrou que o0 método da presente invencao poderia fornecer uma alternati-
va para o método de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate). Além dis-
so, 0 método de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate) levou um dia,
enquanto o método da presente invencao foi completado a partir da estabilizacao do
RNA do espécime até a quantificacdo em cerca de 6 horas.

Exemplo 9: Exame de E. coli em produto de leite fermentado

[088]E. coli foi adicionado a Yakult comercial (da Yakult Honsha Co., Ltd.) de mo-
do a proporcionar nimeros bacterianos de 10°, 10", 102, 103, 10* e 10° por mL para
fazer amostras. De cada amostra, 1 mL foi submetido a extragcdo de RNA total, e 1
mL ao método de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate) suando meio
de desoxicolato-agar (37°C, 20+2 horas). O RNA total extraido foi analisado por um

método de RT-PCR quantitativa usando os iniciadores especificos para enterobacte-
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riaceae En-Isu 3F/3'R para examinar a correlagdo entre o valor de Cr resultante e o
namero de células microbianas obtido pelo método de cultura de semeadura em pro-
fundidade (Pour-plate). A extragdo de RNA total foi efetuada como descrito no
Exemplo 2 exceto pela trituracdo de células bacterianas pela adicao de pérolas de
vidro e o0 método de RT-PCR quantitativa foi realizado como descrito no Exemplo 2.
A esse respeito, 1/25 da quantidade do RNA total extraido foi submetido a RT-PCR
quantitativa.

[089]Como resultado, conforme mostrado na Figura 7, o valor de Ct era fortemen-
te correlacionado com o nimero de células microbianas na faixa de 10° a 10° células
por mL. Na Figura 7, o valor de Ct é plotado contra o nimero de log1o células/mL de
Yakult medido por método de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate)
para quantificar E. coli servindo como amostra. O limite quantitativo do método da
presente invencdo era de 10° célula ou mais/mL de Yakult e era comparavel aquele
do método de cultura de semeadura em profundidade (Pour plate). Isso demonstrou
que o método da presente invencao poderia proporcionar uma alternativa para um
método de cultura de semeadura em profundidade (Pour-plate) usando o meio de
cultura oficial (meio de desoxicolato-agar) como descrito na ordem Ministerial refe-
rente ao padrdo composicional, etc. para leite e produtos de leite. Além disso, 0 mé-
todo de cultura de semeadura em profundidade levou um dia, enquanto o método da
presente invencgao foi completado a partir a estabilizacdo do RNA do espécime até a
quantificacdo em cerca de 6 horas.

Exemplo 10: Andlise de lactobacilos e enterococos em fezes humanas por
RT-PCR quantitativa e um método de cultura

[090]0s numeros de células de bactérias dos géneros Lactobacilo e Enterococo
em fezes humanas usando iniciadores conforme os descritos na Tabela 1 e por um
método de cultura. Fezes frescas excretadas foram coletadas de 48 adultos sauda-

veis, tratadas usando o método descrito no Exemplo 6, e submetidas a estabilizacao
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de RNA, extracdo total de RNA e RT-PR quantitativa pelos métodos descritos no
Exemplo 2. A esse respeito, 1/2.000 a 1/200.000 da quantidade do RNA total obtido
foi submetido a RT-PCR quantitativa. Uma aliquota do mesmo diluente fecal foi tam-
bém submetida a quantificacdo de CFU por um método de cultura (o género Lacto-
bacilo: médio LBS, o género Enterococo: médio COBA, 37°C, por 48 horas, em am-
bos os casos). O método de cultura foi de acordo com um método convencional; as
colénias que surgiram foram submetidas a identificacdo de espécies bacterianas por
um teste de propriedade bioquimica (coloragdo de Gram, teste de catalase, API
Strep). O numero de células de bactérias do género Lactobacilo pelo método de RT-
PCR quantitativa foi calculado por combinacao dos nimeros de células de bactérias
obtidos por métodos de RT-PCR quantitativa usando os iniciadores sg-Laci-F/R
(subgrupo Lactobacillus acidophillus), sg-Lsak-F/R (subgrupo Lactobacillus sakei),
sg-Lcas-F/R (subgrupo Lactobacillus ruminis), sg-Lreu-F/R (subgrupo Lactobacillus
reuteri), sg-Lpla-F/R (subgrupo Lactobacillus plantarum), s-Lbre-F/R (Lactobacillus
brevis), s-Lfru-F/R (Lactobacillus fructivorans) e LFer-1/2 (Lactobacillus fermentum).
[091]Como resultado, conforme mostrado na Tabela 4, os numeros de células de
bactérias do género Lactobacilo e do género Enterococo nas fezes humanas foram
quase comparaveis entre 0 método da presente invencao e o método de cultura. Em
contraste, a freqiéncia de deteccao foi alta em ambos os géneros no método da
presente invencao em comparag¢ao com o método de cultura. Isso pareceu ser devi-
do a seguinte razao: (a) bactérias estavam presentes, que pertenciam ao género de
Lactobacilo ou Enterococo agora marcadas mas que nao puderam crescer por cau-
sa do meio de selecao tinham um seletividade mais forte que a necessaria; ou (b) a
seletividade fraca dos meios de selecdo usados levaram ao crescimento, nos meios,
de géneros de bacterianos abundantemente presentes que nao o alvo, que nao
permitiram a deteccdo dos géneros bacterianos alvejados. Os resultados descritos

acima sugeriram que o0 método da presente invencdo nao somente permite a obten-
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cao do numero de células de bactérias compravel aquele obtido por um método de
cultura, como também pode detectar ou quantificar bactérias que anteriormente nao
podiam ser detectadas pelo método de cultura. Além disso, para o método de cultu-
ra, levam-se 7 dias para executar todas as operacgdes, incluindo a identificacdo das
espécies bacterianas, enquanto para o método da presente invencao, todas as ope-

racdes foram completadas em cerca de 20 horas.

Tabela 4
Método de RT-PCR Método de Cultura
Gé | Quantitativa
nero log1o Fre- log1o Fre-
célu- guéncia (%) célu- qguéncia (%)
las/gefezes las/gefezes
La 5,2+1,2 44/46 5,5+1,4 37/4
ctobacilo (96) 6 (80)
Ent 6,2+1,0 46/46 6,2+1,9 23/4
€rococo (100) 6 (50)

Peticao 870170016276, de 13/03/2017, pag. 68/75



1/2

REIVINDICACOES

1. Método para quantificar um microrganismo de interesse, em um estado vi-
vo, usando como um indice uma quantidade de rRNA de um microrganismo de inte-
resse em um espécime a ser testado, o método CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende medir um produto amplificado por um RT-PCR realizado usando frag-
mentos de acido nucleico capazes de hibridizar especificamente ao rRNA do micror-
ganismo de interesse e uma amostra do espécime a ser testado.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
que a medicao do produto amplificado compreende identificar o nimero de ciclos de
PCR quando o produto amplificado atinge uma certa quantidade.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo
fato que o método compreende medir o produto amplificado com o tempo.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que o espécime a ser testado & um espécime deri-
vado de fezes, um alimento, ou um organismo.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que o rRNA do microrganismo de interesse na
amostra do espécime a ser testado € estabilizado no microrganismo.

6. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicagbes 1 a 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que o niumero de células do microrganismo de inte-
resse é quantificado.

7. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicagbes 1 a 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que os fragmentos de acido nucleico capazes de
hibridizar especificamente ao rRNA do microrganismo de interesse sédo, cada um,
um fragmento de &cido nucleico que compreende uma sequéncia de bases descrita

em uma das SEQ ID NOs: 2, 3 e 5 a 28 ou uma sequéncia complementar a esta.
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8. Kit, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende (1) fragmentos de
acido nucleico capazes de hibridizar especificamente ao rRNA de um microrganismo
de interesse e/ou (2) um reagente usado para extracdo de RNA, estabilizacdo de

RNA, ou uma PCR.
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