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DIAGNOSTICO DE VIBRIO HARVEYI, KIT PARA A DETECGAO DO
VIBRIO HARVEYI, METODOS PARA A DETECGAO DA PRESENGA
DO VIBRIO HARVEY| E METODO PARA A QUANTIFICAGAO DA
QUANTIDADE DE VIBRIO HARVEYI". A presente invencéo se refere
aos primers que foram isolados, sendo diagnéstico para a detecgéo do
VIBRIO HARVEYI. Os primers estdo baseados em uma porgdo do
gene de VIBRIO HARVEYI Lux R e podem ser utilizados nos métodos
de teste de amplificacdo direcionada do primer ou hibridizacdo do
acido nucléico.
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“pAR DE SEQUENCIAS DO PRIMER DIAGNOSTICO DE Vi8RIO HARVEY!, KIT
PARA A DETECGAO DO VIBRIO HARVEYI, METODOS PARA A DETECGCAO DA
PRESENCA DO ViBRIO HARVEYI E METODO PARA A QUANTIFICAGCAO DA
QUANTIDADE DE VIBRIO HARVEY!”

REFERENCIA CRUZADA AO PEDIDO DE PATENTE RELACIONADO

O pedido de patente reivindica a prioridade da norma 35 USC §
119 do Pedido de Patente Provisério US 60/853379, depositado em 20 de
outubro de 2006, que ¢é incorporado no presente para todos os propositos.

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengéo se refere ao campo do teste de diagnéstico.
Mais especificamente, novos primers foram desenvolvidos para a utilizagéo na
deteccao do Vibrio harveyi.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

As criagdes de aquicultura e de camardes comerciais sofrem
perdas extensivas devido aos efeitos de uma série de patégenos comuns. @)
Vibrio harveyi, uma bactéria em formato de bastonete, Gram negativo, &
relatado como sendo o patégeno da bactéria mais importante da industria de
aquicultura do camardo. Algumas das linhagens desta bactéria séo altamente
patogénicas para o camardo, enquanto outras linhagens podem ser
consideradas como sendo patégenos oportunistas.

A deteccao do Vibrio harveyi em reprodutores de criadouro € em
pos larvas permite que o camarao infectado seja eliminado antes de entrar em
um sistema de produgdo comercial. Conseqlientemente, uma variedade de
métodos foi desenvolvida para a detecgdo do Vibrio harveyi no camarao,
incluindo os métodos com base em acido nucléico e os métodos imunologicos
(Lightner et al., Aquaculture 164(1). 201 — 220 (1998)). Os métodos de reagéao
da cadeia polimerase (PCR) sdo de interesse particular porque eles sao

simples, rapidos e sensiveis. Os métodos de PCR para a detecgéo do Vibrio
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harveyi, que sao baseados na amplificagéo de diferentes regices diagnéstico
do genoma, foram descritos (vide, por exemplo, Conejero et al., J. Gen. Appl.
Microbiol. 50(3): 137 — 142 (2004); Conejero et al., J. Appl. Microbiol. 95(3): 602
— 611 (2003); e Oakey et al., J. Appl. Microbiol. 95: 1293 — 1303 (2003)).

Todos os métodos acima séo Uteis para a deteccdo do Vibrio
harveyi, entretanto, eles geralmente sofrem de uma falta de especificidade,
sensibilidade ou s@o complexos e demorados. Adicionalmente, devido a
elevada taxa de mutacdo da bactéria, os testes direcionados as diferentes
regides do genoma seriam Uteis. Portanto, ha uma necessidade por um teste
altamente sensivel para o Vibrio harveyi que seja rapido, preciso e faciimente
utilizado na area. O problema citado & enfocado no presente pela descoberta
dos primers com base em uma parte do gene Vibrio harveyi LuxR que pode ser
utilizado nos métodos de ensaio de amplificagédo direcionado ao primer ou de
hibridizagdo do acido nucléico para a detecgéo do Vibrio harveyi sem os
problemas associados as metodologias prévias.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

Em uma realizagdo, a presente invengdo apresenta uma
seqiiéncia do primer diagnéstico Vibrio harveyi isolada conforme apresentado
em SEQ ID No.: 1 ou SEQ ID No.: 2, ou uma molécula de acido nucléico
isolada que é complementar a SEQ ID No.: 1 ou SEQ ID No.: 2.

Em outra realizagdo, a presente invengéao apresenta um par de
seqiiéncias de primer diagnostico do Vibrio harveyi conforme apresentado na
SEQID No.: 1 ena SEQ ID No.: 2.

Em outra realizagéo, a presente invengdo apresenta um kit para a
deteccéao do Vibrio harveyi que compreende um par de seqiiéncias do primer
diagnéstico de Vibrio harveyi descrito no presente.

Em outra realizacdo, a presente invengéo apresenta um método

para a deteccdo da presenga do Vibrio harveyi em uma amostra que
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compreende:

(i) fornecer o DNA a partir de uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi, e

(il) examinar o DNA com uma sonda derivada da seqiiéncia do
primer diagnostico Vibrio harveyi isolado de qualquer uma das SEQ ID No.: 1 —
2 sob condigdes de hibridizagéo apropriadas;

- em que a identificagdo de um fragmento de acido nucléico
hibridizavel confirma a presencga do Vibrio harveyi.

Em outra realizagéo, a presente invengé@o apresenta um método
para a deteccao da presenga do Vibrio harveyi em uma amostra
compreendendo:

(i) fornecer o DNA a partir de uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi,

(i) amplificar o DNA com um par das seqiéncias do primer
diagnéstico de Vibrio harveyi descritas no presente, tal que os produtos da
amplificagdo sao gerados;

- em que a presen¢a dos produtos da amplificagdo confirma a
presenc¢a do Vibrio harveyi.

Em outra realizacdo, a presente invengédo apresenta um método
para a quantificagdo da quantidade do Vibrio harveyi em uma amostra
compreendendo:

(i) fornecer o DNA a partir de uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi,

(i) amplificar dito DNA com um par das seqiéncias do primer
diagnéstico do Vibrio harveyi descritas no presente por ciclagem térmica entre
pelo menos uma temperatura desnaturante e uma temperatura de extensao na
presenga de um agente fluorescente de ligagdo ao acido nucléico ou uma

sonda marcada com fluorescéncia;
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(i) medir a quantidade de fluorescéncia gerada pelo agente
fluorescente de ligagdo ao acido nucléico ou a sonda marcada com
fluorescéncia durante a ciclagem térmica;

(iv) determinar um namero de ciclo limite, em que a quantidade de
fluorescéncia gerada pelo agente fluorescente de ligagéo ao acido nucléico ou
a sonda marcada de modo fluorescente atinge um valor limite fixo acima de um
valor da linha de base; e

(v) calcular a quantidade do Vibrio harveyi na amostra pela
comparagdo do nimero de ciclo limite determinado para o Vibrio harveyi na
amostra com uma curva padrao do numero de ciclo limite versus o logaritmo da
concentragdo padrao determinada utilizando as solugdes padrao de
concentragéo conhecida.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

As diversas realizacbes da presente invengdo podem ser
compreendidas de modo mais amplo a partir da seguinte descricao detalhada,
figura e das descrigbes da sequéncia concomitante, que forma uma parte do
presente pedido de patente.

A Figura 1A mostra a curva de fusdo para o produto Vibrio harveyi
VHL1 e o produto controle da amostra interna de actina formada pela
amplificagdo simultanea por PCR do DNA de Vibrio harveyi e do DNA da
actina, conforme descrito no Exemplo 5. Os valores da temperatura de fuséo
(Tm) do Vibrio harveyi e dos produtos da actina s&o indicados em suas curvas
de fusao correspondentes.

A Figura 1B mostra os resultados de uma separagao por
eletroforese do gel de agarose das amostras contendo o produto Vibrio harveyi
VH1 e o produto controle da amostra interna de actina formado por
amplificacdo simultanea por PCR do DNA de Vibrio harveyi e do DNA da

actina, conforme descrito no Exemplo 5. A quantidade de DNA do Vibrio
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harveyi e do camardo é mostrada acima de cada banda; “M” € uma banda do
DNA de 100 bp.

As seguintes sequéncias obedecem a norma 37 C. F. R. 1.821 -
1.825 (Requirements for Patent Applications Containing Nucleotide Sequences
and/or Amino Acid Sequence Disclosures - the Sequence Rules) e sao
consistentes com o Padrao ST.25 (1998) da Organizacao da Propriedade
intelectual Mundial (WIPO) e a sequéncia que lista as exigéncias do EPO e
PCT (Regras 5.2 e 49.5(a-bis), e Segao 208 e Anexo C das Instrugdes
Administrativas). Os simbolos e o formato utilizado para os dados de sequéncia
do nucleotideo e do aminoacido cumprem com as regras estabelecidas na
norma 37 C.F.R. §1.822.

As SEQ ID Nos: 1 e 2 sao as sequéncias de nucleotideos dos
primers de diagnoéstico do Vibrio harveyi ateis para a detecgao do Vibrio
harveyi.

A SEQ ID No: 3 é a sequéncia de nucleotideos dos padroes de
Vibrio harveyi sintéticos descritos na Secao de Métodos Gerais dos Exemplos.
Esta sequéncia também é a sequéncia de nucleotideos do produto de
amplificacdo obtido utilizando os primers de diagnéstico de Vibrio harveyi,
dados como as SEQ ID No.: 1 e 2, em uma reagao de amplificagéo direcionado
ao primer.

As SEQ ID Nos: 4 — 7 sao as sequéncias de nucleotideos dos
primers de controle da amostra interna no Exemplo 5.

As SEQ ID Nos: 8 e 9 sdo as sequéncias de nucleotideos das
sondas marcadas com fluorescéncia descritas nos Exemplos 6 e 7.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Estdao descritos no presente os primers uteis em testes para a
detecgdo do Vibrio harveyi. Os primers podem ser utilizados nos métodos de

amplificagdo no acido nucléico, bem como nos testes de hibridizagao para a
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deteccéo e quantificagao eficiente do Vibrio harveyi virulento.

Na presente descrigdo, uma série de termos e abreviagbes €
utilizada. As seguintes definicées sao fornecidas e devem ser referidas para a
interpretagao das reivindicagées e do relatorio descritivo.

“Reacdo em cadeia polimerase” é abreviada como PCR.

O termo “sequéncia do primer diagnéstico de Vibrio harveyi
isolado” se refere a uma sequéncia correspondendo a uma porgéo do genoma
de Vibrio harveyi sendo diagnédstico para a presenga do Vibrio harveyi.

Conforme utilizado no presente, um “fragmento de acido nucléico
isolado” & um polimero de RNA ou DNA que é de fita simples ou dupla,
contendo opcionalmente bases de nucleotideo sintético, nédo natural ou
alterado. Um fragmento de acido nucléico isolado na forma de um polimero de
DNA pode ser compreendido de um ou mais segmentos de cDNA, DNA
gendmico ou DNA sintético.

O termo “produto de amplificagdo” ou “amplicon” se refere ao
fragmento de acido nucléico que é produzido durante uma reagdo de
amplificacao direcionada ao primer. Os métodos tipicos da amplificagao
direcionada ao primer incluem a reagcao em cadeia polimerase (PCR), reagao
em cadeia ligase (LCR), amplificagao de deslocamento de fita (SDA) ou outros
processos de amplificagéo isotérmicos. Caso a metodologia do PCR for
selecionada, a composi¢do de replicagao incluiria, tipicamente, por exemplo: os
trifosfatos de desoxinucleotideo, dois primers com sequéncias apropriadas,
uma polimerase de DNA termoestavel e proteinas. Estes reagentes e os
procedimentos descritos em detalhes para sua utilizagdo na amplificacao dos
acidos nucléicos sido fornecidos na patente US 4.683.202 (1987, Mullis, et al.) e
patente US 4.683.195 (1986, Mullis, et al). Se a metodologia LCR for
selecionada, entdo as composi¢cées de replicagao do acido nucléico iriam

compreender, por exemplo: uma ligase termoestavel (por exemplo, ligase T.
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aquaticus), dois conjuntos de oligonucleotideos adjacentes (em que um
membro de cada conjunto € complementar a cada uma das fitas alvo), tampao
de Tris-HCI, KCI, EDTA, NAD, ditiotreitol e DNA de esperma de salm&o. Vide,
por exemplo, Tabor et al., Proc. Natl. Acad. ScL U.S.A., 82:1074 — 1078 (1985).

O termo “primer” se refere a um oligonucleotideo (sintético ou de
ocorréncia natural), que é capaz de agir como um ponto de inicio da sintese de
acido nucléico ou replicacdo junto com uma fita complementar quando
colocada em condicdes em que a sintese de uma fita complementar &
catalisada por uma polimerase.

O termo “ciclagem térmica” se refere a todo o padrao de mudancga
de temperatura utilizado durante certos métodos de amplificagao do acido
nucléico, tais como PCR e LCR. Este processo € comum e bem conhecido no
estado da técnica. Vide, por exemplo, Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis,
T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2° ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press: Cold Spring Harbor, NY (1989); e a patente US 4.683.202 de
Mullis et al., e a patente US 4.683.195 de Mullis et al. Em geral, a ciclagem
térmica do PCR inclui uma etapa de desnaturagéo inicial em alta temperatura,
seguida por uma série repetitiva de ciclos de temperatura designados para
permitir a desnaturagdo do molde, anelamento do primer e prolongamento dos
primers anelados pela polimerase.

O termo “numero de ciclo limite” também referido no presente
como “CT”, se refere ao numero de ciclos durante a ciclagem térmica em que a
quantidade de fluorescéncia devido a formagédo do produto atinge um valor
limite fixo acima de um valor da linha de base.

O termo “sonda” se refere a um oligonucleotideo (sintético ou de
ocorréncia natural) que é significativamente complementar a uma sequéncia
alvo, também referida no presente como um “fragmento” (isto €, a sequéncia a

ser detectada ou uma parte da sequéncia a ser detectada) e forma uma
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estrutura duplicada por hibridizagdo com pelo menos uma fita da sequéncia
alvo. A sonda pode ser marcada para facilitar a detecgéo, por exemplo,
utilizando um marcador fluorescente ou um marcador ligante.

O termo “porcéo inibidora da replicagéo” se refere a qualquer
atomo, molécula ou grupo quimico que esta ligado ao grupo hidroxila 3’
terminal de um oligonucleotideo que ira bloquear a iniciagédo da extensao da
cadeia para a replicacdo de uma fita de acido nucléico. Os exemplos incluem,
mas nao estio limitados a, 3’ dideoxinucleotideos (por exemplo, cordicepina),
fosfato, ligantes (por exemplo, biotina e dinitrofenol), moléculas reporter (por
exemplo, fluoresceina e rodamina), cadeias carbdnicas (por exemplo,
propanol), um nucleotideo ou polinucleotideo ndo pareado ou unidades de
acido nucléico peptideo.

O termo “ndo participatorio” se refere a falta de participagéo de
uma sonda ou primer em uma reagao para a amplificagdo de uma molécula de
acido nucléico. Especificamente, uma sonda ou primer nao participatoria € uma
que nao ira servir como um substrato para, ou ser prolongada por, uma DNA
polimerase. Uma “sonda nao participatéria” & inerentemente incapaz de ser
prolongada na cadeia por uma polimerase. Ela pode ou nao possuir uma
porgao inibitéria da replicagao.

Uma molécula de acido nucléico é “hibridizavel” para outra
molécula de acido nucléico, tal como um cDNA, DNA gendémico ou RNA,
quando uma forma de fita simples da molécula de acido nucléico pode anelar
em outra molécula de acido nucléico em condi¢gdes apropriadas de temperatura
e forca i6nica da solugdo. As condigdes de hibridizag&o e de lavagem sao bem
conhecidas e exemplificadas em Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, 7.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press: Cold Spring Harbor, NY (1989), particularmente capitulo 11 e Tabela

11.1 do mesmo (incorporado inteiramente no presente como referéncia). As
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condigdes de temperatura e forga idnica determinam o “rigor” da hibridizagao.
Para a selecao preliminar dos acidos nucléicos homélogos, as condigbes de
hibridizagéo de baixo rigor, correspondentes a uma temperatura de fusao (Tm)
de 55° C, podem ser utilizadas, por exemplo, 5X SSC, 0,1% SDS, 0,25% de
leite e sem formamida; ou 30% de formamida, 5X SSC, 0,5% SDS. As
condigdes de hibridizagdo de rigor moderado correspondem a um Tm maior,
por exemplo, 40% de formamida, com 5X ou 6X SSC. A hibridizagéo requer
que os dois acidos nucléicos contenham sequéncias complementares, embora
dependendo do rigor da hibridizagdo, os despareamentos entre as bases sao
possiveis. O rigor apropriado para a hibridizagéo dos acidos nucléicos depende
do comprimento dos acidos nucléicos e do grau de complementagéo, variaveis
bem conhecidas no estado da técnica. Quanto maior o grau de similaridade ou
homologia entre duas sequéncias de nucleotideos, maior o valor de Tm para os
hibridos de acidos nucléicos possuindo aquelas sequéncias. A estabilidade
relativa (correspondendo a um Tm maior) das hibridizagdes do acido nucléico
diminui na seguinte ordem: RNA:RNA, DNA:RNA, DNA:DNA. Para os hibridos
maiores que 100 nucleotideos em comprimento, as equagdes para calcular o
Tm foram derivadas (vide Sambrook et al., supra, 9.50 — 9.51). Para as
hibridizagdes com acidos nucléicos mais curtos, isto e, oligonucleotideos, a
posicdo dos despareamentos se torna mais importante, e o comprimento do
oligonucleotideo determina sua especificidade (vide, Sambrook et al., supra,
11.7 — 11.8). Em uma realizagdo, o comprimento para um &cido nucléico
hibridizavel é de pelo menos cerca de 10 nucleotideos. De preferéncia, um
comprimento minimo para um acido nucléico hibridizavel € de pelo menos
cerca de 15 nucleotideos; de maior preferéncia, pelo menos cerca de 20
nucleotideos: e de maior preferéncia, ainda, o comprimento é de pelo menos
30 nucleotideos. Além disso, o técnico no assunto ira reconhecer que a

temperatura e a concentragdo do sal da solugdo de lavagem podem ser
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ajustadas conforme necessario de acordo com os fatores, tais como o
comprimento da sonda.

“Gene” se refere a um fragmento de acido nucléico que
expressa proteinas especifica, incluindo as sequéncias reguladoras que
precedem (sequéncias de nao codificagcéo 5’) e a seguir (sequéncias de
ndo codificagdo 3’) a sequéncia de codificagéo. “Gene nativo” se refere a
um gene conforme encontrado na natureza com suas proprias sequéncias
reguladoras. “Gene quimérico” se refere a qualquer gene que nao € um
gene nativo, que compreende as sequéncias regulatorias e codificadoras
que nao sao encontradas juntas na natureza. Consequentemente, um
gene quimérico pode compreender as sequéncias regulatérias e as
sequéncias de codificagdo que sao derivadas de fontes diferentes ou
sequéncias regulatérias e sequéncias de codificagao derivadas a partir da
mesma fonte, mas dispostas de um modo diferente do que aquela
encontrada na natureza. “Gene enddgeno” se refere a um gene nativo em
seu local natural no genoma de um organismo. Um gene “exégeno” se
refere a um gene ndo normalmente encontrado no organismo hospedeiro,
mas que é introduzido no organismo hospedeiro por transferéncia de
gene. Os genes exdgenos podem compreender os genes nativos
inseridos em um organismo ndo nativo, ou genes quiméricos. Um
“transgene” & um gene que foi introduzido no genoma por um
procedimento de transformacgao.

O termo “ligado de modo operavel” se refere a associagao
das sequéncias de acido nucléico em um unico fragmento de acido
nucléico, tal que a fungao de uma é afetada pela outra. Por exemplo, um
promotor é ligado de modo operavel a uma sequéncia de codificagao
quando é capaz de efetuar a expressao daquela sequéncia de codificagao

(isto é, aquela que a sequéncia de codificagao esta sob o controle
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transcricional do promotor). As sequéncias de codificagdo podem ser
ligadas de modo operavel as sequéncias reguladoras na orientagao sense
ou antisense.

O termo “expressdo”, conforme utilizado no presente, se
refere a transcricdo e a acumulagao estavel do RNA sense (mMRNA) ou
antisense derivado do fragmento de acido nucléico da presente invengéao.
A expressdao também pode se referir a translagdo do mRNA em um
polipeptideo.

Os termos “plasmideo”, “vetor” e “cassete” se referem a um
elemento cromossomal extra que frequentemente carrega os genes que
ndo sdo parte do metabolismo central da célula e, geralmente, na forma
de moléculas de DNA de fita dupla circular. Tais elementos podem ser
sequéncias de replicagdo autdnomas, sequéncias de integragdo do
genoma, fago ou sequéncias de nucleotideos, linear ou circular, de um
DNA ou RNA de fita simples ou dupla, derivado de qualquer fonte, em que
uma série de sequéncias de nucleotideos foi unida ou recombinada em
uma construgdo Unica que é capaz de introduzir um fragmento de
promotor e sequéncia de DNA para um produto do gene selecionado junto
com a sequéncia nao traduzida 3’ apropriada dentro de uma célula. O
“cassete de transformacao” se refere a um vetor especifico contendo um
gene exogeno e possuindo elementos em adicdo ao gene exogeno que
facilitam a transformacao de uma célula hospedeira particular. “Cassete
de expressao” se refere a um vetor especifico contendo um gene exoégeno
e possuindo elementos em adigdo ao gene exdégeno que permitem maior
expressdo daquele gene em um hospedeiro exégeno.

O termo “software de analise de sequéncia” se refere a qualquer
algoritmo de computador ou programa de software que € util para a analise da

sequéncia do nucleotideo ou do aminoacido. O software de analise da
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sequéncia pode estar disponivel comercialmente ou ser desenvolvido
independentemente. O software de analises de sequéncia tipica ira incluir, mas
nio esta limitado a, software integrado GCG dos programas (Wisconsin
Package Versdao 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI),
BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al.,, J. Mol. Biol., 215: 403 — 410
(1990), DNASTAR (DNASTAR, Inc., Madison, WI), e Vector NTi verséo 7.0.
Dentro do contexto do presente pedido de patente, sera entendido que onde o
software analises de sequéncia é utilizado para a analise, em que os resultados
das analises serdo baseados nos “valores predeterminados” do programa
referenciado, salvo indicagdes em contrario. Conforme utilizado no presente,
“valores predeterminados” irdo significar qualquer conjunto de valores ou
parametros que originalmente carregam com o software quando primeiro
inicializado.

O DNA recombinante padrdo e as técnicas de clonagem
molecular utilizadas no presente sdo bem conhecidas no estado da técnica e
sdo descritos por Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press:
Cold Spring Harbor, NY (1989) (a seguir "Maniatis"); e por Ausubel, F. M. et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, publicado por Greene Publishing Assoc,
and Wiley- Interscience (1987).

GENOMA DO VIBRIO HARVEYI

O Vibrio harveyi é o principal patégeno bacteriano do camarao
com uma elevada taxa de mortalidade e uma ampla gama de hospedeiros. O
genoma completo do Vibrio harveyi nao foi sequenciado.

SEQUENCIAS DO PRIMER DIAGNOSTICO VIBRIO HARVEY!

Estao descritas no presente as sequéncias do primer diagnoéstico
Gteis em uma variedade de formatos de testes para a detecgédo altamente

sensivel do Vibrio harveyi. Estes primers s&o direcionados para as regidoes do
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gene LuxR do Vibrio harveyi nao previamente utilizados para a detecgéo Vibrio
harveyi (Showalter et al., J. Bacteriol., 172 (6): 2946 — 2954 (1990), GenBank:
M55260).

As sequéncias do primer foram identificadas empiricamente
utilizando uma série de ferramentas de analise da sequéncia “in silica” (isto &,
com base no computador). Neste processo, uma base de dados foi reunida
contendo todas as sequéncias do genoma de Vibrio harveyi conhecidas. Estas
sequéncias foram primeiro alinhadas e entdo analisadas para os locais do
primer utilizando o software Vector NTI® (InforMax Inc., Bethesda, MD) com
base na homologia com outras sequéncias do genoma de Vibrio harveyi, um
comprimento amplicon especificado, concentragéo do sal, Tm (temperatura de
fusao), teor de C + G e liberdade do grampo e dos parametros de estrutura
secundarios. Os primers prospectivos foram entéo classificados com relagéo as
sequéncias GenBank. Aqueles primers estabelecidos para conter menos de 5
bases de homologia com outras sequéncias de gene nao alvo foram
selecionados para a investigagdo experimental da eficiéncia de amplificagao
por PCR e formagao minima do primer — dimero. Os primers que mostram
ambas a alta eficiéncia de amplificacdo e a formagao primer — dimero minima
foram selecionados para o teste com um grupo de DNA isolado do camarao
infectado com diversos patéogenos do camardo e o DNA do camaréo certificado
ser livre da doenca. Aqueles primers que amplificam todas as linhagens de
Vibrio harveyi e ndo mostram resposta a ambos o DNA do camarao infectado
com os patégenos ndo Vibrio harveyi e ao DNA isolado de diferentes espécies
de camardes livres da doenca certificados foram selecionados como primers
uteis.

As sequéncias de primer descobertas como sendo uteis na
detecgéo do Vibrio harveyi e sua localizagdo no gene LuxR do Vibrio harveyi

sio dadas na Tabela 1. Estes primers podem ser sintetizados utilizando a
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quimica da fosforamidita padrao ou pode ser obtida a partir das companbhias,
tais como a Sigma Genosys (The Woodlands, TX).
TABELA 1

SEQUENCIAS DE PRIMER DIAGNOSTICO DO VIBRIO HARVEYI

Primer, diregdo SEQ ID No. Localizagao do gene LuxR do Vibrio
harveyi (GenBank M55260)

VHL1F, para frente 1 679 - 700
VHL1R, Reverso 2 758 — 737
5 METODOS DE TESTE

As sequéncias do primer descritas no presente podem ser
utilizadas em uma variedade de formatos de ensaio para a detecgédo e a
quantificacdo do Vibrio harveyi. Os dois formatos mais convenientes contam
com métodos de hibridizagdo do acido nucléico ou métodos de amplificagao

10 direcionada do primer, tais como PCR.

METODOS DE TESTE DE AMPLIFICACAO DIRECIONADA DO PRIMER

Em uma realizagéo, a presente sequéncia do primer diagnostico
Vibrio harveyi pode ser utilizada na amplificagdo do acido nucléico direcionada
ao primer para a detecg¢édo da presenga do Vibrio harveyi. Uma variedade de
15 métodos de amplificagdo do acido nucléico direcionado ao primer € bem
conhecida no estado da técnica e é apropriada para a utilizagdo com os
primers descritos no presente. Estes métodos de amplificagdo do acido
nucléico incluem os métodos de ciclagem térmica (por exemplo, reacdo em
cadeia polimerase (PCR) e a reagdo em cadeia ligase (LCR)), bem como os

20 métodos isotérmicos e a amplificagao de deslocamento de fita (SDA).
Os métodos LCR s&o bem conhecidos no estado da técnica (vide,
por exemplo, Tabor et al., Proc. Natl. Acad. ScL U.S.A., 82: 1074 — 1078
(1985)). Tipicamente, as composi¢gdes de replicagdo do acido nucléico

compreendem, por exemplo: uma ligase termoestavel (por exemplo, ligase T.
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aquaticus), dois conjuntos de primers de oligonucleotideos adjacentes (em que
um membro de cada conjunto € complementar a cada uma das fitas alvo),
tampao Tris-HCI, KCI, EDTA, NAD, ditiotreitol e DNA de esperma de salméao.

Os métodos DAS também sdo bem conhecidos no estado da
técnica. Uma discussao detalhada da metodologia SDA é dada por Walker et
al., (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89 : 392 (1992)). Tipicamente, no SDA, dois
primers de oligonucleotideos sao utilizados, cada um possuindo regibes
complementares a apenas uma das fitas no alvo. Apds a desnaturagao por
calor, os fragmentos alvo de fita simples se ligam aos respectivos primers que
estdo presentes em excesso. Ambos os primers contém as sequéncias de
reconhecimento da enzima de restrigio assimétrica localizadas &' das
sequéncias de ligagdo alvo. Cada complexo primer-alvo circula através do
estreitamento e das etapas de polimerizagdo/ deslocamento na presenga de
uma enzima de restricio, um DNA polimerase e trés trifosfatos de
desoxinucleotideos (dNTPs) e um trifosfato de desoxinucleotideo a-tio
(dNTP[aS])).

O método preferido para a detecgao do Vibrio harveyi utilizando
as sequéncias do primer diagndstico descritas no presente € o PCR, que e
descrito por Mullis et al., na patente US 4.683.202 e na patente US 4.683.195,
que sdo ambos especificamente incorporados no presente como referéncia.
Nos métodos PCR, as sequéncias do primer diagnéstico de Vibrio harveyi
descritas no presente s&o utilizadas como um par que € capaz de iniciar uma
reacao de amplificagdo do acido nucléico que amplifica uma regiao dentro do
genoma do Vibrio harveyi. Especificamente, o primer forward VHL1F, dado
como a SEQ ID No: 1, é utilizado com o primer reverso VHL1R dado como
SEQ ID No: 2. Em geral, os dois primers sdo misturados com a amostra de
DNA, uma mistura de quatro desoxinucleotideos trifosfosfatos (isto €, dATP,

dCTP, dTTP e dGTP), uma polimerase de DNA termoestavel, tal como a
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polimerase de DNA Taq, em uma solugéo tampao. Esta mistura € entao ciclada
térmica utilizando um instrumento de ciclagem térmica para amplificar a regiéo
alvo desejada. Os cicladores térmicos estdo disponiveis comercialmente a
partir de muitas fontes (por exemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA);
Brinkmann (Westbury, NY); MJ Research (Waltham, MA); e Stratagene (La
Jolla, CA)).

Em geral, a ciclagem térmica do PCR inclui uma etapa de
desnaturagao inicial em alta temperatura, seguida por uma série repetitiva de
ciclos de temperatura designados para permitir a desnaturagdo do molde, o
anelamento do primer e a extensao dos primers anelados pela polimerase. Em
geral, as amostras sdo aquecidas inicialmente por cerca de 2 a 10 minutos em
uma temperatura de cerca de 95° C para desnaturar a amostra de DNA de fita
dupla. Entdao, no comego de cada ciclo, as amostras sdo desnaturadas por
cerca de 10 a 60 segundos, dependendo das amostras e do tipo de
instrumento utilizado. Apdés a desnaturagéo, os primers séo deixados para
anelar para o DNA alvo em uma temperatura mais baixa, de cerca de 40° C a
cerca de 60° C, por cerca de 20 a 60 segundos. A extensao dos primers pela
polimerase é freqiientemente realizada em uma temperatura que varia de cerca
de 60° C a cerca de 72° C. A quantidade de tempo utilizada para a extensao ira
depender do tamanho do amplicon e do tipo de enzimas utilizadas para a
amplificagdo e & prontamente determinada pela experimentagdo de rotina.
Adicionalmente, a etapa de anelamento pode ser combinada com a etapa de
extensdo, resultando em uma ciclagem de duas etapas. A ciclagem térmica
também pode incluir as mudangas de temperatura adicionais nos testes de
PCR. O namero de ciclos utilizados nos testes depende de muitos fatores,
incluindo os primers utilizados, a quantidade da amostra de DNA presente e as
condi¢cdes de ciclagem térmica. O numero de ciclos a serem utilizados em

qualquer ensaio pode ser prontamente determinado pelo técnico no assunto



10

15

20

25

17

utilizando a experimentagéo de rotina. Opcionalmente, a etapa de extensao
final pode ser adicionada ap6s o término da ciclagem térmica para assegurar a
sintese de todos os produtos de amplificag&o.

Seguinte a amplificagdo, a sequéncia de nucleotideo amplificado
pode estar ligada a um vetor apropriado seguido pela transformacao de um
organismo hospedeiro apropriado com dito vetor. Deste modo, se assegura um
fornecimento mais prontamente disponivel da sequéncia amplificada.
Alternativamente, seguinte a amplificagéao, a sequéncia amplificada ou uma de
suas partes pode ser quimicamente sintetizada para a utilizagao como uma
sonda de nucleotideo para a utilizagdo em um teste de hibridizag&o, conforme
descrito abaixo. Em uma situacao, a sequéncia de DNA da regiéo variavel pode
ser estabelecida utilizando métodos, tais como o método dideséxi (Sanger, F.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 74: 5463 — 5467 (1977)). A sequéncia obtida é
utilizada para guiar a escolha da sonda para o organismo e a(s) sequéncia(s)
mais apropriada(s) é€(sao) selecionada(s).

De modo a detectar a presenga do Vibrio harveyi em uma
amostra suspeita de conter Vibrio harveyi (por exemplo, camarao ou outro
crustaceo) utilizando um método de amplificagéo do acido nucléico direcionado
ao primer, o DNA da amostra deve ser fornecido em uma forma que é capaz de
ser amplificado.

Tipicamente, o DNA deve estar livre da célula e dos materiais da
amostra e pode ser tratado para eliminar as proteinas e outros componentes
celulares. O DNA pode ser obtido da bactéria a partir de qualquer tecido
apropriado, fluido ou material da amostra incluindo, mas nao limitado a, tecido
de camardo (por exemplo, gelras, pleépodes, hemolinfa, musculo, cauda,
pedinculo, estdmago, pata e tecido conectivo), fluidos de lavagem e amostras
do reservatorio de agua. Tipicamente, as células bacterianas s&o isoladas a

partir dos materiais da amostra. Estas amostras podem ser cultivadas em um
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meio de crescimento apropriado, tal como caldo de soja triptica, suplementada
com NaCl, agar de sangue suplementado com NaCl, caldo de Marine ou caldo
de tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS). Alternativamente, o DNA pode ser
extraido diretamente a partir da amostra para teste. As amostras podem ser
suspeitas de conter Vibrio harveyi por uma série de razdes, incluindo a
proximidade de um contaminante conhecido ou n&o, ou podem apenas ser
suspeitas de contaminagdo em virtude da presenga comum de Vibrio harveyi
na industria de camardo comercial. Portanto, uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi pode ser qualquer amostra de DNA descrita acima.

Os métodos para fornecer DNA, que sao apropriados para a
amplificagdo, a partir das amostras sao bem conhecidos no estado da técnica
(Maniatis, supra). O DNA pode ser extraido diretamente a partir do material da
amostra. Alternativamente, o DNA pode ser extraido a partir de uma amostra
bacteriana, por exemplo, ao obter as células por centrifugagéo, lisar as células
com dodecilsulfato de soédio (SDS) e, extrair o DNA com fenol e alcool
cloroférmio — isoamila, conforme descrito por Goarant et al., (Appl. Environ.
Microbiol. 65(3): 1145 — 1151 (1999)). Adicionalmente, o DNA pode ser
fornecido em uma forma que é apropriada para a amplificagéo utilizando um kit
de isolamento do DNA disponivel comercialmente, tal como o QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Valencia CA), o QlAamp Tissue kit (Qiagen) ou o High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). |

Entao, o DNA é amplificado com o par de sequéncias de primer
diagnéstico descritas no presente, utilizando um método de amplificagéao do
acido nucléico, conforme descrito acima. A presenga do produto de
amplificagdo, detectada conforme descrito abaixo, confirma a presenca do
Vibrio harveyi na amostra. Em uma realizagdo, o PCR é utilizado para
amplificar o DNA.

Nos métodos de amplificagao do acido nucléico, os resultados do
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teste podem ser interpretados erroneamente devido a falha do reagente, erros
de procedimento e mau funcionamento do instrumento. Adicionalmente, os
problemas surgem devido a presenca de substancias inibidoras nos materiais
da amostra ou da degradagdo da amostra de DNA ou RNA durante o
processamento da amostra e a recuperagao do acido nucléico. Para superar
estes problemas, os testes de controle interno podem ser realizados em
combinagdo com o ensaio de Vibrio harveyi para alertar os usuarios destes
tipos de erros e para auxiliar na quantificagao dos resultados do teste.

Dois tipos de teste de controle interno podem ser utilizados. Uma
abordagem esta baseada na co-amplificagao de um “controle de molde interno”
(ITC), que é adicionado a mistura do reagente de amplificagao de acido
nucléico antes da reacdo. Uma segunda abordagem esta baseada na co-
amplificagdo de um “controle de amostra interna” (ISC) contido na amostra. Em
ambos os casos, a sequéncia de DNA ou RNA do controle interno € diferente
daquela do DNA de Vibrio harveyi.

O controle da amostra interna pode ser uma sequéncia de gene
de DNA ou RNA conservada ou presente de modo consistente nos materiais da
amostra (por exemplo, tecido e hemolinfa de camarao). Os primers utilizados
para amplificar o DNA ou RNA alvo ISC sao selecionados tal que eles nao
amplificam o DNA de Vibrio harveyi e os primers teste de Vibrio harveyi séao
selecionados tal que eles nao amplificam o controle da amostra interno dos
alvos de DNA ou RNA. Deste modo, os alvos ISC e Vibrio harveyi amplificam
independentemente. No teste, ambos os alvos ISC e o Vibrio harveyi sao
processados utilizando os mesmos reagentes e condigdes. Além disso, ambos
os moldes alvo sdo amplificados utilizando os mesmos reagentes e condigoes
de reacgao. Pelo fato do molde ISC e primers estarem presentes nas amostras
teste, o produto ISC deve ser produzido durante a amplificagao. Se o produto

ISC nao for formado, isto € um indicativo de que a quimica teste n&o funcionou
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corretamente e os resultados do teste Vibrio harveyi estdo incorretos e nao
devem ser confiados. A formagéo do produto ISC correta indica que a quimica
teste funcionou corretamente e supbe-se que o processamento da amostra
Vibrio harveyi e as reagbes teste funcionaram corretamente, tal que o teste
Vibrio harveyi pode ser interpretado mais precisamente.

Os primers ISC podem ser selecionados a partir das sequéncias
de gene dos genes que codificam as proteinas estruturais, enzimas
metabdlicas ou produtos ribossomais das espécies do hospedeiro do patégeno
que estdo sujeitos as infecgdes de Vibrio harveyi. Por exemplo, os primers ISC
podem ser sequéncias de gene derivadas a partir do gene de actina do
camarao, ou genes ribossomais 18S, 23S ou 55 do camaré&o, ou outros genes
constitutivos nos organismos hospedeiros. Os exemplos apropriados dos pares
de primer ISC incluem, mas nao estao limitados a, SEQ ID Nos: 4 e 5 e SEQ ID
Nos: 6 e 7,derivado a partir do gene de actina 1 do Penaeus monodon
(GenBank AF100986), conforme mostrado na Tabela 2.

TABELA 2

CONTROLE DA AMOSTRA INTERNA (ISC) DAS SEQUENCIAS DE PRIMER

Primer, direcao SEQ ID No: Localizagao do gene de actina 1
(GenBank AF100986)
ActinF2, para frente 4 391 - 411
ActinR2, reverso 5 608 — 629
ActinF3, para frente 6 326 — 346
ActinR3, reverso 7 553 - 574

Em uma realizagdo, pelo menos um par de primers ISC esta
incluso na mistura do reagente de amplificagdo do acido nucléico de modo a
produzir um produto de controle da amostra interna na reagédo de amplificagao.
Em uma realizacgéo, pelo menos um par dos primers ISC é selecionado a partir

do grupo que consiste nas SEQ ID Nos:4e5e SEQID Nos:6e 7.
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Adicionalmente, o controle do molde interno (ITC) pode ser
utilizado para trazer vantagem aos primers teste de Vibrio harveyi para auxiliar
na quantificagdo da resposta teste. As exigéncias do primer para o ITC sao
similares aquelas dos primers ISC com a excegéo de que ambos 0 molde ITC e
os primers s&o adicionados a mistura do reagente de amplificagdo. Os primers
ITC sao selecionados tal que eles nao amplificam o DNA ou RNA gendémico a
partir das espécies teste, tal como camarao, que estao sujeitos a infecgao pelo
Vibrio harveyi. O molde ITC é adicionado em uma concentragao conhecida, tal
que o numero de copias por reagéo & conhecido. Pelo fato do molde ITC estar
incluso na mistura do reagente de amplificagédo, o produto ITC é fabricado
durante a amplificagdo. A quantidade de produto ITC ira variar de reagao para
reagdao dependendo da eficiéncia de amplificagdo da reagdo e de outras
variaveis. Uma vez que estas mesmas variaveis também afetam a amplificagao
do DNA do Vibrio harveyi, a quantidade do produto de Vibrio harveyi produzida
estara proporcionalmente relacionada a quantidade do produto ITC produzido
na reagao. Portanto, o numero de copias do molde de Vibrio harveyi no teste
pode ser deduzido a partir da proporcionalidade entre o ITC originalmente
adicionado, o produto ITC formado e o produto Vibrio harveyi produzido. A
formagao relativa do produto pode ser determinada em unidades de CT quando
as sondas internas marcadas sao utilizadas ou pela derivagéo das curvas de
fusao na temperatura de fusao respectiva do produto.

As sequéncias do primer ITC podem ser designadas
racionalmente ou derivadas a partir das sequéncias de genes das espécies nao
testadas, tais como outras viroses ou genes de vegetais e animais que nao
estao presentes nas amostras teste. Deste modo, os materiais da amostra nao
contém outros DNA ou RNA que poderiam ser amplificados pelos primers ITC.

Em uma realizagdo, pelo menos um controle do molde interno e

pelo menos um par de primers ITC estao inclusos na mistura do reagente de
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amplificag@o do acido nucléico de modo a produzir pelo menos um produto de
ITC na reagao de amplificagao.

Uma variedade de métodos de detecgdao, que sao bem
conhecidos no estado da técnica, pode ser utilizada nos métodos descritos no
presente. Estes métodos de detecgdo incluem, mas nao estédo limitados a,
eletroforese em gel de nao desnaturagéo padréo (por exemplo, acrilamida ou
agarose), eletroforese em gel de gradiente de desnaturagao, eletroforese em
gel de gradiente de temperatura, eletroforese capilar e detecgéo de
fluorescéncia.

Os métodos de deteccdo de fluorescéncia fornecem uma
detecgao rapida e sensivel dos produtos da amplificagdo. A deteccao da
fluorescéncia também fornece a capacidade de deteccdo em tempo real, em
que a formagéo dos produtos da amplificagdo € monitorada durante o processo
de ciclagem térmica. Adicionalmente, a quantidade do alvo inicial pode ser
quantificada utilizando a detecgdo por fluorescéncia. A detecgao por
fluorescéncia pode ser realizada pela adigdo de um agente fluorescente de
ligagdo ao acido nucléico na mistura de reagéo, antes ou ap6s O processo de
ciclagem térmica. De preferéncia, o agente fluorescente de ligagédo ao acido
nucléico é um corante de intercalagédo que & capaz de insergao nao covalente
entre os pares de base sobrepostos na dupla hélice do acido nucléico.
Entretanto, os agentes fluorescentes de ligagdo ao acido nucléico nao
intercalantes também sado apropriados. Os exemplos nao limitantes dos
agentes fluorescentes de ligagdao ao acido nucléico uUteis nos métodos da
presente invengao sdo o brometo de etidio e o SYBR® Green | (disponivel pela
Molecular Probes; Eugene, OR). A adigao do agente fluorescente de ligagac ao
acido nucléico na mistura de reagdo antes da ciclagem térmica permite o
monitoramento da formagdo dos produtos de amplificagdo em tempo real,

conforme descrito por Higuchi (patente US 5.994.056). Os cicladores térmicos
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capazes de realizar medidas de fluorescéncia em tempo real estao disponiveis
comercialmente a partir de companhias, tais como Applied Biosystems (Foster
City, CA), MJ Research (Waltham, MA) e Stratagene (La Jolla, CA). Seguinte a
amplificagéo, a confirmagéo do produto de amplificagéo pode ser avaliada pela
determinagdo da temperatura de fusdo do produto utilizando os métodos
conhecidos no estado da técnica, por exemplo, pela geragdo de uma curva de
fusao utilizando a medida de fluorescéncia.

A deteccdo da fluorescéncia dos produtos da amplificagéo
também pode ser realizada utilizando outros métodos conhecidos no estado da
técnica, tais como a utilizagdo de uma sonda marcada de modo fluorescente. A
sonda compreende uma sequéncia complementar a pelo menos uma parte do
produto de amplificagdo. Os exemplos néo limitantes de tais sondas incluem as
sondas TaqMan® (Applied Biosystems) e Molecular Beacons (Goel et al., J.
Appl. Microbiol., 99(3): 435 — 442 (2005)). Por exemplo, as sequéncias do gene
para a construgdo das sondas marcadas de modo fluorescente, para. a
utilizacdo com os primers de Vibrio harveyi descritos no presente, podem ser
selecionadas pela analise dos genes do Vibrio harveyi e dos amplicons teste
utilizando o software disponivel comercialmente, tal como Primer Express® v2.0
(Applied BioSystems Inc., Foster City Califérnia), conforme descrito com
detalhes nos Exemplos 6 e 7. As sequéncias das sondas s&do selecionadas
para se incluirem nas extremidades proximais dos amplicons teste do Vibrio
harveyi especifico. As sequéncias de sonda apropriadas incluem, mas nao
estao limitadas, as sequéncias apresentadas na SEQ ID Nos: 8 e 9. As sondas
podem ser marcadas de modo fluorescente utilizando os métodos conhecidos
no estado da técnica, tais como aqueles descritos abaixo para marcar as
sondas de hibridizagcdo. Para a deteccdo fluorescente em tempo real, as
sondas podem ser duplamente marcadas. Por exemplo, a extremidade 5’ da

sonda pode ser marcada com um fluoréforo, tal como o 6FAM ™ (Applied
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BioSystems) e a extremidade 3’ pode ser marcada com um corante silenciador,
tal como o 6-carboxitetrametilrodamina (TAMRA). No caso de uma sonda de
ligagdo no sulco secundario, a extremidade 3’ pode ser marcada com um
corante silenciador e um complexo ligante no sulco secundario. As sondas
marcadas de modo fluorescente podem ser obtidas a partir das fontes
comerciais, tal como o Applied BioSystems.

Em uma realizagdo, a presente invengédo apresenta um método
para a quantificagdo da quantidade de Vibrio harveyi em uma amostra. Nesta
realizacdo, o RNA é fornecido a partir de uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi, conforme descrito acima. O DNA & amplificado com pelo menos
um par de primers de oligonucleotideo descrito no presente por ciclagem
térmica entre pelo menos uma temperatura de desnaturacdo e uma
temperatura de extenséo na presenga de um agente fluorescente de ligacao ao
acido nucléico ou uma sonda marcada de modo fluorescente. A quantidade de
fluorescéncia gerada pelo agente fluorescente de ligagao ao acido nucléico ou
a sonda marcada de modo fluorescente é medida durante a ciclagem térmica.
A partir das medidas da fluorescéncia, o nimero de ciclos limite & determinado
em que a quantidade de fluorescéncia gerada pelo agente fluorescente de
ligagdo ao acido nucléico ou a sonda marcada de modo fluorescente atinge um
valor limite fixo acima de um valor da linha de base. Um numero limite do ciclo
¢é referido no presente como o numero ou valor CT. O nimero CT pode ser
determinado manualmente ou determinado automaticamente pelo instrumento.
Para determinar o numero CT, a fluorescéncia da linha de base é determinada
para cada amostra durante os ciclos de amplificagao iniciais. Um algoritmo
matematico é entao empregado para estabelecer o quanto uma mudanca
estatisticamente significativa na fluorescéncia seria necessaria para que o0 sinal
de fluorescéncia estivesse acima da base. O numero de ciclos em que a

fluorescéncia excede este limite é referido como o numero CT. Tipicamente,
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quanto mais DNA presente na amostra no inicio da ciclagem térmica, menor o
numero de ciclos sera necessario para atingir o valor limite. Portanto, o numero
CT esta inversamente relacionado com a quantidade inicial de Vibrio harveyi na
amostra. Apos o numero CT para a amostra Vibrio harveyi ser determinado, a
quantidade de Vibrio harveyi originalmente presente na amostra pode ser
calculada pela comparagdo do numero de ciclos limite determinado para o
Vibrio harveyi na amostra com uma curva padrao do nuamero de ciclos limite
versus o logaritmo da concentragdo do molde determinado utilizando as
solugbes padrao de concentragdo conhecida, conforme é bem conhecido no
estado da técnica.

METODOS DE HIBRIDIZACAO DO Acipo NUCLEICO

Os componentes basicos de um teste de hibridizagédo do acido
nucléico para o Vibrio harveyi incluem uma sonda de DNA, uma amostra
suspeita de conter Vibrio harveyi e um método de hibridizagao especifico. As
sondas da presente invengao sao sequéncias de acido nucléico de fita simp]es
que sdao complementares as sequéncias de acido nucléico para serem
detectadas e s3o “hibridizaveis” as mesmas. Tipicamente, nos métodos de
hibridizagso, o comprimento da sonda pode variar a partir de tao pouco quanto
5 bases a diversos quilobases e ird depender do teste especifico a ser
realizado. Apenas parte da molécula da sonda precisa ser complementar a
sequéncia do 4acido nucléico a ser detectado. Em adicdo, a
complementariedade entre a sonda e a sequéncia alvo nao precisa ser perfeita.
A hibridizacao ocorre entre moléculas imperfeitamente complementares com o
resultado que certa fracéo das bases na regido hibridizada nao é pareada com
a base complementar apropriada.

As sondas de DNA descritas no presente sao derivadas a partir
das sequéncias do primer diagnoéstico de Vibrio harveyi descritas acima.

Conforme utilizado no presente, a frase “derivada a partir das sequéncias do
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primer diagnéstico de Vibrio harveyi” significa que as sondas de DNA podem
ser as sequéncias do primer diagnéstico de Vibrio harveyi, as sequéncias do
produto de amplificagdo obtidas a partir do mesmo utilizando um método de
amplificagao do acido nucléico, partes das sequéncias do primer diagnéstico de
Vibrio harveyi ou as sequéncias do produto de amplificagéo ou as sequéncias
complementares completas de qualquer uma das sequéncias mencionadas
acima. O termo “parte” conforme utilizado acima se refere a qualquer parte das
sequéncias do primer diagnéstico de Vibrio harveyi ou dos produtos de
amplificagdo obtidos a partir do mesmo que € menos de que a sequéncia
completa. De preferéncia, o comprimento da porcao para a utilizagdo como
uma sonda é de pelo menos 15 bases, de maior preferéncia, pelo menos cerca
de 20 bases. Os exemplos nao limitantes de sondas de DNA derivadas a partir
das sequéncias do primer diagnéstico de WSSV incluem as sequéncias do
primer diagnéstico de Vibrio harveyi dadas como as SEQ ID No: 1e?2 as
sequéncias do produto de amplificagdo dadas como SEQ ID No: 3 e suas
sequéncias complementares completas.

A sonda pode ser marcada para facilitar a detecgé@o. Os métodos
para ligar os marcadores nas sondas de acido nucléico sao bem conhecidos no
estado da técnica. Por exemplo, a sonda pode ser marcada durante a sintese
pela incorporagdo dos nucleotideos marcados. Alternativamente, a marcacao
da sonda pode ser realizada pela tradugéo estreita ou marcagao final. A marca
pode compreender um fluoréforo para a detecgéo da fluorescéncia, ou um
ligante, tal como a biotina, que é detectada utilizando uma molécula de ligacao
marcada por enzima que se liga ao ligante (por exemplo, streptavidina marcada
por enzima) subsequente a hibridizagao.

De modo a detectar a presenga de Vibrio harveyi em uma
amostra suspeita de conter Vibrio harveyi, o dNA ¢ fornecido a partir da

amostra, conforme descrito acima. A amostra de DNA € deixada disponivel
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para entrar em contato com a sonda antes que qualquer hibridizagao da sonda
e a molécula alvo possa ocorrer. Portanto, o RNA deve estar livre da célula e
colocado nas condicdes apropriadas antes que a hibridizagao possa ocorrer.
Adicionalmente, em algumas realizagdes, pode ser desejavel purificar o DNA
para eliminar as proteinas, lipideos e outros componentes celulares. Uma
variedade de métodos de purificagdo do acido nucléico, tal como a extragéao de
fenol — cloroférmio, &€ conhecida pelos técnicos no assunto (Maniatis, supra).
Adicionalmente, os kits estdo disponiveis a partir de fontes comerciais para a
extragdo e purificagdo do RNA, conforme descrito acima. A purificagédo da pré-
hibridizacdo é particularmente Uutil para os testes de hibridizagao do filtro
padrao.

Em uma realizagdo, os testes de hibridizagdo podem ser
realizados diretamente nos lisados celulares, sem a necessidade de extrair os
acidos nucléicos. Isto elimina as diversas etapas a partir do processo de
manuseio da amostra e acelera o teste. Para realizar tais testes em lisados de
células n3o processadas, um agente caotropico € tipicamente adicionado nos
lisados celulares preparados conforme descrito acima. O agente caotropico
estabiliza os acidos nucléicos pela inibicdo da atividade da nuclease. Além
disso, o agente caotrépico permite a hibridizagao sensivel e rigida das sondas
de oligonucleotideos curtas no DNA em uma temperatura ambiente (Van Ness
and Chen, Nucl. Acids Res., 19: 5143 — 5151 (1991)). Os agentes caotropico
apropriados incluem o cloreto de guanidinio, tiocianato de guanidinio, tiocianato
de sadio, tetracloroacetato de litio, perclorato de sédio, tetracloroacetato de
rubidio, iodeto de potassio e trifluoroacetato de césio, entre outros.
Tipicamente, o agente caotropico esta presente em uma concentragao final de
cerca de 3 M. Caso desejado, é possivel adicionar formamida na mistura de
hibridizacao, tipicamente, de 30 a 50% em volume.

Os métodos de hibridizagdo sdo bem definidos e incluem os
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métodos de hibridizacdo da solugao (isto &, homogénea) e da fase sélida (isto
é, heterogénea). Tipicamente, a amostra de RNA & sondada (isto é, colocada
em contato em condicdes que irdo permitir a hibridizagdo do acido nucléico)
com uma sonda derivada a partir as sequéncias do primer diagnoéstico do Vibrio
harveyi descritas no presente. Isto envolve o contato da sonda e da amostra de
DNA na presenca de um sal inorganico ou organico nas condigbes de
concentragdo e temperatura apropriadas. A sonda e a amostra de acidos
nucléicos devem estar em contato por um tempo suficientemente longo, tal que
qualquer hibridizagdo possivel entre a sonda e a amostra de acido nucléico
possa ocorrer. A concentragdo da sonda ou alvo na mistura ira determinar o
tempo necessario para a ocorréncia da hibridizagdo. Quanto maior a
concentragdo da sonda ou do alvo, menor o tempo necessario de incubagao da
hibridizagao.

As diversas solugdes de hibridizagdo podem ser empregadas.
Tipicamente, estas podem compreender de cerca de 20 a 60% em volume, de
preferéncia, 30% de um solvente orgénico polar. Uma solugao de hibridizagao
comum emprega cerca de 30 a 50% em volume de formamida, cerca de 0,15 a
1 M de cloreto de sddio, cerca de 0,05 a 0,1 M de tampdes, tais como o citrato
de sédio, Tris-HCI, PIPES ou HEPES (o pH varia de cerca de 6 a 9), cerca de
0,05 a 0,2% de detergente, tal como o dodecilsulfato de sodio (SDS), entre 0,5
e 20 mM de EDTA, FICOLL (Amersham Bioscience Inc., Piscataway, NJ) (peso
molecular de cerca de 300 a 500 quilodaltons), polivinilpirrolidona (peso
molecular de cerca de 250 a 500 quilodalton) e soroalbumina. Também podem
estar inclusos em uma solucao de hibridizagéo tipica os acidos nucléicos de
veiculo ndo marcado a partir de cerca de 0,1 a 5 mg/mL, DNA nucléico
fragmentado (por exemplo, timo de bezerro ou DNA de esperma de salmao ou
RNA de levedura) e, opcionalmente, de cerca de 0,5 a 2% em peso por volume

de glicina. Outros aditivos também podem ser inclusos, tais como os agentes
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de exclusdo do volume que incluem uma variedade de agentes com
capacidade de intumescer ou hidrossoluveis polares (por exemplo, polietileno
glicol), polimeros anidnicos (por exemplo, poliacrilato ou polimetilacrilato) e
polimeros de sacarideo anidnicos (por exemplo, sulfato de dextrano).

A hibridizagcao de acido nucléico & adaptavel a uma variedade de
formatos de teste. Um dos mais apropriados € o formato de teste do sanduiche.
O teste do sanduiche é particularmente adaptavel a hibridizagao nas condigcbes
nao desnaturantes. Um componente principal de um teste do tipo sanduiche é
um suporte solido. O suporte sélido tem adsorvido a ele, ou acoplado
covalentemente ao mesmo, uma sonda de captura de acido nucléico
imobilizado que ndo € marcada e é complementar a uma porgao da sequéncia
de DNA da amostra. As sondas particularmente Uteis na presente invengao séo
aquelas derivadas a partir das sequéncias de diagnéstico do Vibrio harveyi
presentes, conforme descrito acima. O DNA capturado é detectado utilizando
uma segunda sonda que € marcada, conforme descrito acima, e é
complementar a uma porgao diferente da amostra da sequéncia de DNA. O
marcador pode ser detectado utilizando os métodos conhecidos no estado da
técnica (por exemplo, fluorescéncia, quemiluminescéncia, teste de enzima do
par ligante e similares).

Os métodos de hibridizagdo também podem ser utilizados em
combinagdao com os métodos de amplificagdo do acido nucléico, tais como o
PCR. Por exemplo, as presentes sequéncias de diagnéstico do Vibrio harveyi
podem ser utilizadas como as sondas de deteccao bloqueadas 3' em um
formato de teste homogéneo ou heterogéneo. Por exemplo, uma sonda gerada
a partir das presentes sequéncias pode ser 3’ bloqueadas ou nao participatoria
e nao serao prolongadas por, ou participam de, uma reacgéo de amplificagcéo de
acido nucléico. Adicionalmente, a sonda incorpora um marcador que pode

servir como um ligante reativo a age como um ponto de ligagdo para a
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imobilizacdo do hibrido da sonda/ analito ou como um repérter para produzir o
sinal detectavel. Consequientemente, o DNA gendmico isolado a partir de uma
amostra suspeita de acolher o Vibrio harveyi &€ amplificado pelos protocolos de
amplificagéo direcionados por primer padrao na presenca de um excesso da
sonda de detecgdo 3’ bloqueada para produzir os produtos da amplificacao.
Pelo fato da sonda ser 3’ blogqueada, ela nao participa ou interfere na
amplificagao do alvo. Ap6s a amplificagdo do ciclo final, a sonda de detecgéo
se anela na porgdo relevante do DNA amplificado e o complexo anelado é
entao capturado no suporte através do ligante reativo.

A presente sonda ¢é versatil e pode ser designada em diversas
formas alternativas. A extremidade 3' da sonda pode ser bloqueada na
participagdo em uma reagéo de extensdo do primer pela incorporagao ou
ligacdo de uma porgao inibidora da replicagédo. As porgoes inibidoras da
replicagao tipicas incluem, mas nao estéo limitadas a, didesoxinucleotideos, 3’
desoxinucleotideos, uma sequéncia de nucleosideos ou nucleotideos nao
pareados, grupos 3’ fosfato e agentes quimicos, tais como a biotina,
dinitrofenol, fluoresceina, rodamina e cadeias carbénicas. O inibidor da
replicagido & ligado covalentemente ao grupo 3’ hidroxi do nucleotideo 3’
terminal da sonda nao participatéria durante a sintese quimica, utilizando a
quimica do fosforamidita de cianoetila padrao. Este processo utiliza a quimica
da sintese da fase solida, em que a extremidade 3’ é ligada covalentemente a
um suporte insoltvel (vidro de poro controlado, ou “CPG”) enquanto a cadeia
recém sintetizada cresce no término 5. Dentro do contexto da presente
invengdao, os 3-desoxiribonucleotideos s&o os inibidores da replicagcao
preferidos. A cordicepina (3-desoxiadenosina) € a de maior preferéncia. Uma
vez que a cordicepina estara ligada na extremidade terminal 3’ da sonda, a
sintese é iniciada a partir da cordicepina ligada covalentemente ao CPG, 5-

dimetoxitritil-N-benzoil-3-desoxiadenosina (cordicepin), 2-succinoil alquilamino
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de cadeia longa CPG (Glen Research, Sterling, VA). O grupo dimetoxitritil é
removido e o inicio da sintese de cadeia comega no grupo hidroxila 5’
desprotegido da cordicepina de fase sélida. Apds o término da sintese, a sonda
de oligonucleotideo é clivada do suporte sélido deixando um grupo hidroxila 2’
livre na cordicepina ligada terminalmente ao 3’. Outros reagentes também
podem ser ligados ao término 3’ durante a sintese da sonda néao participatéria
para servir como inibidores da replicagao. Estes incluem, mas néao estao
limitados a, outras 3-desoxiribonucleotideos, biotina, dinitrofenol, fluoresceina e
digoxigenina. Os suportes CPG, derivatizados com cada um destes reagentes,
estao disponiveis a partir de fontes comerciais (por exemplo, Glen Research,
Sterling, VA; e Clontech Laboratories, Palo Alto, CA).

Alternativamente, a amplificagéo assimétrica pode ser utilizada
para gerar uma fita complementar a sonda de detecgao. As condi¢cdes do PCR
assimétrico para a produgao do DNA de fita simples sao similares as condigdes
descritas acima para PCR; entretanto, as concentragbes do primer sao
ajustadas tal que um primer estd em excesso e o outro primer & limitante. E
considerado que este procedimento aumentaria a sensibilidade do método.
Este melhoramento na sensibilidade ocorreria pelo aumento do namero de fitas
simples disponiveis para a ligagdo com a sonda de detecgao.

AVALIAGAO DA INATIVAGAO DO VIBRIO HARVEYI]

Os métodos para a detecgdo da presencga e a quantificagéo da
quantidade de Vibrio harveyi em uma amostra descrita no presente podem ser
utilizados para avaliar a extensao da inativagéo do Vibrio harveyi. Por exemplo,
os métodos descritos no presente podem ser utilizados em combinagéo com
um tratamento quimico para melhorar a salde e o crescimento do camarao.
Especificamente, durante a produgédo e o crescimento do camarao, as
amostras tomadas das instalagées de produgdo, ou as amostras tomadas do

ambiente dos camardes foram amostradas e testadas quanto a presenga do
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Vibrio harveyi utilizando os métodos descritos no presente. Se o Vibrio harveyi
for encontrado, as instalagcdes e/ou o camarao podem ser tratados para matar
ou controlar o virus. Pelo fato da elevada sensibilidade do teste, o Vibrio
harveyi pode ser detectado precocemente, antes da devastagédo e perda do
cultivo. Portanto, a utilizagdo dos métodos descritos no presente em
combinagdo com a intervengdo quimica pode aprimorar a eficiéncia de
produgédo e o rendimento. Os exemplos de tratamentos quimicos incluem, mas
nao estao limitados a, desinfetantes oxidativos, tais como o desinfetante
Virkon® S (uma marca comercial registrada da E. |. Du Pont de Nemours and
Co.), 4acidos peracéticos, peréxido de hidrogénio, permanganato,
monopersulfato de potassio, acido hipocloroso, hipoclorito, iodo e similares;
probiéticos, imunoestimulantes, suplementos alimentares. Apos o tratamento
quimico, o camarao pode ser amostrado e testado novamente para determinar
se o tratamento foi bem sucedido na erradicagéo da bactéria.
KiTs DE DETECCAO

Em outra realizagao, a presente inveng¢ao apresenta um kit para a
deteccao do Vibrio harveyi com base em um método de amplificagéo do acido
nucléico. O kit compreende um par das sequéncias do primer diagnéstico do
Vibrio harveyi, conforme descrito acima. Adicionalmente, o kit pode ainda
compreender pelo menos um dos seguintes reagentes: uma polimerase de
DNA termoestavel, uma mistura de quatro desoxinucleotideos trifosfato
diferentes, um agente de fluorescéncia de ligagdo ao &acido nucléico, pelo
menos um par dos primers de controle da amostra interna, pelo menos um
controle do molde interno e pelo menos um par dos primers de controle do
molde interno, e uma sonda que compreende uma sequéncia complementar a
uma porgéo de pelo menos uma regido do acido nucléico dentro do genoma
Vibrio harveyi que é capaz de ser amplificado com as sequéncias do primer

diagnéstico do Vibrio harveyi contidos no kit. Os primers e outros reagentes do
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kit podem estar em diversas formas, tais como liquido, seco ou tablete e podem
estar presentes em qualquer recipiente apropriado ou recipientes multiplos, tais
como frascos, tubos e similares.

Em outra realiza¢éo, a presente invengao apresenta um kit para a
detecgao do Vibrio harveyi com base em um método de hibridizagao do teste
do tipo sanduiche. Este kit compreende um primeiro componente para a
colegdo das amostras a partir de um camarao ou outro crustaceo suspeito de
ter contraido o Vibrio harveyi e tampbes para o espalhamento e a lise da
amostra. Um segundo componente inclui meios na forma seca ou liquida para
a hibridizagdo dos acidos nucléicos do alvo e da sonda, bem como para a
remogao das formas indesejaveis e nao hibridizadas por lavagem. Um terceiro
componente inclui um suporte soélido (por exemplo, vara, granulo e similares)
sobre o qual é (sdo) fixada(s) (ou ao qual é conjugado) a(s) sonda(s) de acido
nucléico ndo marcada(s) que é (sao) derivada(s) das sequéncias de primer
diagnéstico de Vibrio harveyi isolado descritas no presente. Um quarto
componente contém a sonda marcada que é complementar a uma segunda e
diferente regido da mesma fita de DNA a qual a sonda de acido nucléico nao
marcada e imobilizada do terceiro componente é hibridizada. A sonda marcada
também pode ser derivada a partir das sequéncias de primer diagndstico de
Vibrio harveyi isolado descritas no presente.

EXEMPLOS

A presente invengao é ainda definida nos seguintes Exemplos.
Deve ser entendido que estes exemplos, enquanto indicam as realizagdes
preferidas da presente invengao, sdo dados apenas como meio de ilustragado. A
partir da discussdo acima e destes Exemplos, um técnico no assunto pode
certificar as caracteristicas essenciais da presente invengao e, sem se desviar
do seu espirito e escopo, pode realizar diversas mudancas e modificagbes da

presente invengéo para adapta-la a diversos usos e condigées.
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O significado das abreviagdes & conforme segue: “s” significa
segundo(s), “min” significa minuto(s), “hr” significa hora(s), "d" significa dia(s),
"uL" significa microlitro(s), "mL" significa millilitro(s), "L" significa litro(s), "uM"
significa micromolar, "mM" significa millimolar, "nM" significa nanomolar, "M"
significa molar, "mmol" significa millimol(s), "umol" significa micromoil(s), "ng"
significa nanograma(s), "fg" significa femtograma(s), "ug" significa
micrograma(s), "mg" significa miligrama(s), "g" significa grama(s), "nm" significa
nanémetro(s), "mU" significa milliunidade(s), "U" significa unidade(s), "rxn"
significa reagao(6es), "PCR" significa reacao de polimerase em cadeia, "OD"
significa a densidade optica, “OD2s0” significa a densidade optica medida em
um comprimento de onda de 260 nm, “OD2go” significa a densidade O6ptica
medida em um comprimento de onda de 280 nm, ODazsorze0" significa a
proporgdo do valor ODzgo para o valor ODgzso, "rpm” significa revolugbes por
minuto, "CT" significa o numero do ciclo em que um desenvolvimento na
fluorescéncia na reagao excede o limiar de detecgéo e "SPF" significa livre do
patégeno especifico certificado.

METODOS GERAIS

O DNA recombinante padriao e as técnicas de clonagem
molecular utilizadas nos Exemplos sdo bem conhecidos no estado da técnica e
descritos por Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1989, por T. J. Silhavy, M. L. Bennan, and L. W. Enquist, Experiments
with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1984, e por Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Assoc, e Wiley- Interscience, N.Y., 1987.

As analises das sequéncias do genoma e do primer designado
foram realizadas utilizando o Conjunto de Vetor® NTI disponivel a partir

InforMax Inc. (Bethesda, MD).
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As enzimas e reagentes utilizados no presente foram adquiridos a
partir dos seguintes fornecedores:

- Applied Biosystems, Foster City, CA: AmpliTaqg (Catalogo No.
N808-0160);

- New England Biolabs, Beverly, MA: mistura de solugao de
desoxinucleotideo (Catalog No. N0447S);

- Sigma Genosys, The Woodlands, TX: Oligonucleotideos;

- Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA: 4% Agarose E-gels
(Catalog No. G6018-02);

- Qiagen, Valencia, CA: Proteinase K (Catalogo No. 19131); e

- RNase A, livre de DNase (Catalogo No. 19101).

Adicionalmente, os kits e reagentes foram adquiridos a partir dos
seguintes fornecedores: SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA; Catalogo No. 4309155); e QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA; Catalogo No. 51304).

As seguintes linhagens bacterianas foram obtidas a partir da
American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA:!

- Vibrio harveyi ATCC 25919,

- Vibrio harveyi ATCC 14126,

- Vibrio splendidus ATCC 33871,

- Vibrio anguillarum ATCC 43312,

- Vibrio alginolyticus ATCC 33839,

- Vibrio penaeicida ATCC 51842,

- Vibrio proteolytics ATCC 53559,

- Escherichia coli ATCC 25922,

- Escherichia coli ATCC 11229,

- Bacillus subtilis ATCC 82,

- Pseudomonas fluorescens Migula ATCC 700830.
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As linhagens de Vibrio foram cultivadas em agar ou caldo Marine
2216 (DIFCO, Detroit, MI, Catalogo No. 279110) a 30° C com ou sem agitagcao.

As amostras de DNA de camarao foram obtidas a partir de
Donald V. Lightner, Department of Veterinary Science and Microbiology, The
University of Arizona, Tucson, AZ 85721 , USA. Estes incluiam as amostras de
DNA a partir do camarado livre de doenga certificado (SPF) e do camarao
infectado contendo baculoviroses tipo Penaeus monodon (MBV), virus da
sindrome de Taura (TSV), virus da sindrime da mancha branca (WSSV), vi;irus
da cabega amarela de P. monodon (YHV), virus da Necrose Hipodérmica e
Hematopoiética Infecciosa (IHHNV) e virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV).
Adicionalmente, as amostras de DNA foram obtidas a partir do camarao
cultivado comercial e a partir das linhagens de bactéria obtidas a partir da
ATCC. Estas amostras de DNA foram preparadas utilizando o Qiagen QlAamp
DNA Mini Kit utilizando os protocolos do fabricante.

MOLDES E PRIMERS

As sequéncias de oligonucleotideos de DNA para a sintese dos
moldes de Vibrio harveyi sintéticos foram preparadas a partir do gene (LuxR)
da proteina reguladora da bioluminescéncia de Vibrio harveyi (Numero de
Acesso ao GenBank M55260; Showalter et al., J. Bacteriol., 172(6). 2946 —
2954 (1990)): e foram sintetizados utilizando a quimica da fosforamidita padrao
ou obtidas comercialmente (Sigma Genosys Company, The Woodlands, TX). A
concentragdo de DNA e o nimero de copias dos alvos do molde sintético e as
amostras foram medidas de modo espectrofotométrico a 260 nm (OD2s0). Os
moldes foram diluidos em nimeros de copias especificas em agua purificada e
foram utilizandos como controles positivos e padrées para a quantificagao do
teste. A Tabela 3 mostra o local no gene LuxR, a identificagao da sequéncia e o
comprimento do alvo molde. As sequéncias dos primers Uteis para a deteccao

de Vibrio harveyi sdo dadas como a SEQ ID No: 1 e 2.
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TABELA 3
SEQUENCIAS DOS MOLDES
Modelo Tamanho No SEQ ID Localizagao no Gene LuxR de
(bp) Vibrio harveyi (GenBank M55260)
VHLT 80 3 679 —-758

ISOLAMENTO DO DNA

Um Mini kit de DNA QlAamp foi utilizado para recuperar o DNA do
tecido de camarao. O DNA total foi recuperado utilizando os reagentes do kit e
os procedimentos do fabricante. Em geral, isto envolve a adigado de 200 pL de
um tamp3o de extragdo do kit (10 mM de tampéo Tris-HCI, pH 8,5, 10 mM de
EDTA, 100 mM de NaCl, 0,5% de dodecil sulfato de sédio e 250 ug/mL de
proteinase K) a 20 mg de tecido de camarao em um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL. Os tecidos do camarao foram obtidos a partir das gelras ou pernas. Os
tecidos foram rompidos no tampao de extragdo por trituragdo com um bastao
fornecido pelo fabricante. Os contetidos do tubo foram entdo encubadis a 56° C
por pelo menos 30 minutos até a amostra ser dissolvida. A amostra foi
misturada em vértex por 20 segundos. Entdo, 4 pL de RNase A (100 mg/ mL)
foram adicionados ao tubo e a mistura de reagéo foi incubada por 2 minutos a
temperatura ambiente. O kit de tampéo de lise (200 L) foi adicionado ao tubo
e o tubo foi incubado a 70° C por 10 minutos. O etanol (200 pL) foi entao
adicionadoe a solugao foi misturada em vortex. A solugéo foi entao transferida
para uma coluna de rotagdo e centrifugada a 8.000 x g por 1 minuto. Entao,
500 pL de tampao de lavagem foi adicionado e a coluna de rotagao foi
centrifugada novamente a 8.000 rpm por 1 minuto. Apds colocar a coluna de
rotagdo em um tubo de coleta limpo, 500 puL do tampao de lavagem foi
adicionado na coluna de rotagdo e ela foi centrifugada a 13.000 rpm por 4
minutos. Apos colocar a coluna de rotagdo em um tubo de microcentrifuga de

1,5 mL limpo, 100 uL do kit de tampéao de eluigéo foi adicionado na coluna de
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rotacdo. ApoOs incubar a temperatura ambiente por 1 minuto, o tubo foi

centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. O eluato contendo o DNA foi coletado

em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. No material recuperado, a pureza do

DNA foi avaliada pelas medidas de proporgdo de ODa2soi260 CONvencionais e a

quantidade de DNA foi determinada a partir das medidas de ODg0. Em alguns

casos, as amostras foram diluidas com agua livre de Dnase para o teste.
EXeEmPLO 1

DEMONSTRAGCAO DA AMPLIFICAGAO POR PCR DO DNA DE VIBRIO HARVEYI

UTILIZANDO UM ALVO SINTETICO

O propésito destes Exemplos era demonstrar a detecgao dos
moldes sintéticos de Vibrio harveyi utilizando as condigdes de amplificagao do
PCR e os primers descritos no presente.

Os padrées do molde foram preparados por diluicdes em série de
10 vezes dos moldes do Vibrio harveyi sintéticos (descritos acima) em agua
livre de DNase. Em geral, as concentragdes do molde dos padrbes variavam de
10° a 0 copias/ 5 pL. Uma mistura principal foi preparada pela adigao de 25 pL
de Mistura Principal de SYBR Green PCR (Applied Biosystems, Foster City,
CA; Catalogo No. 4309155), com um volume de solugbes padrao do primer
suficiente para fornecer uma concentragao final de 125 nM de primers forward
e 62,5 nM de reversos, e o suficiente de agua livre de DNase para constituir um
volume final de 45 pL/ reagéo. A mistura principal foi mantida em gelo ate sua
utilizagao.

Para cada reagdo, 5 pL do padrao do molde foi primeiro
adicionado nos pogos de reagdo de PCR e entdo 45 uL da mistura principal
foram adicionados. As reacgdes foram entdo cicladas térmicas por 40 ciclos
utilizando um programa de temperatura de 95° C por 15 segundos e 60° C por
1 minuto com uma etapa de desnaturagao inicial de 95° C por 10 minutos. As

amplificagdes foram realizadas em uma placa de reagéo de 96 pogos Optica
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MicroAmp utilizando o ciclador térmico ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Durante cada ciclo, a formagédo do produto de PCR foi
detectada ao monitorar o aumento na fluorescéncia surgindo da interacéo do
corante reporter SYBR® Green com os produtos de amplificagdo do DNA. Apés
o término do PCR, uma curva de dissociagao (curva de fus&o) foi gerada sobre
o intervalo de 60° C a 95° C. Os dados foram analisados utilizando o software
ABI PRISM 7900 SDS. Em adigdo, a formagao do produto de PCR foi
analisada por eletroforese em gel de agarose utilizando a agarose Egels a 4%
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA; Cat No. G6018-02) de acordo com
os protocolos do fabricante do gel.

Os resultados resumidos na Tabela 4 demonstram que o produto
amplicon de tamanho apropriado foi produzido quando o molde de Vibrio
harveyi estava presente. O nivel do molde minimo detectavel estava entre 1 e
10 cépias/ rxn. As amostras nao contendo molde n&o produziram o produto
detectavel.

A amplificagdo (CT) e a formagédo do produto amplicon foram,
respectivamente, inversamente e diretamente proporcionais ao logaritmo da

concentragao do molde de partida.

TABELA 4
RESULTADOS DA AMPLIFICAGAO POR PCR UTILIZANDO UM ALVO SINTETICO
Primer Primer Modelo Tamanho | Menor Modelo
Forward, Invertido, SEQ ID No | do Produto Detectavel
SEQIDNo | SEQID No (bp) (copias/rxn)
1 2 3 80 1a10

EXEMPLOS 2E 3

DETECCAO E QUANTIFICACAO DE DNA DE VIBRIO HARVEYI A PARTIR DE CULTURAS

DE BACTERIAS

O proposito destes Exemplos foi demonstrar a detecgao e a
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quantificacdo do Vibrio harveyi utilizando o teste de PCR com os primers
descritos no presente.

Nestes Exemplos, as diluicdes em série do DNA de Vibrio harveyi
do molde sintético apropriado (descrito acima) que varia de 10° a 10° cépias
por reagdo, foram amplificadas utilizando as condigbes determinadas no
Exemplo 1. Uma curva padrao (ndo mostrada) foi gerada utilizando os valores
CT determinados a partir de cada uma das concentragdes do molde sintético
ao plotar os valores CT, com 95% de intervalos de confianga, contra o
logaritmo do numero de copias do molde inicial nos padrées. A inclinagao desta
curva (isto é, o CT versus a concentragdo do log) foi entdo utilizada para
estimar as copias do Vibrio harveyi em uma amostra desconhecida a partir de
sues respectivos valores de CT.

O DNA gendmico foi isolado a partir de duas linhagens de Vibrio
harveyi (ATCC 25919 e ATCC 14126). O DNA extraido foi diluido em série em
agua purificada e utilizado para fornecer uma série de amostras que variam na
concentracdo do DNA de 10 ng/ pyL a 1 pg/ pL do DNA total. Os controles
negativos incluiram uma agua controle nao contendo molde e duas amostras
de DNA de camarao (50 ng/rxn) a partir de duas linhagens de camarao nao
infectado (SPF) (Litopenaeus vannamei e Penaeus monodon).

As amostras diluidas foram entao amplificadas utilizando os
primers da SEQ ID Nos: 1 e 2 e a amplificagao, mistura principal, condigbes de
ciclagem térmica e instrumento determinado no Exemplo 1. O valor CT para
cada amostra de DNA diluida foi entdo avaliado a partir das reagbdes de
amplificacdo do PCR. As coépias do Vibrio harveyi nas amostras foram entao
estimadas a partir do valor de CT e a inclinagédo do padrao CT versus o log do
grafico da concentragdo do molde. Os produtos de PCR também foram
analisados por eletroforese em gel de agarose, conforme descrito no Exemplo

1.
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Os resultados estdo resumidos na Tabela 5. Na Tabela, o numero
de copia de Vibrio harveyi por reagédo é dado como a média de trés replicatas.
Os resultados indicam que o conjunto de primer produziu o tamanho do produto
de amplicon correto a partir do DNA de Vibrio harveyi e detectou o DNA nas
amostras. Os limites de detecgéo variaram de cerca de 2 copias/ rxn a cerca de
25 copias/ rxn do genoma de Vibrio harveyi. Nenhum produto de amplificagao

foi detectado na amostra de controle de agua ou nas amostras de camarao

SPF.
TABELA 5
RESULTADOS DA DeTeccAo DO DNA DE LINHAGEM DE VIBRIO HARVEYI
Exemplo ATCC Genoma de Vibrio harveyi CT Vibrio harveyi
No.: DNA/ rxn (ng) copias/ rxn
2 55919 10 17,6 251838
1 21,2 19051
0,1 25,2 2109
0,01 28,9 193
0,001 321 25
nenhuma 0 (agua) > 40 0
0 (DPF L. vannamei) > 40 0
0 (SPF L. monodon 50 ng) > 40 0
3 14126 10 22,6 1097
1 24,9 2406
0,1 29,5 136
0,01 32,8 16
0,001 36,6 2
nenhum 0 (agua) > 40 0
0 (SPF L. vannamei (50 ng)) > 40 0
0 (SPF P. monodon (50 ng)) > 40 0
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EXEMPLO 4

ESPECIFICIDADE DOS PRIMERS DE VIBRIO HARVEYI

O propédsito deste Exemplo era demonstrar que os primers
descritos no presente nao amplificam o DNA isolado de outras bactérias ou
DNA e RNA do camarao infectado com outros patégenos do camaréo.

As amostras de DNA e RNA isoladas a partir do camarao
infectado com MBV, WSSV, YHV, TSV, IHHNV, IMNV e SPF foram testados
utilizando os primers e o método de PCR descrito nos Exemplos 2 e 3. Em
adicdo, as amostras de DNA isoladas de outras linhagens de Vibrio (Vibrio
splendidus, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Vibrio penaeicida e Vibrio
proteolyticus) e outras linhagens de bactéria nao Vibrio (Escherichia coli (ATCC
25922), Escherichia coli (ATCC 11229), Bacillus subtilis (ATCC 82) e
Pseudomonas fluorescens Migula (ATCC 700830)) foram testados utilizando os
primers e o método de PCR descrito nos Exemplos 2 e 3.

Nenhuma amplificagdo por PCR foi observada no teste das
amostras de DNA ou RNA do camariao a partir do camaréao infectado com
diversos patdégenos do camardo nem quando o teste de outras espécies de
Vibrio ou linhagens bacterianas nao Vibrio. Estas descobertas reunidas
demonstram que os primers de PCR de Vibrio harveyi e os métodos descritos
no presente sdo seletivos para o Vibrio harveyi e suportam as conclusdes de
que os primers ndo reagem com o DNA do camardo, ou DNA e RNA das
viroses do camarao, outras espécies de Vibrio ou outra bactéria.

EXEMPLO 5

DeTECCAO DO RNA DO VIBRIO HARVEYI EM UM CONTROLE DA AMOSTRA INTERNA

UTILIZANDO O PCR

O proposito deste Exemplo era demonstrar que os primers de
Vibrio harveyi descritos no presente podem ser utilizados em combinagéo com

os primers do controle da amostra interna (ISC) para produzir um produto ISC
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em adicdo ao produto Vibrio harveyi. Os resultados apresentados abaixo
demonstram que os primers de ISC amplificam independentemente a amostra
de DNA e nio interferem na amplificacdo do DNA do Vibrio harveyi. A presenca
do produto ISC fornece um marcador que pode ser utilizado como uma
indicacdo de que a amostra de DNA de quantidade e qualidade suficiente foi
recuperada para o teste.

Os primers ISC foram derivados da sequéncia do gene para
actina 1 de Penaeus monodon (GenBank: AF100986). De modo a promover a
amplificagdo preferencial do amplicon Vibrio harveyi, os primers ISC foram
designados para amplificar um a fragmento de DNA que era maior do que os
amplicons teste de Vibrio harveyi alvo. As sequéncias do primer ISC s&o dadas
como SEQ ID No: 4 e 5 e SEQ ID Nos: 6 e 7 (vide Tabela 2).

As amostras contendo o Vibrio harveyi e DNA de actina de
camardo foram preparadas por diluigbes em séries de 10 vezes de uma
preparagdo de DNA gendmica obtida a partir de uma cultura de bactéria de
Vibrio harveyi (A\TCC 25919). O teor de DNA das amostras variou de 0,1 ng a
0,1 pg por reagao. O DNA do camarédo de Penaeus monodon gendmico (10 ng/
rxn) a partir de um camardo nao infectado foi entao adicionado em cada
amostra de Vibrio harveyi e para as amostras controle negativo nao contendo
DNA de Vibrio harveyi.

Uma mistura de PCR principal foi preparada ao combinar 15 pL/
reacao da Mistura Principal de SYBR® Green PCR (Applied Biosystems, Foster
City, CA; Catalogo No. 4309155) com um volume de solugGes padrao do primer
(20 UM para cada um dos primers Vibrio harveyi e 10 MM para cada um dos
primers de actina) suficientes para fornecer uma concentracao final de 125 nM
para cada um dos primers de Vibrio harveyi forward e reverso (SEQ ID Nos: 1 e
2, respectivamente) e 32 nM para cada um dos primers da forward (ActinF3) e

reverso (ActinR3) (SEQ ID Nos: 6 e 7), respectivamente. A agua livre de DNase
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foi adicionada para constituir um volume final de 25 ulL/reagdo. A mistura de
reagao foi mantida em gelo até o uso.

Para cada reacéao, 5 UL das amostras foi primeiro adicionado nos
pocos de reagdo de PCR e, entao, 25 uL da mistura principal foi adicionada. As
reagdes foram entéo cicladas térmica por 40 ciclos utilizando um programa de
temperatura de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto com uma etapa de
desnaturagao inicial de 95° C por 5 minutos. A amplificacéo foi realizada em
uma placa de reagéo de 96 pogos 6ptico MicroAmp utilizando o ciclador térmico
ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Durante cada ciclo, a formagao do produto foi monitorada pelo
valor CT determinado a partir do aumento na fluorescéncia surgindo da
interagao do corante reporter SYBR® Green com os produtos de amplificagéo
do DNA, conforme descrito acima. Apds 40 ciclos, uma curva de dissociagao
(curva de fusao) foi gerada sobre o intervalo de 60° C a 95° C. Os dados foram
analisados utilizando o software ABI PRISM 7900 SDS. Em adigéo, a formagao
do produto de PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose utilizando
4% de agarose Egels (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA; Cat No.
G6018-02) e os protocolos do fabricante do gel.

Os resultados obtidos utilizando o ISC ActinF3 (SEQ ID No:
6) e ActinR3 (SEQ ID No: 7) sdo mostrados nas Figuras 1A e 1B. Estas
figuras demonstram a amplificagdo simultanea de ambos os alvos molde
Vibrio harveyi e controle. O DNA do Vibrio harveyi especifico produziu um
produto de 80 bp com uma temperatura de fusdo de 77° C. A actina ISC
produziu um produto de 249 bp (Tm = 83,4° C). O produto Vibrio harveyi e
os produtos do controle interno de actina foram detectados por ambas as
analises da curva de fusao (Figura 1A) e eletroforese em gel (Figura 1B)
com base nestes tamanhos e nas diferengas da temperatura de fusdo. Em

ambas a auséncia do alvo Vibrio harveyi e em diversas concentragdes do
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alvo Vibrio harveyi, a formagédo do produto ISC foi detectada como um
pico de temperatura de fusdo Unico a 83,4° C (conforme mostrado na
Figura 1A) e por eletroforese (conforme mostrado na Figura 1B). Em
todas as amostras contendo o molde de Vibrio harveyi, o amplicon de
Vibrio harveyi especifico foi detectado por ambas a temperatura de fusao
(Tm = 77° C) e por eletroforese em gel. Estes resultados demonstram que
o molde de ISC da actina co-amplifica com o molde de Vibrio harveyi e
que a amplificagdo PCR e o limite de detecgdo do teste PCR (1 pg de
DNA de Vibrio harveyi) nao foi afetado pela presenga do ISC.

EXEMPLOS6E7

DETECCAO EM TEMPO REAL DO VIBRIO HARVEYI UTILIZANDO AS SONDAS MARCADAS

DE MoDO FLUORESCENTE

Estes exemplos demonstram que os primers de Vibrio harveyi
descritos no presente podem ser utilizados com as sondas marcadas de
modo fluorescente para a detecgdao em tempo real e a quantificagao do
Vibrio harveyi.

As sequéncias de gene para a construgdo das sondas
marcadas de modo fluorescente foram selecionadas pela analise dos
genes Vibrio harveyi e dos amplicons teste utilizando o software Primer
Express® v2.0, adquirido pela Applied BioSystems Inc. (Foster City, CA
94404). As sequéncias da sonda foram selecionadas para serem incluidas
nas extremidades proximais dos amplicons teste de Vibrio harveyi
especificos e foram de 20 a 110 bases em comprimento, dependendo do
tamanho e da sequéncia do amplicon. A preferéncia para as sequéncias
de sonda foi dada para as regides com um teor de G/C de 30 a 80% e
com um teor de C maior do que de G, e sem 5 G. Em geral, as
sequéncias da sonda foram selecionadas possuindo um Tm de 8 a 10° C

acima do Tm respectivo dos primers teste. As sequéncias das sondas que
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hibridizaram por cruzamento em outras espécies nado foram selecionadas
para a utilizagdo. As sequéncias da sonda selecionadas para
satisfazerem este critério estao listadas na Tabela 6.

Para a detecgao em tempo real, as sequéncias da sonda foram
duplamente marcadas. Duas abordagens de marcagdo diferentes foram
empregadas. A extremidade 5 das sondas foi marcada com um fluoréforo
(6FAM™, Applied Biosystems). A extremidade 3’ foi marcada com um corante
silenciador ou no caso da sonda de ligagdo ao sulco secundario (MGB), a
extremidade 3’ foi marcada com um corante silenciador ou um complexo do
ligante de sulco secundario. As sondas marcadas foram preparadas e
adquiridas comercialmente pela Applied BioSystems.

TABELA 6

SEQUENCIAS DE SONDAS DE VIBRIO HARVEYI

Sonda No SEQ ID No Localizagao Rétulo 5’ Rétulo 3’
GenBank

VHLPM 8 M55260 703 —-729 FAM' MGB?

VHLPT 9 M55260 703 -729 FAM TAMRA®

'FAM é um reagente 6FAM™, Applied BioSystems;

’MGB é MGB™, Applied BioSystems;

3TAMRA é 6-carboxitetrametilrodamina.

Os padrées de molde foram preparados pelas diluigbes em série
de 10 vezes dos moldes de Vibrio harveyi sintéticos (SEQ ID No.: 3) em agua
livre de DNase. Em geral, as concentragdes do molde dos padrbes variam de
107 a 0 cépias/pL. Uma mistura principal foi preparada pela combinagéo de 25
ulL/ reagao de Mistura TagMan® Universal Master (Applied Biosystems, Foster
City, CA; Catalogo No. 4326708) com um volume de solugdes padréao do primer
(20 uM para cada um dos primers de Vibrio harveyi) suficientes para fornecer

uma concentragéo final de 250 nM para cada um dos primers forward e reverso
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de Vibrio harveyi apropriado, conforme mostrado na Tabela 7, um volume da
solugao padrao da sonda para fornecer uma concentragéo final de 100 nM e
agua livre de DNase para constituir um volume final de 45 ul/ reagao. A
mistura principal foi mantida em gelo até o uso.

Para cada reagdo, 5 puL da amostra padrdo e entdo 45 pL da
mistura principal foram adicionadas a cada pogo de reagao de PCR. As
reacées foram entdo cicladas térmica por 40 ciclos utilizando um programa de
temperatura de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto com uma etapa de
desnaturacao inicial de 95° C por 5 minutos. As amplificagdes foram realizadas
em uma placa de reacédo de 96 pogos optica MicroAmp utilizando um ciclador
térmico comercial (ldaho Technologies Inc., Salt Lake, UT ou Applied
Biosystems, Foster City, CA). Durante cada ciclo, a formacao do produto de
PCR foi detectado ao monitorar a mudanga na fluorescéncia surgindo da sonda
marcada de modo fluorescente.

Os dados foram analisados utilizando o software de ciclagem
térmica. Em adicdo, a formagdo do produto de PCR foi analisada por
eletroforese em gel de agarose utilizando a agarose Egels a 4% (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA; Cat No. G6018-02) utilizando os protocolos do
fabricante.

Os resultados, resumidos na Tabela 7, demonstram que o
produto amplicon de tamanho apropriado foi produzido para cada conjunto de
primer/sonda quando o molde de Vibrio harveyi apropriado estava presente. O
nivel do molde detectavel minimo estava entre 100 e 5.000 coépias/ rxn,
dependendo dos primers e da sonda utilizada. As amostras nao contendo o
molde nao produziram o produto detectavel.

A amplificagdo (CT) e a formagao do produto amplicon foram,
respectivamente, inversamente e diretamente proporcionais ao logaritmo da

concentragio do molde de partida.
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TABELA 7

RESULTADOS PARA A AMPLIFICAGAO DO PCR UTILIZANDO UM ALVO SINTETICO

Exemplo Primer Primer Modelo Sonda No | Tamanho Menor
forward reverso No SEQ SEQID do Modelo
No SEQ No SEQ ID Produto Detectavel
ID 1D (bp) (cbdpias/rxn)
6 1 2 3 8 80 5.000
7 1 2 3 9 80 100
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

27
DNA
Sequéncia Artificial

exame de DNA

misc_ feature
(1) .. (1)
Rotulado com FAM

misc_ feature
(27)..(27)
Rotulado com TAMRA

9

tcgtgaccac aaaccgcact aaccaac

27
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REIVINDICACOES

1. PAR DE SEQUENCIAS DO PRIMER DIAGNOSTICO DE

Vibrio harveyi, conforme apresentado na SEQ ID No: 1 e SEQ ID No: 2.

2. KIT PARA A DETECCAO DO Vibrio harveyi, que
compreende o par de sequéncias do primer diagnostico de Vibrio harveyi,
conforme descrito na reivindicagéo 1.

3. KIT PARA A DETECCAO DO Vibrio harveyi, de acordo
com a reivindicagdo 2, em que o kit compreende adicionalmente pelo menos
um reagente selecionado a partir do grupo que consiste em uma polimerase
termoestavel, uma mistura de quatro desoxinucleotideos trifosfato diferentes,
uma molécula fluorescente de ligagdo ao acido nucléico, pelo menos um par
dos primers de controle da amostra interna, pelo menos um controle do molde
interno e pelo menos um par dos primers de controle do molde interno, e uma
sonda que compreende uma sequéncia complementar a uma porgao de pelo
menos uma regido do acido nucléico dentro do genoma Vibrio harveyi que &
capaz de ser amplificado com pelo menos um par das sequéncias do primer
diagnéstico do Vibrio harveyi.

4, METODO PARA A DETECCAO DA PRESENGCA DO Vibrio
harveyi, em uma amostra que compreende:

(i) fornecer o DNA a partir de uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi, e

(i) examinar o DNA com uma sonda derivada da sequéncia do
primer diagnéstico Vibrio harveyi isolado conforme apresentado na SEQ ID No.:
1 ou SEQ ID No.: 2 sob condigbes de hibridizagao apropriadas;

- em que a identificagdo de um fragmento de acido nucléico
hibridizavel confirma a presenga do Vibrio harveyi.

5. METODO PARA A DETECCAO DA PRESENGCA DO Vibrio

harveyi .em uma amostra, de acordo com a reivindicagcéo 4, em que a sonda
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derivada da sequéncia do primer diagndstico de Vibrio harveyi isolado é
selecionada a partir do grupo que consiste da SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 2,
SEQ ID No: 3, e suas sequéncias complementares completas.

6. METODO, de acordo com a reivindicagado 4, em que a
sonda contém uma porgéo de inibigao da replicagéo na extremidade 3.

7. METODO, de acordo com a reivindicagdo 6, em que a
porgao inibidora da replicagéo é selecionada a partir do grupo que consiste em
didesoxinucleotideos, 3' desoxinucleotideos, uma sequéncia de nucleosideos
ou nucleotideos nao pareados, grupos 3’ fosfato e agentes quimicos.

8. METODO, de acordo com a reivindicagdo 7, em que o 3'-
desoxinucleotideo é a cordicepina.

9. METODO PARA DETECTAR A PRESENCA DE Vibrio
harveyi, em uma amostra que compreende:

(i) fornecer o DNA a partir de uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi,

(i) amplificar o DNA com um par das sequéncias do primer
diagnostico de Vibrio harveyi conforme apresentadas na SEQ ID No: 1 e SEQ
ID No: 2, tal que os produtos da amplificagéo séo gerados;

- em que a presenga dos produtos da amplificagdo confirma a
presenga do Vibrio harveyi.

10. METODO PARA DETECTAR A PRESENCA DE Vibrio
harveyi, em uma amostra de acordo com a reivindicagao 9, em que a
amplificagéo de (ii) & realizada utilizando a reagao de polimerase em cadeia.

11. METODO PARA DETECTAR A PRESENCA DE Vibrio
harveyi, em uma amostra de acordo com a reivindicagao 9, em que a
amplificagdo de (ii) & realizada na presenga de um agente fluorescente de
ligagao ao acido nucléico ou uma sonda marcada de modo fluorescente e a

presenga dos produtos da amplificagdo e confirmada utilizando a detecgéao
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fluorescente.

12. METODO, de acordo com a reivindicagao 11, em que a
sonda marcada de modo fluorescente & selecionada a partir do grupo que
consiste em SEQ ID No: 8 e SEQ ID No: 9.

13. METODO, de acordo com a reivindicagao 9, em que pelo
menos um par dos primers de controle da amostra interna esta incluso na
amplificagéo de (ii) para produzir um produto controle da amostra interna.

14. METODO, de acordo com a reivindicagdo 13, em que pelo
menos um par dos primers de controle da amostra interna € selecionado a
partir do grupo que consiste em SEQ ID Nos:4e5e SEQID Nos:6e7.

15. METODO, de acordo com a reivindicagédo 9, em que pelo
menos um par dos primers de controle do molde interno e pelo menos um
controle do molde interno estao inclusos na amplificagéo de (ii) para produzir
um produto controle do molde interno.

16. METODO PARA A QUANTIFICACAO DA QUANTIDADE
DE Vibrio harveyi, em uma amostra que compreende:

(i) fornecer o DNA a partir de uma amostra suspeita de conter
Vibrio harveyi,

(i) amplificar o DNA com um par das sequéncias do primer
diagnéstico do Vibrio harveyi descritas na SEQ ID No. 1 e SEQ ID No:2 por
ciclagem térmica entre pelo menos uma temperatura desnaturante e uma
temperatura de extensdo na presenga de um agente fluorescente de ligagao ao
acido nucléico ou uma sonda marcada com fluorescéncia;

(i) medir a quantidade de fluorescéncia gerada pelo agente
fluorescente de ligacdo ao acido nucléico ou a sonda marcada com
fluorescéncia durante a ciclagem térmica,

(iv) determinar um numero de ciclo limite, em que a quantidade de

fluorescéncia gerada pelo agente fluorescente de ligagao ao acido nucléico ou
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a sonda marcada de modo fluorescente atinge um valor limite fixo acima de um
valor da linha de base; e

(v) calcular a quantidade do Vibrio harveyi na amostra pela
comparagao do numero de ciclo limite determinado para o Vibrio harveyi na
amostra com uma curva padrao do namero de ciclo limite versus o logaritmo da
concentragdo padrao determinada utilizando as solugdes padrao de
concentragdo conhecida.

17. METODO, de acordo com a reivindicagdo 16, em que a
sonda marcada de modo fluorescente €& selecionada a partir do grupo que
consiste em SEQ ID No: 8 e SEQ ID No 9.

18. METODO, de acordo com uma das reivindicagbes 4, 9 ou
16, em que o método é utilizado para avaliar a inativagéo do Vibrio harveyi.

19. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 4, 9 ou
16, em que o método é utilizado em combinagdo com o tratamento quimico

para melhorar a saude e o crescimento do camarao.
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REsumo
“PAR DE SEQUENCIAS DO PRIMER DIAGNOSTICO DE Vi8RrIO HARVEYI, KIT
PARA A DETECCAO DO VIBRIO HARVEYI, METODOS PARA A DETECGAO DA
PRESENCA DO ViBrio HARVEYI E METODO PARA A QUANTIFICAGAO DA
QUANTIDADE DE VIBRIO HARVEY!I”

A presente invengéo se refere aos primers que foram isolados,
sendo diagndstico para a detecgdo do Vibrio harveyi. Os primers estao
baseados em uma por¢do do gene de Vibrio harveyi LuxR e podem ser
utilizados nos métodos de teste de amplificagdo direcionada do primer ou

hibridizagao do acido nucléico.
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