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RESUMO
“OLIGONUCLEOTIDO PARA A DETECQKO DE SALMONELLA"”

A presente invencdo tem por objectivo meios novos que
incluem seguéncias de nucledtidos, para a deteccgdo
nomeadamente apds amplificacdo, de ADN ou de ADNc de §.
entérica e/ou S. bongori. A presente invencdo refere-se

nomeadamente aocs oligonucledtidos representados em seguida.

Tagl: 5'-TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3!

Tag2: 5'-AGA GAA TTT CTG GAA AGT GARA- 3 '

Iag3: 5'-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3
Tag4: 5'-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3'

Iagd: 5'-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3'

Iag6: 5'-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3'

Slml: 5'-CG GGT TAA AGG TTA TCA CCI-3'

Slm2: 5'-AG CAT GGC GCA AAT GGG-3'

Slm3: 5'-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA ACA C-3°
Slm4: 5'-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3'

SS28: 5'-TAA TGC TIT CCT GGT GC-3'.

Tag7: 5'-T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T-3'

Tag8: 5'-T TAC GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA-3'

Iag9: 5'-T GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT C-3'
IaglO: 5'-A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T-3'



DESCRIGAO
“OLIGONUCLEOTIDO PARA A DETECGAO DE SALMONELA”

0 género salmonela contém duas espécies, a salmonela
entérica, espécie que se divide em seis subespécies, com
base em caracteristicas bioquimicas e homologias ao nivel

do AND e a salmonela bongori. O género subdivide-se em mais

de 2000 serovariedades definidas pelos antigénios somaticos
e flagelares. As bactérias do género salmonela sio em geral
patogénicas para o animal ou para ¢ homem. Sabe-se gue as
salmonelas estdo entre o0s agentes responsidveis pelas
intoxicacdes alimentares mais vulgares nos paises
desenvolvidos, por isso sdo importantes métodos de deteccéo

rapidos e fidveis das subespécies da salmonela.
As salmonelas responsaveils pelas toxi-infecc¢bes alimentares
pertencem na sua maioria a subespécie I (também chamado

grupo I) de S. entérica

No entanto, as toxi-infec¢des nédc sdo as Unicas patologias

provocadas pelas infecg@es por salmonela.

Por exemplo, a salmonela entérica, subespécie entérica da

sub-variedade typhi (doravante designada Typhi) & o agente

causador da febre tifdide humana.

Tendo em conta a natureza das infeccbdes provocadas pelas
salmonelas e a necessidade de investigar especialmente a
sua presenca nas amostras bioldgicas recolhidas de
pacientes ou alimentos constata-se que é indispensavel
dispor de meios rapidos e eficazes para detectar a sua

presenca.



Os métodos correntes de cultura, largamente utilizados até
ao presente para a deteccdo das salmonelas, necessitam de
um periodo considerdvel e ndo estdo adaptados, por exemplo,
para seguir a contaminacdo de produtos alimentares. Para
ultrapassar as desvantagens destes métodos, foram Jé
propostos varios outros métodos baseados em técnicas da
biolocgia molecular, tais como os testes de hibridacédo e os
testes de reaccdo de polimerizacdo em cadeia. Foram
utilizadas diferentes scondas de ADN em numercosos protocolos
de hibridacdo e de PCR para detectar as subespécies de
salmonela na alimentacdo. No entanto, nenhuma destas
técnicas ¢é completamente satisfatéria, visto que as
seguéncias utilizadas n&do sdo totalmente conhecidas ou néo
estdo exclusivamente presentes no género salmonela e,
assim, podem conduzir a reaccdes cruzadas entre a sonda e
as sequéncias de ADN de outras enterobactérias ou podem
conduzir a um grande numero de falsos negativos ou de

falscs positivos.

Os inventores investigaram o0s meios que permitam a deteccgédo
especifica e eficaz do conjunto das salmonelas das espécies

S. entérica e/ou S. bongori. Deste ponto de vista,

interessaram-se pela estirpe salmonela entérica, subespécie

entérica, serovariedade typhi (8. Typhi) e peloc gene que

toma parte na invasdo das células pela S. Typhi.

Além disso, definiram determinadas condigdes que permitem a
deteccdo especifica de determinados grupos de salmonelas,

por exemplo as bactérias do grupo I.

Ja se mostrou, no estado anterior da técnica, que a estirpe
Typhi é capaz de aderir as moncocamadas das células Hela e

de penetrar nas células (Yabuuchi et al., 1986) No entanto,



até hoje, os determinantes genéticos implicados no processo
de adesdo e de penetracido nas células ndo foram claramente
identificados. Elsinghorst et al. (1989) <clonaram um
fragmento cromossédmico de Typhi que confere as bactérias do

tipo Escherichia coli a capacidade de penetrar nas células

Henle 407. Recentemente, identificou-se e clonou-se uma
outra regido cromossdOmica implicada na invasdo das células

HelLa pela estirpe Typhi Ty2 (Popoff e Dion, 1990).

Os inventores do presente pedido de patente identificaram
num fragmento de ADN de 2,4 kb de S. typhi, incluido na
sequéncia HindIII de 7,9 kb, descrito por Popoff e Dion
(1990), regibes susceptiveis de participar na actividade

invasiva da salmonela entérica, subespécie entérica,

serovariedade Typhi nas células e em particular nas
culturas de células do tipo Hela, regides essas que, por
outro lado eram susceptiveis de ser utilizadas nas reaccdes
para a realizacd&o de um diagndstico geral de todos os
representantes das espécies S. entérica e/cu S. bongori ou
eventualmente nas condigdes de deteccdo particulares para o

diagndstico especifico do grupo I de S. entérica.

Uma sequéncia designada por IaghA e uma sequéncia designada
TagB foram identificadas pelos inventores e caracterizadas
como participantes na invasdo celular gue se manifesta no

caso de uma infeccdo devido & salmonela entérica,

subespécie entérica, serovariedade Typhi.

A especificidade destas sequéncias no seio da S. Typhi
levou os inventores a propor a sua utilizacdo na definicéo
dos meios de diagnéstico de uma infecc¢do por S. typhi, seja

para o diagnéstico de uma infeccdo pela salmonela da



espécie S. entérica e/ou S. bongori ou, nalguns casos, para

a deteccdo de S. entérica de grupos especificos.

Estes meios utilizaveis para o diagndstico de uma infeccédo

pela salmonela entérica e/ou salmonela bongori, incluem

oligonucleébtidos susceptiveis de serem aplicados nas
reaccdes de amplificacdo de sequéncias de nucledtidos, por
exemplo reacgdes de polimerizacdo em cadeia. O presente
pedido de patente descreve também sondas para a deteccdo de

dcidos nucleicos de S. entérica ou de uma subespécie

especifica de S. entérica e/ou de S. bongori, sendo

eventualmente estes acidos nucleicos fragmentos

amplificados.

A presente invencdo tem igualmente como objectivo um
conjunto e um método de deteccdo da presenca de salmonela

entérica e de salmonela bongori nas amostras bioldgicas e,

por exemplo nos produtos alimentares ou em todas as
amostras que forem objecto de um diagnéstico clinico.
Outros métodos e conjuntos de deteccdo sdo especificos de

estirpes do grupo I da S. entérica. Esses outros métodos

permitem, pelo contrario, procurar a presenca de bactérias

S. entérica ou S. bongori do género salmonela. O género

salmonela comporta, assim, seils subespécies ou grupos I,
I, II1, IV, V ou VI. As subespécies I, II, III, IV e VI
pertencem a espécie S. entérica e a subespécie V pertence a
espécie S. bongori. O presente pedido de patente descreve
também as sequéncias de nucledtidos que tomam parte na

invasdo de células pela salmonela entérica, subespécie

entérica, serovariedade Typhi, caracterizadas por se tratar
de uma das sequéncias TIagA ou IagB respectivamente

incluidas entre os nuclebtidos 97 e 1755 da sequéncia



representada na figura 1 (IaghA) e entre os nucledtidos 1776

e 2255 da sequéncia representada na figura 1 (IagB).

0 presente pedido de patente descreve também as sequéncias
de nuclebdétidos modificados em relacdo a TagA ou IagB, mas
gue no entanto tém as mesmas propriedades no que diz
respeito a invasdo de células, ou hibridacdo em condigdes

estritas com uma das sequéncias referidas acima.

O presente pedido de patente descreve igualmente as
proteinas TIagA ou IagB correspondentes as sequéncias
apresentadas na figura 1 ou variantes dessas sequéncias
ocbtidas por mutacdo, delecdo ou adicdo de acidos aminados,
desde que a sequéncia resultante seja reconhecida por
anticorpos dirigidos contra uma das sequéncias referidas

acima IagA ou IagB.

Em geral, a presente inveng¢do tem como objecto toda a
sequéncia de acidos aminados codificada pelos genes IaghA e

TagB, representados na figura 1.

A invencdo refere-se por outro lado a todos os fragmentos
de uma dessas sequéncias, em particular a todos o0s
fragmentos sob forma purificada, suficientes para conservar
a S.typhi as suas propriedades de adesdo e de infeccdo de

células, e em particular das células Hela em cultura.

0 processo de infeccdo das células HelLa em cultura & o
processo padrdo que foi descrito, principalmente no pedido
de patente internacional, publicado com o) nimero

WO 92/01056.



De acordo com um outro aspecto, a presente invengdo refere-

se aos meios para a deteccdo da presenca de S. entérica

e/ou S. bongori e eventualmente para a quantificacdo de S.

entérica e/ou S. bongori em amostras bioldgicas.

Por amostras biocldgicas entendem-se todas as amostras
recolhidas para a realizacdo de anédlises in vitro, em
animais ou seres humanos ou recolhidas a partir de produtos
alimentares, seja qual for a natureza ou a partir de todo o
meio liquido, so6lido ou gasoso susceptivel de conter os

agentes patogénicos em investigacgéo.

A presente invencdo tem como objecto neste contexto, uma
sequéncia de nucledtidos, composta por pelo menos 9
nucledtidos, caracterizada por estes se hibridarem com umas

das sequéncias IagA ou IagB apresentadas acima.

As condicdes de hibridacdo sdo definidas em funcdo da
especificidade de hibridacdo investigada e as condicdes
adequadas sdo dadas a titulo indicativo nos exemplos do

presente pedido de patente.

A presente invencdo utiliza oligonuclebdbtidos a partir da
parte C-terminal da sequéncia JTagA representada na figura

1.

As sequéncias do tipo oligonucleétido podem ser
seleccionadas para serem utilizadas como iniciadores tanto
para a deteccdo por amplificacdo do ADN gendmico ou do ADNc

de salmonela da espécie S. entérica e/ou da espécie S.

bongori, pertencente aos outros grupos I a VI.



Podem-se principalmente tratar de sequéncias de nucledtidos
obtidas por meio da sintese quimica, de acordo com o0s

métodos conhecidos dos técnicos da especialidade.

Os oligonuclebtidos  preferidos, utilizédveis para a
amplificacdo do acido nucleico caracteristico das bactérias
gue pertencem a um dos grupos I, II, IIIa, IIIb, IV, V ou
VI do género salmonela e principalmente o ADN gndémico ou o

ADNc de S. entérica e/ou S. bongori sdo, por exemplo, oS

seguintes (esta indicada a sua posic¢do dentro da seguéncia

TagA representada ne figura 1):

posicdao
Tagl: S5'-TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3° 1424-1443
TagZ2: 5'-AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 3’ 1585-1605
Tag3: 5'-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3° 1495-1521
Tag4: 5'-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3' 1564-1584
Tag5: 5'-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3' 1318-1337
Tag6: 5'-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3' 1637-1657
Também os oligonucledtidos
Slml: 5'-CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3' 709-728
SIm2: 5'-AG CAT GGC GCA AAT GGG-3' 1014-1031

S1lm3: 5'-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GIT GAT AGA ACA C-3' 732-762
Slm4: 5'-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3' 823-842 e
SS28: 5'-TAA TGC TTT CCT GGT GC-3' sdo divulgados

Outros oligonucledtidos susceptiveis de serem utilizados
como 1iniciadores para a amplificacdo do ADN ou do ADNc do
gene IagB de todas as estirpes de salmonela da espécie S.
entérica e/ou S. bongori foram definidos a partir da

seguéncia TagB representada na figura 1.

0 presente pedido de patente descreve assim os

oligonucledtidos correspondentes as seguintes sequéncias:



Tag7: 5' - T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T - 37

Lag8: 5' - T TAC GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA- 3'

Iag9: 5' - T GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT C -3
TaglO: 5' - A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T.- 3°'

Estes oligonucledtidos podem igualmente ser utilizados como
sondas, por exemplo, para a deteccdo dos produtos da

amplificacdo do ADN e/ou do ADNc de S. entérica e/ou S.

bongori.

Un par de iniciadores preferidos para a realizagdo da

amplificacdo do é&cido nucleico de S. entérica e/ou S.

bongori, seja qual for ¢ grupoc a que pertence a bactéria, é
formado, por exemplo, pelos iniciadores Iagb (sens) e Iageé

(antisens).

Este par de iniciadores dirige a amplificagcdo de um

fragmento de &cido nucleico de 340 bp.

Um outro par de iniciadores é constituido pelos iniciadores
Slml (sens) e SlmZ (antisens). Os iniciadores podem ser

hibridados com o ADN ou o ADNc de bactérias S. entérica

e/ou S. bongori de um dos grupos I, II, III, IV, V ou VI.

Oligonucledtidos utilizédveis como iniciadores para a

deteccdo especifica de salmonela entérica grupc I desde que

as condicbes de deteccdo apds amplificacdo do ADN ou do

ADNc sejam as descritas no exemplo T.

Estes iniciadores s&o caracterizados pela sua capacidade de
amplificar as sequéncias do &cidc nucleico das estirpes de
S. entérica ou de S. bongori representativas dos grupos I,

I1, III, IV, V e VI, desde que as condic¢Bes de deteccdo



sejam as expostas no exemplo I, permitindo apenas a

deteccdo das bactérias do grupo I.

Um par de oligonucledbtidos que podem ser utilizados para
este fim, enquanto iniciadores especificos para a deteccgédo
de sequéncias de ADN ou de ADNc de S. entérica do grupo I,

¢ constituido por exemplo pelas sequéncias seguintes:

SS2 5' — CCGGGCAGATGATACCC - 3' e
S528' — TAATGCTTTCCTGGTGC - 3'.

Os oligonucledtidos definidos pelos inventores permitem

prever o diagnéstico de S. entérica e S. bongori em

condicdes satisfatérias de eficacia e rapidez, de

facilidade e de especificidade.

A presente invencdo tem igualmente como objectivo um
conjunto para a deteccdo de S. entérica e/ou S. bongori por
meio de amplificacdo do ADN gendmico ou complementar de S.

entérica e/ou S. bongori, caracterizado por compreender:

- os oligonucledtidos descritos anteriormente, capazes
de hibridar nas condic¢®es estritas com o ADN gendémico ou o
ADNc de 8. entérica e/ou S. bongori,

- uma sconda para a deteccdo dos fragmentos amplificados
gue correspondam a uma das definicbes dadas nas paginas
anteriores,

- 08 reagentes necessidrios para a realizacdo da reaccgdo

de amplificacéo.

0 presente pedido de patente descreve a utilizacdo dos
oligonucledbtidos anteriormente referidos como iniciadores

para a amplificag¢doc de uma sequéncia do ADN ou do ADNc de
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Salmonela entérica e/ou Salmonela bongori, compreendida

numa das sequéncias IagA ou IagB, tal como descrito nas
paginas anteriores ou complementares de uma tal sequéncia,
ou ainda a utilizacdo desses oligonucledtidos como sondas
para a deteccdo de uma sequéncia de oligonucledtidos

amplificados.

A presente invencdc tem assim, em particular, como objecto
a utilizacdo de um par de iniciadores oligonucledtidos tal
como definido na reivindicacdo 1 para a amplificacdo de uma

sequéncia de ADN ou de ADNc de salmonela entérica e de

salmonela bongori ou ainda a utilizacgédo destes

oligonucledtidos como sonda para a detecgdo de uma

sequéncia de nucledtidos amplificados.

Por exemplo, os oligonucledtidos Tagb e TIagt podem ser
utilizados respectivamente como iniciadores sens e antisens

para a deteccdo de S. entérica e S. bongori do grupo I, II,

III, IV, V ou VI. Fora do admbito das reivindicacbes o par
de iniciadores Slml e Slm2 podem ser utilizados para a

deteccdo de bactérias da espécie §. entérica e/ou S.

bongori de um destes grupos numa amostra bioldgica.

E divulgada a utilizacdo dos oligonucledtidos $S2 e 5528
para a deteccdo especifica in vitro numa amostra bioldgica

de S. entérica do grupo I.

A deteccdoc é especifica na medida em que os iniciadores
utilizados para a amplificac&c  das sequéncias de
nucledtidos investigadas permitem a amplificacdo de

bactérias S. entérica e S. bongori pertencentes a um dos

outros grupos II, III, 1V, V ou VI, mas as condicdes

estabelecidas ndo permitem a deteccido das bactérias destes
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mesmos grupos ou de organismos diferentes susceptiveis de

estar presentes na amostra bioldgica testada.

0 presente pedidc de patente descreve assim um conjunto de
oligonucledtidos utilizédveis para a detecgdo de bactérias

S. entérica e/ou S. bongori apdés a amplificacdo do ADN

gendémico ou complementar de §. entérica e/ou S. bongori,

caracterizado por compreender:

- um par de oligonucledétidos que corresponda @ as
definigbes previamente dadas, capaz de Thibridar nas
condi¢bes estritas com o ADN genémico ou o ADNc de S.
entérica e/ou S. bongori,

- uma sonda que corresponda as definic¢des dadas acima.

Umn primeiro conjunto de oligonucledtidos utilizdveis para a
deteccdo in vitro numa amostra bioldgica, de estirpes de

salmonela entérica e/ou 8. bongori pertencentes a um dos

grupos I, II, III, IV, V ou VI é caracterizado por conter

0s seguintes oligonucledtidos:

- a sequéncia Tagb (5'-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3' e a
sequéncia Iag6 (5'-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3")
utilizéveis como iniciadores da amplificacéo e

- a sequéncia Iag3 (5'-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA
CTT -3") utilizdvel como sonda de revelacdo e

- a sequéncia Iag4 (b'-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3'")

utilizavel como sonda de captura.

Um outro conjunto de oligonucleédtidos utilizéveis para a
deteccdo especifica in vitro numa amostra bioldgica de S.
entérica do grupo I é caracterizado por incluir os

seguintes oligonucledtidos:
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SS2 (5'-CCGGGCAGATGATACCC-3'e
5528 ('-TAATGCTTTCCTGGTGC-3") .

0 presente pedido de patente descreve ainda uma proteina
IagA codificada pela sequéncia de nucledtidos IaghA
representada na figura 1 e uma proteina ITIagB codificada
pela sequéncia de nucledtidos IagB representada na figura

1.

As proteinas TIagh e IagB possuem respectivamente as

sequéncias de &cidos aminados representados na figura 1.

0 ©presente pedido de patente descreve igualmente um
processo para a deteccdo in vitro numa amostra biolédgica,

de sequéncias de nucledtidos salmonela entérica e/ou S.

bongori, previamente amplificados por exemplo por PCR,

caracterizado por incluir as fases de:

- desnaturacdo da sequéncia de S. entérica e/ou S.

bongori amplificada,
- estabelecimento de  contacto das sequéncias de

nucledtido amplificadas, desnaturadas de S. entérica e/ou

S. bongori com uma sonda de captura e uma sonda de
revelacdo, obtidas a partir dos oligonucledtidos definidos
anteriormente, em condig¢des que permitam uma hibridacdo das
sondas de captura e de revelagdo anteriormente mencionadas
com a sequéncia de nucledtidos amplificada, anteriormente

mencionada, de S. entérica e/ou S. bongori, sendo a sonda

de captura fixada a superficie de um alvéolo de uma placa
de microtitulacdo e sendo a sonda de revelacdo marcada e
liberta num tampdo de hibridacdo apropriado;

- incubacdo da mistura reaccional por tempo suficiente

para permitir a reac¢do de hibridagdo;
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- lavagem para eliminar os oligonucledtidecs que néo
reagiram;
- revelacdo das sondas de zrevelacdo que hibridaram com

as sequéncias de nucledtidos amplificadas.

0 processo de deteccdo anteriormente descrito pode ser
caracterizado de modo vantajoso por a deteccdo ser

realizada de acordo com as seguintes fases:

- desnaturacdo de um volume de 10 ul da sequéncia
amplificada por meio da adicdo, volume a volume, de uma
solugdo de 200 mM NaOH, 40 mM EDTA,

- pré-hibridac&o das microplacas, sendo a superficie dos
alvéolos revestida com a sonda de captura, num tampdo de
hibridacdo adequado,

- libertacdo da microplaca e preenchimento de cada uma
das cupulas com 200 pl de tampdo de hibridacdo, encerrando
o fragmento amplificado, desnaturado e a sonda de revelacédo
marcada com peroxidase numa concentracdo de 10 ng/ul,

- incubacdo da mistura durante uma hora a 37 °C sob
agitacéao,

- lavagem da mistura que reagiu com uma solugdo de
lavagem 10x (100 mM Tris, 3M NaCl, 1% Tween 20, pH 7,4)

- deteccdo de actividade da peroxidase associada a sonda
por meio de c¢olorimetria em presenca de um substrato

colorido.

A revelacdo da actividade da peroxidase presente na sonda
de revelacdo pode ser obtida por meio da realizacdo das

seguintes fases:

- depdsito de 200 pl de uma solucdo de 40 mM de citrato
trissddico, 0,03% de H;0 30%, 7,5 mg/ml de
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ortofenilenodiamina (OPD) em cada um dos alvéolos que
contém a mistura de reaccéo,

- incubacdo da microplaca durante 30 min no escuro a
37 °c,

- bloqueio da reaccdo por meio da adicdo de 50
pl/alvéolo de uma solucdo de H,SO, 4N,

- determinacdo da densidade ¢ptica num comprimento de

onda de 492 nm (referéncia a 620 nm).

De um modo interessante, a sonda de captura utilizada é o
oligonucledtido Tag4d e a sonda de revelacdo ¢é o

oligonucledtido Iag3.

Assim, os meios permitem a detecgdo qualitativa ou

guantitativa da presenca de bactérias do tipo S. entérica

e/ocu S. bongori, sendo uma detecc¢do ndo especifica de entre
um dos grupos I, II, III, IV, V ou VI de S. entérica e S.

bongori.

Nas condigles especificas da realizagdo da fase de
detec¢ao, tal como sdo expostas no exemplo I, 0s
iniciadores 582, 5528 e a sonda 85340 permitem, pelo
contrario, a deteccgdo especifica de bactérias do grupo 1 de

S. entérica.

Qutras caracteristicas e vantagens da presente invencéo

constam dos exemplos apresentados em seguida e nas figuras:

Figura 1: Sequéncia de nucledtidos de um fragmento de

ADN de 2,4 kb da regido da invasdo de salmonela ser. Typhi

Os locais de potenciais 1ligagdes ao ribossoma estéo

sublinhados.
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Figura 2: ©Percentagem da actividade obtida com
diferentes estirpes de salmonela, pertencentes a diferentes
serovariedades por meio de hibridacéo sandwich.

Serovariedades dos diferentes isolados de salmonela

testados:

a: S, entérica subespécie entérica (I), ref?,: C53

b: S. entérica subespécie salamae (II), ref?®.: 975-71

c: S. entérica subespécie salamae (II), ref?®.: 3975-83

d: S. entérica subespécie arizonae (IIIa), ref?.: 1600 K

e: S. entérica subespécie arizonae (IIIa), ref?.: So 20-20
f: S. entérica subespécie diarizonae (II), ref?®.: 5250-85
g: S. entérica subespécie diarizonae (IIIb), ref?.: 8013-93
h: S. entérica subespécie houtenae (IV), ref?.: 1357-73

i: S. bongori, ref®.: 2790-79

k: S. entérica subespécie indica (VI), ref?.: 4355-84 - 7, 6, 5,

4, e 3: log (quantidade de moléculas do ADN).

Figura 3: Alinhamento das sequéncias dos fragmentos
amplificados, (nucledtidos 1345 a 1644) dos 6 grupos de

salmonelas.

Figura 4: Amplificacdo gracas aos iniciadores Iagb e
Tag6 em dois representantes de cada um dos grupos de

salmonelas.

Figura 5: Auto-radiografia da mancha de Southern dos

produtos amplificados das salmonelas.

Figura 6: Determinacdo do nlmero minimo de moléculas do
ADN cromossédmico que podem ser detectadas. Auto-radiografia

da mancha de Southern e hibridacdo em microplaca.
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Figura 7: Localizacgdo dos oligonucledtidos

seleccionados no gene IagA.

EXEMPLO 1
CLONAGEM E SEQUENCIAQKO DO FRAGMENTO DE ADN DE 2,4 KB
Este fragmento de ADN foi sub-clonado com um fragmentoc de
restricdo, obtido por ruptura com as enzimas HindIII a
partir da sequéncia HindIII de 7,9 kb, descrita na
publicacdo de Popoff e Dion, 1990 nos derivados do vector

ml3 (Messing e Vieira, 1982).

Depois da realizagldo desta clonagem, executou-se o método
de terminacdo da cadeia dideoxi, wutilizando o ADN T7
polimerizado modificado  (Sequenase, USB Corp.) e 08
oligonuclebtidos sintéticos universais a titulo de
iniciadores. Todas as extremidades dos fragmentos de
restricdo utilizados scbrepfem-se umas nas outras. A
sequenciacdo do ADN foi realizada pelo mencs 2 vezes para
cada cadeia. A sequenciacdo dos nucledtidos foi analisada

recorrendo ao programa de Lipan e Pearson, 1985,

Como mostra a sequéncia apresentada na figura 1, duas fases
abertas de leitura estdo contidas no fragmento sequenciado;
estas s&do designadas pelos termos TaghA (abreviacdc de
invasion associate gene - gene associado a invasdo) e IagB.
As duas fases abertas de leitura sdo transcritas na mesma
orientacdo. O primeiro coddo ATG (bp 97) da fase aberta de
leitura do IagA, que é precedido pela sequéncia 5'-AGAGA-
3", deve corresponder ao local de iniciacéc da tradugdo do
gene TagA. O gene TagA codifica um polipeptidec que contém
553 residuos de 4cidos aminados com um peso molecular
calculado em 63026 Da. Foli detectada uma homologia

significativa entre o dominio N-terminal da proteina IagA e
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o dominio que corresponde a proteina de regulacdo da
transcricdo PhoB (24% da identidade e 52% de semelhanca
para uma sobreposicdo de 108 &cidos aminadecs) e a proteina
PhoP (25% de identidade e 69% de semelhanca para 100 acidos
aminados alinhados) de E. coli. O coddo de iniciacdo ATG do
gene IagB (bp 1776) é igualmente precedido por um potencial
local de ligacdo ao ribossoma (5'-AGGAAG-3'). O gene TagB
codifica um polipeptideo que contém 160 Acidos aminados e
com um peso molecular calculado em 18369 Da. A comparacdo
da sequéncia da proteina IagB com as sequéncias traduzidas,
contidas no banco de dados Genbank revelou uma homologia
significativa com a proteina IpgF (43% de identidade e 66%

de semelhanca para 151 acidos aminados alinhados).

A proteina IpgF é codificada pelo gene ipgF, que esté
situado no plasmideo associado a wviruléncia de Shigella
flexneri na extremidade 5’ do local mxi-spa (Allaoui et al,

1993).

As proteinas de salmonela entérica, subespécie entérica

serovariedade Typhi evidenciadas desempenham, portanto, um
papel na infeccdo por estas bactérias e principalmente na

adesido e penetracgdo nas células.

EXEMPLO 2
DETECCAO ESPECIFICA DE S. ENTERICA DO GRUPO I

Foi elaborado um protocolo para a deteccdo das subespécies
de salmonela por meio de reaccdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR) . Um par de oligonucledtidos utilizados como
iniciadores foi definido para amplificar um fragmento de 93
pb de um gene necessario para a invasdo das células Hela
por S. Typhi, estirpe Ty2. O produto da amplificacdo foi

analisado por uma hibridag¢do ndo radiocactiva, em sandwich
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nas placas de microtitulacéo, utilizando dois
oligonucledbtidos diferentes, conforme o processo descrito
por Chevrier et al, 1993, Mol. Cell. Probes 7, 187-197. ©
oligonucleébtido de captura foi  fosforilado na sua
extremidade 5’ e ligado de modo covalente aos alvéolos
possuidores de grupos aminados de uma placa de
microtitulacdo. O oligonucledtido de deteccdc foi aminado
na sua extremidade 5’, depois foi marcado com um éster de
biotinil-N-hidroxisuccinimida. Apés a  hibridacéo, as
moléculas hibridas foram detectadas pela avidina conjugada
com fosfatase alcalina e um substrato cromogénicc. Este
método necessita apenas da utilizacdo de um ciclador
térmico e de um leitor de microtitulacdo convencional e

pode ser realizado a uma larga escala.

MATERIAIS E METODOS
ESTIRPES BACTERIANAS

Duzentos e wvinte e oito isclados <c¢linicos (quadro 1)
incluindo S. bongori (Sambrook et al, 1989, Molecular
cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), S. entérica subespécie

I(116), TII(56), IIIa(ll), IIIb(30), IV(5) e VI(5) e 16

estirpes de enterobactérias n&o salmonela (quadro 2) que
representam 9 géneros diferentes foram utilizados neste

estudo. A estirpe C53 de S. ser. Typhimurium foi utilizada

como controlo positivo e a estirpe HB101 de E. coli foi

utilizada como controlo negativo nos testes de PCR.

EXTRACCAO DO ADN

As estirpes foram cultivadas num meio 1B a 37 °C. Para
proceder a réapida extraccdo do ADN, 2 ml da cultura mantida
de um dia para outro foram centrifugados e ressuspensos em

1 ml de TE (tampdo 10 mM Tris-HCI a pH 8 com 1 mM de EDTA).
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As células foram centrifugadas, o) sedimento da
centrifugacdo foi ressuspendido em 500 ul de Agua
destilada, estéril e aquecido a 100 °C durante 10 minutos.
Finalmente, a solucdo foi centrifugada e o scbrenadante foi

conservado para experiéncias em PCR.

INICIADORES OLIGONUCLEOTIDICOS E SONDAS

Os oligonucledtidos foram sintetizados num sintetizador de
ADN cyclone (Millipore Waters) recorrendo & tecnologia de

fosforocamidita.

As sequéncias dos iniciadores de oligonucledtidos eram as

seguintes:

582: 5'-CCGGGCAGATGATACCC-3 ' e
S3528: L5'-TAATGCTTTCCTGGTGC-3"'.

A sonda oligonucleotidica de captura,

S5540: 5'"-CCCGAACTATCTCGATCTGTACAATATTATCATT-3" foi
fosforilada na sua extremidade 57 com a qguinase
polinucledtida T4 (Boehringer) conforme a descrigdo feita
por Sambrook et al, 1989, (Molecular cloning, a laboratory
manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y.). A sonda de deteccido octadecanucleotidica
SS41  (5'-GCAGGTGATAACCTTTAA-3') foi wutilizada com uma
func&do amino na sua extremidade 5’, recorrendo ao método de
fosforamidita em Dbase sé6lida num sintetizador de ADN
2pplied Biosystem 380B depois foi marcada com o éster de N-
hidroxisuccinimida do 4cido D-biotinil-Z-aminocaprdico
(Boehringer) de acordo com a descricdo feita por Tham et
al, 1990, (FEMS Microbiol. Lett. 69, 109-116). Os

oligonucledtidos de captura e de deteccdo foram purificados
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0s dois numa coluna de dessalinizacgdo rapida HR 10/10 com o

sistema FPLC (Pharmacia).

EXPERIENCIAS COM PCR

As reaccdes de amplificacdo foram realizadas num volume
total de 100 ul, num tampdo de 50 mM de Tris-HCI, pE 8,5,
contendo 4 mM de MgCl,, 100 ug/ml de albumina do soro de
bovino, 1 um de cada iniciador, 200 uM de cada dNTP e de 1U
de Tag ADN polimerase (Amersham). A mistura de amplificacéo
foi coberta com 100 ul de 6leo mineral e submetida a 10
ciclos de amplificacdo conforme a seguinte descricéo: as
amostras foram incubadas a 94 °C durante 10 seg. para
desnaturar o ADN, a 60 °C durante 10 segundos para
emparelhar os iniciadores de ADN e a 72 °C durante 30 seq.
para realizar & reaccdo de extensdo dos iniciadores
emparelhados, sendo este seguido por 30 ciclos de acordo
com o seguinte protocolo: desnaturacdo a 87 °C durante 10
seg., emparelhamento a 60 °C durante 10 seg. e extensido a
72 °C durante 30 seg. 0s ciclos térmicos foram realizados
num conjunto aquecedor programédvel (Thermal ractor Hybaid,

UK) .

As experiéncias de PCR foram realizadas com 5 pl de solugdo
de ADN. Cada experiéncia incluia controclos negativos (5 ul
de tampdo TE) para cada grupo de 10 amostras e no fim de

cada série.

TESTES DE HIBRIDAQAO SANDWICH EM BANDAS COVALINK NH®

Foram Jj& descritos dois protocolos de hibridagdo néo
radicactiva em bandas Covalink NH® por Chevrier et al
(1993, Mol. Cell. Probes 7, 187-197). No presente caso foi
utilizada uma técnica de hibridacdo sandwich na medida em

gue esta permite uma melhor sensibilidade da deteccdo. A
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reaccdo foi realizada em microalvéolos cobertos com ©
oligonucledbtido S840 utilizando um processo de 1ligacédo
covalente, tal como descrita detalhadamente por Chevrier et
al ou Rasmussen, S.R. et al (1991, Anal. Biochem. 198, 138-
142).

0 fragmento de ADN submetido & reacgcdo de PCR foi
desnaturado directamente nos alvéolos adicionando-se
seqguencialmente 95 ul de &gua destilada, 5 pl de amostra de
PCR, 40 pl de sonda de deteccdo e 14 pl de NaOH 1 N por
alvéolo. Passados 10 minutos fol realizada a neutralizacdo
adicionando-se 21 ul de NaH,PO, 1 M, contendo 1% de
sarcosilo. Todas as amostras foram realizadas em dobro.
Apbds a neutralizagdo, a banda foi depositada numa
superficie metédlica e mantida numa incubadora de um dia
para outro a 40 °C. A concentracdo final da sonda de
deteccdo biotinilada SS41 era de 0,5 nM. Durante a
incubacdo na incubadora é preferivel ndo deixar vazios os
alvéolos ndo utilizados, enchendo-os com &agua de forma a
obter alteragdes térmicas homogéneas. Os microalvéolos
foram lavados 5 vezes a temperatura ambiente com TBS-Tw
(0,15 M NaCl, 10 mM de tampdo Tris HCI a pH 8, 1%. Tween
20) . 100 ul de conjugado alcalino de fosfatase extravidina
(Sigma) diluido em 1 wug/ml em TBS-Tw contendo 1% de
albumina de soro bovino foram adicionados por alvéolo.
Depois a banda foi incubada a temperatura ambiente durante
1 h, lavada 5 vezes com TBS-Tw e finalmente adicionaram-se
200 pl de dietanoclamina 1 M a pH 9,8, contendo 1 mM de
MgCI, e 1 mM de fosfato de para-nitrofenilo. A reaccdo da
enzima foil realizada durante 30 minutos até 2 horas. A
absorcdo foi medida a 405 nm recorrendo a um leitor de
microplaca (Dynatech). O sinal obtido com a solucdo padréo

do fragmento de ADN amplificado (800 fm/alvéclo) de S. ser.
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Typhimurium estirpe C53 foi considerado como representando
100% e wutilizado como referéncia para cada teste de
hibridacdo. Os valores dos espagos em branco correspondem a
absorc&do média medida nos alvéolos cobertos pelo
oligonucledtido S840, incubado apenas com 0,5 nM de sonda

oligonucleotidica SS41 biotinilada.

RESULTADOS
OPTIMIZAGCAO DO METODO

Os iniciadores e as sondas foram escolhidos na seguéncia
TagA. Diferentes pares de iniciadores foram testados para
optimizar a técnica de hibridacdo sandwich em microplacas
Covalink. O par de iniciadores escolhido (SS2 e 5528)
permitiu a amplificac&o especifica da regido de 93 pb do
ADN genbémico da salmonela. Utilizando este par de
iniciadores reveldmos que uma concentracdo padr&o de NgCl,
(1,5 a 2 mM) conduziu a um resultado de amplificacéo
relativamente desinteressante e que uma concentracdo de 4
mM em MgCl; era necessaria para obter uma amplificacédo
eficaz. 0Os oligonucledétidos internos 353540 e 8541 foram
utilizados num teste de hibridacdo ndo radioactiva, a
titulo de sonda de captura e de sonda de deteccédo

respectivamente.

ESPECIFICIDADE DA TECNICA

A especificidade do método para a deteccdo das salmonelas
foi avaliada com 228 estirpes de salmonela (quadro 1) e 16
estirpes de bactérias heterdlogas (quadro 2). 0s resultados

encontram-se resumidos no quadro 3. Edwardsiella tarda,

Klebsiella pneumoniae, espécies de Entercbacter e de

Acinetobacter, Pasteurella, Vibrio harveyi, Serratia

marcescens e, mais importante, espécies de Citrobacter e

todos o0s E. coli deram um sinal de hibridacgdo inferior a
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20%. Com base neste wvalor, concluiu-se que todas as
estirpes de salmonela pertencentes a subespécie I podem ser
detectadas pelo presente método. Além disso, apenas uma
estirpe (estirpe 3975-83) das 56 estirpes da subespécie e 3
estirpes das 11 estirpes da subespécie IIIa deram um sinal

positivo. A salmonela bongori e as estirpes pertencentes a

subespécie IIIb, IV e VI ndo foram detectaveis.

NIVEL DE DETECCAO DA TECNICA COM BACTERIAS INTEIRAS

Foram feitas diluig¢Ges até a 1/10 de uma suspensdo da

estirpe €53 de S. ser. Typhimurium (de 10° a 1077

células/ml) para determinar o nuUmero minimo de bactérias
gue poderiam ser detectadas pelo PCR seguido da técnica de
hibridac&o ndo radicactiva. O ADN foi extraido de cada
suspensédo calibrada recorrendo & técnica de extraccédo
rapida por meio de ebulig¢do. Os resultados obtidos mostram
claramente que a técnica de extraccdo rapida do ADN por
meio de simples ebulicdo da suspensdo antes da reaccdo de
PCR & uma técnica eficaz. Com efeito, esta permite a

deteccdo de apenas uma unidade cfu.

Quadro 1:

Subespécies de salmonela utilizadas para determinar a especificidade
dos testes de hibridagdo do ADN.

Microorganismo testado Ne¢ de isolados N2 de serovar
Salmonella entérica subsp entérica I[116 43
Serovar Adelaide
Agona
Altona
Angoda
Bardo
Blockley
Bovismorbificans
Braenderup
Brandenburg
Bredeney
Broughton
Cerro
Chester
Coeln
Concord

=

[y ey s B N OV =N S R = e S
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Subespécies de salmonela utilizadas para determinar a especificidade

dos testes de hibridagdo do ADN.

Microorganismo testado

IN ¢

de isolados

IN¢ de serovar

Dakar
Derby
Enteridis
Georgia
Hadar
Heidelberg
Ibadan
Indiana
Infantis
Lexington
London
Mbandaka

1

N
oo

Montevideo
Moscow

Ohio

Orion
Panama
ParaTyphi B
Saintpaul
Typhimurium
Typhisuis
Vaertan
Veneziana
Vinohrady
Virchow
Wien
Woodinville
Yolo
Salmonella
11
Salmonella
I1Ia
Salmonella
I11b
Salmonella
v
Salmonella
Salmonella
(inicialmen
Bongori V)

entérica
entérica
entérica
entérica
entérica

bongori
te S.

subsp
subsp
subsp
subsp

subsp

entérica

salamae
arizonae
diarizonae
houtenae
indica VI

subsp.

56

11
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Quadro 2
Bactérias heterdlogas utilizadas no teste de
hibridacao do ADN
Género Espécies Namero del
isolados
Escherichia coli 4
Edwarsiella tarda 1
Citrobacter amalonaticus 1
freundii 1
Klebsiella Pheumoniae 1
Enterobacter |agglomerans 1
asburiae 1
hormoechei 1
Pasteurella multocida 1
\Acinetobacter |Iwoffii 1
haemolyticus 1
Vibrio harveyi 1
Serratia marcescens 1

25
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HIBRIDA(;AO QUANTITATIVA COM O ADN GENOMICO PURIFICADO

0 processo de hibridacdo n&oc radicactiva utilizada nos
testes presentemente descritos pode ser facilmente
realizado em estudos quantitativos. Para comparar os sinais
de hibridacdo obtidos <com as diferentes estirpes de
salmonela, foi extraido o ADN de 10 estirpes representantes

de 6 subespécies de salmonela entérica e da espécie

salmonela bongori, depois as quantidades calibradas do ADN

foram submetidas 4&as reaccdes de PCR seguidas de uma
hibridacdo sandwich. 0Os resultadcs sdo apresentados na
figura 2. Demonstrou-se que o sinal de hibridac&o obtido

com 10" moléculas de ADN de salmonela bongori ou das

subespécies II, IIIa, IIIb, IV e VI de salmonela entérica é

mais fraco gque o sinal de hibridacdo observado com 10°
moléculas de ADN de estirpes da subespécie I. Entretanto, &
importante sublinhar que o isolado 3975-83 (subespécie IT)
deu o© mesmo sinal de  hibridacdo que as estirpes

pertencentes as subespécies I.

DISCUSSA0

A amplificacdo por PCR permite uma detec¢do muito sensivel
das sequéncias do ADN especifico. A sensibilidade da
amplificacdo depende essencialmente do ntmero de cdpias do
ADN alvc, da pureza da amostra a analisar, do método de
extracgdo do ADN e da sensibilidade do método utilizado
para detectar os produtos de PCR. A visualizacdo dos
produtos de PCR por meio de coloracdo com brometo de etidio
num gel de electroforese n&do é compativel com a utilizacéo
rotineira da técnica e n&o é suficientemente sensivel. A
sensibilidade pode ser melhorada por meio da utilizacdo de
PCR dupla ou de sondas de ADN com uma hibridacdo em Dot
blot ou Southern blot. No entanto, & PCR dupla é muito

sensivel & contaminagdo pelo ADN e as técnicas de
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hibridacdo Dot blot ou Southern blot n&o sdo adeguadas para
a automatizacdo. A hibridac&o em microplaca oferece assim
uma técnica apropriada para a deteccdo e quantificacdo de
fragmentos amplificados por PCR. A ligacdo covalente
simples dos &cidos nucleicos aos microalvéolos representa
uma variante interessante a adsorcdo passiva e um
importante melhoramento na deteccéo de fragmentos

amplificados por PCR nos microalvéolos.

Sabe-se que as estirpes de salmonela que provocam infeccles
entre ©0s homens pertencem essencialmente a subespécie I.
Com efeito, mais de 95% dos isolados clinicos entre seres
humanos ©pertence a esta subespécie (Rowe, B., 1987,
Salmonella surveillance. Reports received from centers
participating in the WHO programme. World Health
Organization London). Além disso, em 1991 o "Centre
National d'Etudes Vétérinaires et Alimentaires" de Paris
(Franca) relatava [Corbion, B. et al, 1991, Inventory of
Salmonella] que nos anos precedentes a maioria das estirpes
iscladas em animais, seja no alimento seja no meio
ambiente, em 1988 e 1989 (isto & 18832 estirpes) pertencem

a4 subespécie I (99,2%).

Os resultados relatados nesta publicac&o permitiram definir
um método baseadc na amplificagdo por PCR, para a deteccdo
de estirpes ©patogénicas da salmonela. Un par de
iniciadores, SS2 e S528, e um par de sondas, SS40 e SS41
foram seleccionados a partir de um gene necessario para a
invasdo das células Hela pela salmonela ser. Typhi, estirpe
Ty2. Utilizando a combinacéo entre a técnica de PCR e a
hibridacdo sandwich n&o radicactiva em microplaca foram

detectadas todas as salmonelas da subespécie I.
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0 limite da deteccdo foi inferior a um limite representado
por 10 células por tubo de PCR, © que estd conforme os
resultados obtidos por outras técnicas de PCR semelhantes.
Uma vez estabelecido o parentesco dos acidos nucleicos
entre os membros da enterobactérias é importante controlar
a especificidade destes novos iniciadores e sondas com 08
géneros de entercbactérias mais susceptiveis de conduzir as
reacgdes do tipo “falso-positivo”. A partir dos resultados
obtidos pode-se concluir gque nenhuma reaccdo de falso-
positivo pode ter lugar desde que se cumpram as condigdes

de PCR e de hibridacéoc descritas anteriormente.

E interessante notar que a estirpe salmonela 3975-83
(subespécie II) apresentava um sinal de hibridacdo idéntico
ao obtido com os isolados pertencentes a subespécie I. Esta
estirpe foi isoclada em 1983 a partir das fezes de um
paciente humano na Gra-Bretanha. Com base nas
caracteristicas bioquimicas, esta nova serovariedade foi
classificada na subespécie II mas foil considerada como uma
estirpe atipica visto que ndo foi detectada a sua presenca
na gelatinase (Le Minor, L. et al, 1984, Suplemento N°.
XXVII, 1983, to Kauffmann-White Scheme, Ann. Microbiol.
(Institut Pasteur) 135 B, 45-51). A luz dos resultados
presentemente descritos, a posicldc taxonémica da estirpe
3975-83 deveria ser reexaminada recorrendo & técnica de

hibridac&o ADN-ADN.

Os dados aqui apresentados indicam gque o método de
hibridac&o baseado na utilizacdo de um gene necessdrio a
invasdo das células Hela pela salmonela ser. Typhi, estirpe
Ty2 pode distinguir as estirpes da subespécie I das
salmonelas das outras bactérias entéricas, incluindo E.

coli. A hibridag¢do ndo radioactiva numa microplaca Covalink
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NH é sensivel e apropriada para a andlise de um grande

nimero de amostras.

EXEMPLO 3 DETECQAO DO ADN DE SALMONELA AMPLIFICADA POR MEIO
DE HIBRIDAQAO SANDWICH
SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEQTIDOS

Os fragmentos de ADN escolhidos sdo o0s seguintes (ver

posicdo na sequéncia da figura 1):

Dominio C-terminal

posicao
Tagl: 5'-TA 'TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3 1424-1443
Tag2: 5'-AGA GAA TTT CTG GAA AGT GARA - 3° 1585-1605
Tag3: 5'-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT - 3° 1495-1521
Tag4: 5'-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA - 3° 1564-1584
Tagd: 5'-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG - 3! 1318-1337
Tag6: 5'-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG - 3°' 1637-1657
Slml: 5'-CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT - 3° 709-728
SlmZ2: 5'-AG CAT GGC GCA AAT GGG - 3' 1014-1031

S1lm3: 5'-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GIT GAT AGA ACA C-3' 732-762
Slmd4: 5'-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA - 37 823-842

Preferencialmente, os pares de iniciadores Iagb (sens) e
Tag6 (antisens) dirigem a amplificacdo de um fragmento de
340 bp, o par Slml (sens) e SlmZ (antisens) dirige a

amplificacdo de um fragmento de 323 bp (figura 3).

A figura 4 mostra a eficédcia da amplificacdo de um par de
iniciadores Iagb e Iag6 em 2 representantes de cada um dos

grupos de salmonelas.
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PROCESSO DE DETECCAO

Foi utilizado um formatc de deteccdo por meio de hibridacido

sandwich.

Hibridam-se dois  oligonucledtidos em  simultdneo no
fragmento amplificado, desnaturado. Um dos dois, chamado
sonda de captura, estd fixado de forma passiva (mas pode
também ser fixado de forma covalente) & superficie de um
alvéolo de placa de microtitulacdo de 96 alvéolos. O outro,
chamado sonda de revelacdo, estd marcado com um elemento
gue é facilmente evidencieado. A sonda de revelacdo esté

livre no tampdo de hibridacéo.

As sondas de captura e de revelacdo sdo complementares de 2
regides diferentes, situadas no intericr do fragmento

amplificado.

A sonda de deteccdo no caso presentemente descrito esté
ligada a um marcador enzimatico, nomeadamente uma
peroxidase e vai servir de sonda de revelacdo. E
preferencialmente o caso dos oligonucledtidos Tag3 e Slm3.
Qutros oligonucledétidos podem ser fixados a um suporte
s6lido, do tipo microplaca, um suporte de particulas ou
membrana e servir de sonda de captura, este particularmente

para os oligonucledtidos Tagd e slmd.

CONDIQGES EXPERIMENTAIS:

1) Preparagdo do ADN das salmonelas
Segundo o método da ebulig¢&o na presenca de Chelex (Chelex
%, SDS 0.1%, NP40 1%, Tween 20 1%), obtém-se as sequéncias

de ADN. Este reagente é comercializado pela Biorad e
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utilizado de acordo com o protococlo do fabricante (ref.

Walsh et al. 1991. BioTechniques 10:506-513).

2) Amplificagéo
Segundo o método descrito inicialmente por Saiki e tal como

o exposto, por exemplo, na patente europeia EP 0201184.

A PCR é realizada recorrendo a seguinte mistura reaccional:

50 mM KC1

10mM Tris-HC1 pH 8.3

1,5mM MgCl,

125 uM desoxirribonucledtidos (dCTP, dATP, dGTP)
250 pM de UTP

25 pmoles de cada um dos iniciadores

10ng ADN

1 unidade de uracil N glicosilase

1 unidade de Tag polimerase.

A mistura reaccional foi realizada utilizando 10 pl da
solucdo que continha o ADN a amplificar num volume de 100
pl. O dUPT e o UNG s&o wutilizados em sistemas de
descontaminacdo (patente Life Technologies European Patent
Application 0 401 037). O ciclador térmico utilizado é o
8600 da Perkin Elmer.

Apds uma incubagdo de 50 °C durante 2 min para permitir a
accdo do UNG e uma desnaturacdo a 95 °C durante 5 min, os

ciclos de temperatura utilizados s&o os seguintes:

5 ciclos (95 °C 15 seqg, 50 °C 15 seg, 72 °C 15 seq)
35 ciclos (95 °C 15 seg, 57 °C 15 seg, 72 °C 15 seq)
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3) Visualizagdo da reacgdo de amplificagdo

3-1) Marcacdo da sonda de revelagéao

As sondas sdo marcadas com peroxidase de raiz-forte (ref.
PCR protocols: a guide to methodes and application;
Academic press (1990), 15, p 4513-4534) e a actividade da

enzima é revelada por colorimetria.

3-2) Gel de agarose com BET e hibridagdo em membrana

Depois da amplificacdo, depositou-se 10 pl do produto da
amplificacdo sobre gel de agarose e o ADN foi transferido
para a membrana conforme as técnicas cléssicas (Maniatis).
A membrana foi pré-hibridada 30 min a 68 °C em tampdo de
hibridacdo (10x Denhart, 6x SSC, 0,1% 8SDS) depois foi
hibridada a 42 °C durante 3 h com 60 ng de sonda por ml de

tampdo de hibridacéao.

Realizou-se em seguida uma lavagem de acordo com as

seguintes etapas:

Q

- 2 vezes, 10 min em 2 x SSC - 0,1 % SDS a temperatura
ambiente,
- 1 vez 30 min em 0,1 x SSC - 0,1% SDS a 42 °C,

- 2 vezes, 10 min em 2 x SSC & temperatura ambiente,

Revelacdo: a membrana fol espongeada entre duas folhas de
papel absorvente (papel Whatman 3 MM) e colocada num

recipiente préprio e seco.

0 reagente de deteccdo Amersham (reagente de deteccdo ECL
RPN 2105) foi preparadc extemporaneamente, volume por
volume; 30 ml de volume total para uma membrana 5 x 8 cm.
Foi obtida uma cassete para autc-radiografia fixando uma

folha de papel absorvente (papel Whatman 3 MM) no fundo.
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Todas estas etapas podem ser feitas a luz. Em seguida em

camara escura.

Mergulha-se a membrana no reagente de deteccdo durante 1
min, lado do ADN para cima, escorre-se rapidamente a
membrana, coloca-se na cassete, lado do ADN para cima,
coloca-se debaixo de uma folha de plastico transparente
(sendo a membrana cola-se a pelicula) e coloca-se uma

pelicula de radiografia em cima (pelicula X-OMAT KODAK) .

A exposicdoc ¢é realizada durante 30 min & temperatura
ambiente, depois a pelicula é revelada pelos técnicos de

revelacdo cléassica (revelador, agua, fixador).

3-3) Microplaca

3-3-1) Cobertura de oligonucleétido de captura

Pode ser feita por adsorcdo (Cook et al, NAR, 16: 4077-4095
(1988) ou acoplagem covalente (Rasmussen, S.R. et al, 1991.

Analytical Biochemistry 198, 138-142).

3-3-2) Hibridagdo em microplaca e leitura
10 ul do produto da amplificacdo foram desnaturados por
meio da adicdo, volume por volume, de uma solucdo de 200 mM

de NaOH, 40 mM de EDTA.

As microplacas cuja superficie dos alvéolos estd coberta
com a sonda de captura, foram pré-hibridadas num tampdo de

hibridacdo com 10x Denhart, 6x SSC, 0,1% SDS.

Assim gue a microplaca foi esvaziada e cada uma das cupulas
recebeu 200 pl de tamp&o de hibridacdo, tapandoc o fragmento

amplificado, desnaturado e a sonda de revelacdo na
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concentracdo de 10 ng/pl. A incubacdc teve lugar durante

uma hora a 37 °C e sob agitacéao.

Depois da lavagem (solucdc de lavagem 10X:100 mM Tris, 3M
NaCl, 1% Tween 20, pH 7,4), foi detectada a actividade da
peroxidase associada a sonda, por colorimetria, na presenca

de um substrato colorido.

Para tal, distribuiram-se por cada um dos alvéolos 200 ul
de uma sclucdo de 40 mM de citrato trissédico, 0,03% de H,0
30%, 7,5 mg/ml de ortofenilendiamina (OPD). A microplaca
foi incubada durante 30 min no escuro e a 37 °C. 50
pl/alvéolo de uma solucdo de 4N H,S0, foram adicionados

para bloguear a reacg¢do.

A densidade éptica foi determinada num comprimento de onda

de 492 nm (referéncia a 620 nm).

4) Sequenciacdo dos produtos PCR e alinhamento manual das
sequéncias.

De acordo com as técnicas «cléssicas, utilizando, por
exemplo um autdémato "373 DNA sequencer" da Applied

Biosystem e o conjunto "dye terminator" da Applied.

RESULTADOS
0 modelo exemplificade ¢é preferencialmente o seguinte

sistema de oligonucledtidos:

Tag5 iniciador sens - Iagb iniciador antisens

Tag3 sonda de revelacdo e Iag4 sonda de captura.

(¢ de notar que o Iagd4 pode igualmente ser marcado e ser

utilizado como sonda de revelacdo).
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ESTUDO DA ESPECIFICIDADE

Foi aplicado no conjunto de estirpes bacterianas enumeradas

nos qguadros 4 e 5.

A amplificacdo do ADN extraido das 45 estirpes de
salmonelas analisadas gerou um fragmento do tamanho
esperado (cf. fig. 5). As manchas de Southern do conjunto
de produtos amplificados foram hibridadas com a sonda de
oligonucledétido interna 1Iag3, marcada com peroxidase.
Nenhuma das estirpes ndo-salmonela deu lugar a uma
hibridacdo com uma sonda de ©peroxidase realizada em

membrana conforme o protocolo descrito anteriormente.

0Os mesmos produtos da amplificacdo foram experimentados em

formato microplaca.
A interrupcdo foi fixada arbitrariamente em 0,050. Todos o0s
representantes de cada um dos grupos de salmonelas dac um

valor de densidade éptica superior a 0,050 (quadro 6).

SENSIBILIDADE

Para determinar o numero minimo de moléculas de ADN
cromossémico de salmonelas que podem ser detectadas foi
amplificada uma gama de diluicdo de ADN cromossédmico
purificado. 5 moléculas s&o visiveis na auto-radiografia da
mancha de Southern e detectadas em hibridacdc de microplaca
0 valor obtido em colorimetria & superior ao da interrupcéo

(figura o).

Os oligonuclebtidos seleccionados para a realizacdo deste
exemplo foram localizados na sequéncia do gene IagA (figura

7).
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Quadro 4
No Estirpe Serotipo Grupo
1 Salmonella Marseille I
2 Salmonella Nyanza I
3 Salmonella Poona I
4 Salmonella Kampala I
5 Salmonella Taksony I
6 Salmonella Teshie I
7 Salmonella Indiana I
8 Salmonella enteritidis I
9 Salmonella Kentucky I
10 Salmonella Napoli I
11 841 1ll:a:d:en 215 II
12 1703K41:2:15 II
13 950-7143:d:239 II
14 10-65 44:24, 223 : - II
15 3209-81 45: z 23 II
16 5331/ 86 62: z 29 : - IIIa
17 3064-4 / 252 41: k : - IIIa
18 594-54 38: z 54: - IIIa
19 1694 cdai 426 63: z 4, z32: - IIIa
20 So 50/16 62: £, z 51:- IIIa
21 5251-85 58: r : z 53 IIIb
22 1758-76 6, 14 : z 10 : enx 215 IIIb
23 453-68 16 : 1liv : z53 IIIb
24 4305-57 16 li(v) : z 35 IIIb
25 1698-75 11 : 1liv : z IIIb
26 8275-94 47 : r : enx 215 IIIb
27 8283-94 53 : z 10 : z IIIb
28 cdc 456-5 / 83 40 : 1 : 1, 5, 7 | IIIb
29 8284-94 60: 1 : z IIIb
30 1693 K 38 : k : z 55 IIIb
31 1707 48 : £ : z 51 :- v
32 7231/89 45 z 36, z 38 v
33 6887 / 60 48 : £, z 51 : - v
34 1357 /73 43 : z4, z 24 : - v
35 1550 K 16 z 4,z 23:- v
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No Estirpe Serotipo Grupo
36 Salmonella Bongor 261 -66 48 : z35 : - v
37 Salmonella Camdeni 2022 - 77 44 : r : - v
38 4985 - 85 48 : z 39 : - v
39 7688 - 9166 z 39 : - v
40 1387 - 7340 : a v
41 1941 - 77 6,7 « z 41: 1,7 VI
42 1449 K45 : a enx VI
43 4355 - 84 1.6. 14.25: a :e,n,x VI
44 1711 K11 .b:enx VI
45 1688 K 1,6.14,25:2 10: 1.12.7 VI
ESTIRPES NAO SALMONELA
Quadro 5

N° Nome Identificagaoe

1 Klebsiella oxytoca 0059 sDP

2 Klebsiella pneumoniae 0054 sDP

3 Acinetobacter baumanii 0033 SDP

4 Proteus mirabilis RP402

5 Serratia marcescens 0042 SDP

6 Enterobacter agglomerans 0067 SDP

7 Citrobacterdiversus 0068 SDP

8 Pseudomonas aeruginosa 0011 SDP

9 Enterobacter aerogenes 0066 SDP

10 Escherichia coli 0131 spp

11 Enterocoque faecalis 76117

12 Proteus mirabilis AP0O3

13 Enterocoque faecallis 76117

14 Enterobacter cloacae 0060 SDP

15 Mycobacterium avium 6

16 |Mycobacterium tuberculosis H 37 RV

7 Listeria monocytogenes 1/2 1LG3




39

DETECGCAO EM MICROPLACA

Quadro 6
Amostras DO a 420 nm
2 Nyanza gpo I .029
3 Poona gpo 1 .103
11 gpo II .155
12 gpo Il .751
18 gpo III a .139
20 gpo Ill a .068
21 gpo III b .161
30 gpo III b .201
31 gpo IV .272
35 gpo IV .527
36 gpo V .868
40 gpo V .347
45 gpo VI .900

.022
.017
.024
.019
.019
.023
.025
.020
.015
.018
.022

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumanii

Proteus mirabilis

Serratia marcescens

Entercbacter agglomerans

Mycobacterium avium n° 6

Mycobacterium tuberculosis H 37 RV

Listeria monocytogenes 1/2 LG3

Aqua de controlo

O O] O O O O] O] O O] O O] O w B O O] W W] w wl o w] w w

Aqua de controlo

LISTA DE SEGUENCIAZS
(1) INFORMACAO GERAL:

(1) REQUERENTE: INSTITUTO PASTEUR
INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE
MEDICALE

(1i) TITULO DA INVENCAO: OLIGONUCLEOTIDO PARA A
DETECCAC DE SALMONELA

(1i1) NUMERO DE SEQUENCIAS:29



(1v)

(v)

(vi)

(vii)

(vii)

(1)

MORADA CORRESPONDENTE:

(B) MORADA: ERNEST GUTMANN - YVES PLASSERAUD
S.A,

(B) RUA: 3 RUE CHAVEAU - LAGARDE

(C) CIDADE: PARIS

(D) ESTADO:

(E) PAIS: FRANCA

(F) ZIP: 75008

LEITURA POR COMPUTADOR:
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(A) MEIO: Floppy disk

(B) COMPUTADOR: compativel IBM PC

(C) SISTEMA QPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Verséo
#1.30

DADOS ACTUAIS DC PEDIDO:

(A) NUMERO DO PEDIDO : XXXXXXXXXXXX
(B) DATA DE DEPOSITO: 15 DE JANEIRO DE 1996
(C) CLASSIFICACAO:

DADOS DO PEDIDO ANTERIOR:
(A) NUMERO DO PEDIDO: FR 9500410
(B) DATA DE DEPOSITO: 16 DE JANEIRO DE 1995

DADOS DO PEDIDO ANTERIOR:
(B) NUMERO DO PEDIDO: 96 400 098.8
(B) DATA DE DEPOSITO: 15 DE JANEIRO DE 1996

(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:1:

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 2406 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico



(11)

(vi)

(x1)
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(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo
(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

FONTE ORIGINAL:

(R) ORGANISMO: SALMONELA SER. TYPHI
CARACTERISTICAS:

() NOME/KEY: CDS

(B) LOCALIZACAC: 97..1755

(D) OUTRAS INFORMACOES: /produto = “iagA”
CARACTERISTICAS:

(R) NOME/KEY: CDS

(B) LOCALIZACAO: 1776..2255

(D) OUTRAS INFORMACOES: /produto= “iagB”

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:
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Mot

Lys
400
AT
The

TTA
Leu

TAT
Ty

GCT
Bla
225

cee
Fro

o1
Asp

ACC
Thy

BAT
Asn

TAC
Tyr
305

ATC
Ile

ART
Asn

GRA
Glu

cee
Pro

GeY
Ala
38%

6

Leu

TAY
Tyr

cea
Arg

CAC
His
210

oy
Ser

GGA
Gly

AGT
Ser

coQ
Fro

ATG
¥et
230

cre
Lau

AAMR
Lys

CER
Pro

TAC
Ty

RTT
ile
370

GET
Gly

GARC
Bsp

TAT
Tyr

TEA
Sar

oG
Leu

Cre
Leu

CTT
Ley

ACC
Thr

TAT
Tyr
275

TCE
Sex

AGT
Far

GLT
Ala

CaA
Gln

ATC
Ils
355

TT
Ser

CAG
Glu

oen
fro

CTAT
His

CAl
Gin
415

CrG6
Leu

™G
Leu

Cae
Rrg

ATG
Mst
260

AGG
sexr

CCR
Pra

ATG
Mat

Lys

GOT
Ala
340

GIC
Val

RCAR
Ala

TT6
Len

ACG
Thr

ACC
Thr
423

TRC
Hisg

CAD
His

Glo

T6G
Trp
24%

GTe
Val

TTA
Ly

BRC
Rsn

GCG
Ala

GAX
Glu
325

TTA
Ley

GGG
Gly

GAT
Asp

GRG
Giu

oae
Arg
305

GGT
Gly

CRG
Gla

ARC
Asn
230

GAC

Asp

TACG
Ter

CAG
Gin

RGO
Ser

CRA
Gin
318

CAaT
Hig

GEA

Gly

AGT
Ser

ATT
Ile

GAG
Glu
380

GCA&
Alz

ATT
Ile

O CAl

Len G

138

186

834

882

930

278

1026

1074

1122

1218

1266

1314

1362

1410

43



GAT
hsp

GGT
Gly
495

GAA
alu

A6
Gln

GAA
Gin

GoC
Ala

GAA
Glu
535

Lys

GTA
Val

CAG
Gin

GCC
Ala
44

GAT
Asp

Lys

o
Fro

AR
Lys

AAT
Asn
§40

Lys

ATA
ile

BAT
Asn

CAG
Gln

CRI
His
s20

GAC
Asp

TTA
Ley

ATC
Ile

GCT
Ala
2%

CAG
Gla

GGT
Gly

ARG
Arg

TCE
Sar

ATE
Ile
105

Cga
Pro

CAT
His

RCR
Thy

AGT
Ser
CET

505

COG
Arg

TGG
Tep
10

GRA
Giu

CAG
Gin

TR
Ser

oTE

f.en

ATT
Ile

TAC
Tyr

ATA
Ile

GAN
Glu

ZGA
Gly

GAG
Glu
480

ATH
Il

. GRA

Giu

ATY
lie

TTA
Len

LT
Leu

CcTT
Len
475

CGT
arg

GAT
Asp

acr
Ala

TEG
Trp

TTA
Ley

GCA
Ala
180

ATT
{le

GCC
Atz

AAT
Asn

ATT
ile

TIC
Phe
5440

RGT
Sex
445

oA
Arg

GCT
Ala

TTA
Lau

ART
Ran

GCT
Ala
52%

AAA
Lys

ATG
et

Lys

GTT
val

CCG
Pra

cCG
Pro
510

GAG
Glu

AGA
Arg

CAG
5in

TTA
Leu

RAT
Asn

ACG
Thr
495

GiA
Gly

B&A
Lys

TGG
Trp

GrY
Val

acT
Thr

CTT
Lizy
480

ATA
Ile

TTA
Lew

ATG
Met

AAK
Lys

ATG
Met

Lysg
465
[e¥ s
Leu

BGR
Brg

TTA
Leu

TGG
Trp

CAG
Gin
54%

T
Phe
450

GA&
Glu

TAC
Tyx

GAA
Glu

oee
Pro

ART

‘Asn

530

GAT
BAsp

L7
Leu

ATA
tle

GCY
Ala

TEY
Phe

TTA
Leuw
515

DA
Lys

coe

TCG

Sar

TCC
Sex

GaA
Glu

CrG
Lew
500

GTG
Yal

Y
Phe

e cle

ST
Leu

ACG
Thr

TRT
Tyx
485

GAA
Glu

CTE
Lag

ARA
Lys

TG

Pro Axrg Leu

Lys

CAG .

Glin
470

TEY
Cys

AGT
Ser

&TT

Val

AAC
Asn

ATT
Ile
550

TRARATCTGA GAGAGGRGAT ATG CAT TAT TIT TIT ATC ATC
Met His Tyr FPhe Bhe Ile lle
1 £

TTE
Lay

Lys

GAR
Gly

i
The

Lys
75

TCT

Ser

GGT
Gly

T
Leu

ATG
Mat

TCE
Sey

GAT
Asp
&0

LS

GIC
Val

T
Phe

AGE
Sar

TS
Phe

GG
Rla
49

cTT
Ly

ATG
Mat

ATY
fle

AGR
Ber

ATa
Ile

ART
Asn
38

ATG

GO
Gly

506
Gly

CTG
¥al

GG
Trp
110

ANT
BEN
15

ATT
Ltis

Lys

CIG
Len

ATT
Ile

GGC
Gly
93

GAG
Giu

ACG
Thr

GAA
Giw

et
Pro

TG
Mt

AGT
Ser
B

GCk
Als

GLC
Ala

GCa
Ata

TCC
Ser

eleied
Ly

CARA
Gin
85

GAA
Gla

TCC
Ser

GTT
Val

TGG
Tep

GBA
Glu

GCT
Ala
5@

ATY
ile

GG
Gly

GCT
Als

cTa

Lew
35

ATT
Iie

BAC
Asn

CAG
Gin

TT&
Leyg

GET
Ala
115

GAT
Asp
28

CIT
Ley

GGT
Gly

AC
Ser

TG
Leu

TCA
Ser
100

TAT
Ty

5

TaC
Cys

Tar
YL

CAT
Hig

TIC
Phe

TTA
ey
8%

GAT
Agp

ABT
Asn

TGG
Tep

GET
Ala

AAL
Agn

CAT
His
10

CAG
Gin

ATG
et

GCC
Ala

orY
Leu

RTC
Ileg

cih

Aryg
535

ATG
Meat

GAT
ap

ATG
Mat

GGG
Gly

1458

150¢

1554

1602

16540

1746

1796

1844

g9z

1540

1988

2036

2084

23132

44



ACG TCG CCGC ABA
Thr Ser Fro Lys
120

TGG GAG AAT TAC
Trp Glw Asn Tyr

RAR AGA CTT TCT
Lys Arg Leu Serx
158

ACETTCAGAT AATTCTAAAR GTARGCTATE TTITTATCAG CTTGECLTCE TCATARAGCAA

CTRECACTTS CATTSCTITT AGTTGTACRA ACTGTGAGGC GTCTICCAGT ATTCTATIGT

TCCETGAATT €

CGR
Rig

AGA
Arg
140

ATC
ile

TCG GAT ATHR RGG
Ser Asp I{le Arg
125

ARA TTAR BAR (AG
Lys Leu Lys Glu

GG GTA AAC AAA
Ala Val Asn Lys
16€

BAR UGT TAT GUT ABA ARA ATT
Lys Rrg Tyr Bla Lys Lys Ile
130 135

BTG TCA GCR GRA GAG BAR BAC
Met Ser Ala Glu Giuw Lys Asn
143 150

TAATTATACA GGRATAGCTYT

(3) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:2:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 553 4cidos aminados

(B) TIPO:

(D) TOPOLOGIA: linear

dcidos aminados

(1i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

2180

2238

2275

2335

2335

2406

45



Met

Asg

Lys

Gly

"

Trp
65

Ala

Thr

Ser

Val
145

Pro

Asp

Val

Ala

30

Gly

Lau

Lay

fro

Gln

130

Lys

His
Phe
Asn

is
Ala
Asp
Arg
Tyr
Pro
115

Mot

Gly

Phe
Tle
30

N

Iie

Rrg
Gly
100
Ala

Gln

Leu

Leu |

Pro

Lys

Glu

Glin

Fro

Asp

Sex

Pro
lie
Val

70
Lau
Gly
Gln

Gin

Glo
150

Val

Met

Lys

Val

b3

Asn

Ser

Tyzr

Pro

Val

135

Tyr

Pro

Asp

Glua

40

Ser

Gly

Giu

Arg

The

120

Gin

Ala

Val
Gly

23
Tyr
Lys
Glu
Rsp
Phe
105
Thy

Ser

2ro

Serx

10

Serx

Bla

Rsn

Sey

Lys

%0

Agn

His

Glu

£he

Asn

Lew

Val

The

Ley

15

Giu

Arg

Thr

Ser

GLy
155

Lys

Val

Len

Leuw

60

The

His

Pre

Leu

Lau

140

Leu

Lys

val

45
Leu
Arg
Arg
Yal
Ala
135

His

Ser

Phe

Ser

30

Ile

Asp

Cys

Tyr

Yal

118

ile

Tyr

val

Val

15

Glu

Ley

Gln

Ile

lle

95

Val

Lay

Sar

Leu

46

the

bys

Leag

Val

Tyr

80

Glu

Val

Pro

ile

Fra
160



val

Met

Asp

Tyr

Ala

225

Bro

Asp

Thy

Asn

Tyx

303

Ile

Asn

Glu

Pro

Rla

igs

Leu

TYr

Arg

Met

Lys
483

Thr

Asp

Gly

His

210

Bar

GLy

Sar

Pro

Met

280

Leu

Lys |

Pra

Ty

Ile

370

Gly

Asp

Tyrx

Ser

Phe

464

Glu

Ile
Gln
Asn
195
ey
Leu
Laug
Thy
Tyy
275

Say

Ser

Ile
358
Ser
Gln
Fro
His
@in
435

Leu

Ile

Thy
lLeu
184

Asp

Leu

Arg

Mat
260

Mot

Lys

Ala

34Q

Val

Ala

Leu

Thr

Thr

426

His

Lys
165
Arg
Asn
His
Gln
Trp
245
Val
Lew
Ban
Ala
Glu
325
Ley
Gly
Asp
Glu
Aryg

408

Gly

Ly

Thr

Asn

Pro

Tle

Gin

Asn

230

Asp

Ty

zln

Ser

Gin

310

Ris

Gly

Serxy

Ile

Glu

390

Ala

li=

Gin
470

Cys
Asp
Val
Gly
215
Lys
The
Leu
Gin
Ile
295
Mat
Ala
Leu
Lau
Lys
3G
Ala
Ala
Asp
Asp
Gly
455

Glu

Arg

Tyr

Gln

200

Ser

lle

Lys

Bxg

Ala

280

Ala

Gly

ile

Leu

Leu

340

Tyr

Leu

Ala

Azp

Ran

449

Lys

Ile

Ser

Tyr

185

Ile

Ile

Ala

Gln

Gly

265

Leu

Pro

Ile

Lys

Gly

345

Phe

Tyr

Gln

Gly

Alg

425

Fro

His

The

Val

170

1le

Glu

Lys

Asn

Ile

254

Lys

Lys

Tyr

Phe

Ala

330

Leu

Lys

Tyr

Thr

Ille

410

Ile

Il

Glu

Gly

Lys

Ser

Iie

Leu

Leu

235

Ser

His

Laa

Cyg

Asp

315

Thr

fie

Gln

Gly

Iia

ags

Thr

Arg

Leu

Leu

Lew
475

Asp

Gly

Val

Ile

220

Leu

Glu

Gilu

Leu

Ala

300

Lys

Glu

Agn

Rla

Trp

3go

Asn

Lys

Leuw

Lay

Ala

¢60

Ile

Ile

Gln

Arg

205

Glu

Ly

Loy

Leu

Thr

28%

Lau

Gin

Leau

Thy

Asn

365

Asn

Giu

Leu

Gly

Ser

345

Arg

Rla

Ley

Met

130

Val

His

Arg

Asn

Ash

210

Zln

Ala

Asn

Asp

Ile

350

Leu

Lau

Cys

Tep

Asp

438

Mat

Lys

Yal

Gilu
175
Ile
Lys
Gla
Cys
Ser
25%
Gln
Cys
Glu
Ala
His
335
Kisg
Leug
Phe
Leu
Ile
415
Glu
Gln

Leu

Asn

47

Leu

Pro

Gly

Pro

ila

2490

Ile

Tyx

Wal

Cys

Met

320

Agn

Ser

Ser

Met

Lys

400

Thr

Leu

val

Thr

Leu
480



Lew Tyr
Arg Giun
Leu Pro
Trp Asn

53¢

Gin Asp
545

(2)
(1)

ala Glu

Phe Leu
500

Leg Val
51%

Lys Phe

?:o Axg

Tyxr
185
Glu
Leu

Ly=

Leu

Cvs

Ser

Val

Asn

Tie
550

48

Gln Asn Ser Glu Arg Ala Leu Pro Thr Ile
490 495

Glu Gin Arg Ile Asp Asn Rsn Pro Gly Lea
505 510

Ala His Gly Glu Ala Ile Ala Glu Lys Met
520 525

Glu Asp Asn Ile Trp Phe Lys Arg Trp Lys
535 5490

Lys Leu Arg

INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:3:

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTC: 160 acidos aminados

(B) TIPO:

dcidos aminados

(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: proteina

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:



Met

Ala

Ser

Gly

Gln

65

Glu

Ser

Yal

Lys

Het
145

Hisz

Trp

iu

Ala

50

ile

Lys

Ile

Gly

Ary
130

Tyr

Ala

Lau

Iie

ASn

Gln

Lay

Ala

115

Tyz

Ala

Pha
AsD

20
L
Gly
Ser
Leu
Sar
100
Tvr

Ala

Glu

Pha

Cys

Ty

Hig

Phe

Leu

85

Asp

Asn

Lys

Glu

Iie

Trp

Ala

Asn

His

70

Gin

Met

Ala

Lys

Lys
150

{ie

Leu

lie

Arg

35

Mat

Asp

Met

Gly

le

135

Asn

Val
Gin
Ala

40
Bsp
Lys
Pro
Lys
Thr
120

Tep

Lys

Ile
Ala

2%
Gln
Gly
Arg
Ser
Ile
108
Ser

Giu

Arg

Trp

10

Glu

Gin

Ser

Ley

Ile
80

Tyry &

Pro

Asan

Leu

Leu

Lys

Glu

Thy

Lys

15

Ser

Lys

Tyx

Sex
155

Law

Mat

Sex

Asp 1

&0

Lys

Val

Phe

Arg

Arg

1490

Ile

Ser

Fhe

Ala

45

Mat

Ile

Serx

Ser

125

Lys

Rla

INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:4:

(1)

(&)

(B)

(C)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 20 pares de bases

TIPO:

dcido nucleico

TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA:

ENCADEAMENTO DE CADEIAS:

simples

{ie
Asn

30
Met
Gly
Gly
Val
Trp

11¢

Asp

Val

Aan

15
Tle
Lys
L&q
Ile
Gly

ER)
Glu
Ile

Lys

Ann

outro acido nucleico

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

TATTAAGTAT GCAGGTTATG 20

INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:5:

(1)

(&)

(B)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 21 pares de bases

TIPO:

dcido nucleico

49

Thr

Glu

Pro

Met

Ser

80

Ala

Ala

Arg

Glu

Lys
160



50

(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:
AGAGAATTTC TGCAAAGTGA A 21
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:6:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:
ATATCCACGC AGGAAATAAC AGGACTT 27
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:7:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:
GAGCGTGCCT TACCGACGAT A 21
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:8:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOC: 20 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:8:
GCAGGGATCA CTAAGCTGTG 20
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:9:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:9:
CGTGGGCAAC CAGCACTAAC G 21
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:10:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:10:
CGGGTTAAAG GTTATCACCT 20
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:11:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:11:
AGCATGGCGC AAATGGG 17
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:12:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 31 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:12:
GCACCAGGAA AGCATTAAGT TGATAGAACA C 31
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:13:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:13:
CTTCGCTGGG ACACARAGCA 20
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:14:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:14:
TAATGCTTTC CTGGTGC 17
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:15:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:15:
TACGGCATGG GCTGATTGCT 20
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:16:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:16:
TTACGCTATC GCCCAGCAGC AGGA 24
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:17:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOC: 29 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:17:
TGGTCATAAC CGAGATGGTT CARAACGATC 29
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:18:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:18:
ACAGTTGTTA CAGGATCCCT 20
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:19:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:19:
CCGGGCAGAT GATACCC 17
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:20:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 300 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo
(D) TOPOLOGIA: linear

(i1) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(x1i) DESCRICAQ DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:20:

TATTATCATA CCGGTATTGA TGATGCTATA COTTTAGGCS ATGRATTACG CTCACAACAC 60
CTGEAGGATA ATCCAATATT ATTAAGTATG CAGGTTATGT TTCITTCGOT TAAAGGTAAA 120
CATGRARCTGEG CAUGARARTT ARCTRBAGAR ATRTCCACGC RAGGASATAAU AGEACTTATT 180
GCICTTAATC TTCTTTALCT TGAATATTGT CAGAATRGTS AGCCTGCOTT ACCCACGATA 240
AGAGAATTTC TGGAAAGTGA ACBGUGTATA GATARTAATC COGGATTATT ACCGTTAGTEH 300
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:21:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 300 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo
(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)
(x1) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:21:

TATTATUATA CTCGTATTGA TGATCGCTATA CGTTTAGECG ATGAATTIACG CTCRCRACAC &0
CTCCAGEATA ATCCBATATYT ATTAAGTATG CAGGTTATGY TIOTITOTLT TAAAGLETAAA 120
CRTGRACTGG CALCGAAMATT ATCTAAAGRA ATATUCADGL AGGAAATAAC AGGGLOTTATT 13¢
GOTGTTAATC TTCTTTATGC TGAATACTGET CAGRATAGTG AGRETGCCYT RCCGACGATA 240
AGRGAATTTC TEGAAAGTGA ACAGCHLTATA GATAATAATC CGGGATTATT ACCGITAGTG 300
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:22:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 300 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo
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(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)
(x1) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:22:

TATTATCATA CCGGCATTGA TGARTGCCATA COTTTAGGRG ATGRACTACH CTCRCAGCACU ]
CTGCAGGATE ATCCCATTTT ATTAAGTATGE CRGGTTATGT TICTTICECT TAAAGGTAAR 120
CATGAGLTGE CAUGARRAIT AACTARAGAG RCATCCCCGU ATGAGATAAC AGGGUTTATT 180
GUFATTAATE TTCTTTATGE TGAATACTST CAGARTAGTL AGLGAGRCTT ACCGAGGATA 248
RGAGAATATC TOGCARGTGA ACGGARTATT GRTAATAATC CTGGACTATT ACCGETTAGTS 300
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:23:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

() COMPRIMENTO: 300 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo
(D) TOPOLOGIA: linear

(i1) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(x1i) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:23:

TATTRICATC CCGICATTGA TOATGUTATA CGTTTAGGHG AIGARTTACH TTCACAACAT 60
CTGUAGGATA RTUCARTACT ATTAMGTATS CAGGITATGT TICTTTCGCT TAARGGTARR 120
CATGASCTGE CRCSASAATT AGCTABAGAR ATRTCCAAGE ATGAAATARC AGGGUTTATT 180
GCTGTTAATC TTCIGTATGE TORATACTGT CAGRATAGCS AGCGTGUATT ACCGRGGATA 240
AGAGRETTTC TGHEARAGTGA ACAGARATACY GATRATAATC COCOGUTATT ACCGTTAGTG 300
(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:24:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 300 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo



(D)
(1i)

(x1)

 TACTATCATA
PTECAGGATA
CATGRRCTGE
GCTETTRATC

AGAGARTTTC

TOPOLQGIAZA: linear
TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)
DESCRICAQO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:24:

CTGBECCTTEA TEATGUTATR COTTTAGGAR ATGAATTACG TTCHCARCHT
ATCCRATATT ATTAACTATO CAGGTTATET TICTTTCGCT TAAAEGTRAA
CACGAARATT AACTARARGAR ATATCCACAC ATGAAATAAL AGGGCTTATT
TTCTTTATEC TORATACTGT CRGARTAGTG AGCETGCCTY AGCGACGATA

TGOARAGTOA ACAGAGTGETT GATAARTABRCL CBAGGGTTATT ACCGTTAGTG

(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:25:

(11)

(x1)

TATTATCAGA
CTGCARGATA
CATGAGTTICR
GOTGTTRATC

RGAGAATTTC

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
COMPRIMENTO: 300 pares de bases
TIPO: acido nucleico
ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo
TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:25:

CPSGCRTTOA TGRATGUTATA COTTTAGGCG BTGRATTACG CTCACAATAT
ATCCAATATT ATTARGTATG CAGCTTATGT TICTTTCGCT TABRGGTABA
CACGABANIT AGCTABAGAR ATATCCACAC BCGAAGTAAL AGGCCTTATT
TTCTTTARLGS TOCAATACTGT CAGRATAGCE AGCETGCYTT ACCGHCGATA

TGOARAGTGRA ACAGRATATA GATAATAATE CGGEGGUTATT ACCGTTAGTS

(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:26:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 300 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo

TOPOLOGIA: linear
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(11)

(x1)

TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:26:

TACTATCATA CAGGCCUTTGA TGATGCTATA CRITTAGECG ATGAATTACG TACACARACAT

TTGCARGATA ATCCTATATT ATTAAGTATE CARGTTATGET TTCITTCGCT TARDGGTRAA

CATORACTGG CROGGCTATT AGCTAAAGAA ATATCCTCAL ATGARATARL ARGGOCTTAIT

GCTATTRAATC TTCTTTATGT TGRATATTGT CRGABATAGTGE AGCELGLUTT ACCGHRCGATA

AABRGAATTIC TGCAAACTOR ACAAAATATT GACARTAACC CTQEGLTATT ALCCTTAGTG

(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:27:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 300 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: duplo
(D) TOPOLOGIA: linear

(11) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:27:

TATTATCATA CCGGECATTGR TGATGCTATA CGOTTAGGAG ATGARTTACG TTCACRACAC

TTGCAGEATR BTCCAATATE ATTAAGTATS CAGGTTATGY TTCTITCGET TABAGGTAAL

CATGRACTGE CRUGRAAATT ARCTABRGAR ATATCCAGAC ATGRARTARC AGGSCTTATY

GCTETTARTC TTCTITATG TORATACTGT CAGRATAGTG RGCCTGCCTT ATCGAGGATA

AGACAATTIC TQGARAGTGA ACRGAGTATT GATAATAATC CAGGACTATT ACLGTTAGTG

(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:28:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 34 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
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(xi)  DESCRICAQ DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:28:

CCCGAACTAT CTCGATCTGT ACAATATTAT CATT 34

(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:29:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ENCADEAMENTO DE CADEIAS: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:29:
GCAGGTGATT ACCTTTAA 18
Lisboa, 2 de Maio de 2011
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REIVINDICAGOES

1, Par de iniciadores de oligonucledtidos, caracterizado
por consistir em dois oligonucledtidos de pelo menos 9
nucledtidos, capaz de hibridar nas condicgdes estritas com a
sequéncia de nucledtidos que corresponde a parte C-terminal
do gene iagA definida entre as posicdes 1318 e 1755 da
sequéncia iagA representada na figura 1, sendo o referido
par capaz de amplificar uma seguéncia de ADN ou de ADNc de
Salmonela entérica e Salmonela bongori contidos na

sequéncia iagA.

2. Par de iniciadores de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por as condic¢Bes de hibridacdo estritas serem
de 50°C, na seguinte mistura reactiva: 50mM KC1, 10mM Tris-
Hcl pH 8,3, 1,5mM MgCl,, 125uM de dCTP, dATP e dGTP, 250uM
de dUTP, 25pmole de cada um dos iniciadores, 1 unidade de

Uracil-N-Glicosilase ¢ 1 U de Taqg.

3. Conjunto para a deteccdo da presenca de Salmonela
entérica e/ou Salmonela bcngori em amostras biolbdgicas,

caracterizado por compreender:

- um par de iniciadores de cligonucledtidos de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2,

- uma sonda para a deteccdo de fragmentos amplificados, e

- reagentes necessarios para a realizacdo da reaccldo de

amplificacéo.

4. Utilizacdo de um par de iniciadores de acordo com a
reivindicacdo 1, para a amplificacdo de sequéncias de
nucledtidos de bactérias do género Salmonela das espécies

entérica e bongori,



5. Utilizacéao de um par de iniciadores de
oligonucledtidos de acordo com a reivindicagdo 1, para a
deteccdo apds a amplificacido do ADN gendmico ou do ADNc, de
bactérias do género Salmonela das espécies entérica e

bongori.

6. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4 ou 5, em
gue as condicgdes de hibridac&o estritas sdc de 50°C, na
seguinte mistura reactiva: 50mM KC1l, 10mM Tris-Hcl pH 8,3,
1,5mM MgCl:;, 125uM de dCTP, dATP e dGTP, 250uM de dUTP,
25pmole de cada um dos iniciadores, 1 unidade de Uracil-N-

Glicosilase e 1 U de Tag.

Lisboa 2 de Maio de 2011
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Figura 6
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Localizagao dos iniciadores e das sondas
sobre a sequencia do gens Iagh
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Figura 7
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