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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "ENSAIO,
RECIPIENTE DE REAGAO PARA REALIZAR O MESMO, KIT E SONDA
PARA DETECTAR E TIPIFICAR PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM
UMA AMOSTRA".

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a um kit de diagnéstico in vitro e a

um método para identificacdo de Papilomavirus Humano (HPV) em amostras
clinicas. A invengao também se refere a aparelhos para uso no kit e no método.
Mais especificamente, em modalidades preferidas, a presente
invengao refere-se a um kit de diagnéstico in vitro para a detecc¢ao especifica
de genétipos de papilomavirus humano em amostras clinicas, usando son-
das para determinar o genétipo do HPV, uma plataforma, na qual sdo com-
binados uma série de acidos nucléicos, incluindo as sondas, e um recipiente
de reacgao de laboratério normal, um dispositivo para processamento auto-
matico dos resultados e um método para diagnéstico de infecgao de HPV
usando o kit de diagnéstico in vitro.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Até o presente, em torno de 100 tipos de Papilomavirus Humano

(HPV) foram descritos. Um tipo de HPV é considerado um tipo novo, quando
pelo menos 10% das seqiiéncias de genes nas regiées E6, E7 e L1 do HPV
diferem de qualquer outro tipo previamente conhecido. Subtipos ou varian-
tes, diferem do tipo principal em menos de 2-5%. Esses virus tém tropismo
para epitélio humano e tém sido associados a doengas humanas graves,
especialmente, carcinomas da mucosa genital e oral.

Cerca de 50 tipos de HPV foram isolados da mucosa ano-
genital. Os mesmos foram divididos em tipos de baixo risco (por exemplo,
tipos de HPV 6, 11, 42, 43 e 44) e tipos de alto risco (por exemplo, tipos 16,
18, 31, 33 e 45), dependendo de sua associagdo com cancer cervical. A de-
teccao e identificagao de tipos de HPV é muito importante, uma vez que uma
infecgdo persistente com tipos de HPV de alto risco € o principal fator etiol6-
gico para cancer cervical.

A deteccao e identificagdo de genétipos de HPV é realizada por
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teste de DNA de HPV. Esses métodos podem ser feitos por detecgcao direta
de DNA de HPV ou por detecgdo de DNA de HPV amplificado. Entre méto-
dos para detecgao direta de DNA de HPV esta o método de Captura Hibrida
(HC) de Digene Corp., Gaitehrsburg, Md, USA e técnicas de hibridizacao in
situ. O HC é uma técnica aprovada pelo FDA, baseada em um método de
hibridizagao amplificador de sinais. As sondas de hibridiza¢éo-que sd0 usa-
das s&o sequéncias de RNA especificas para HPV. Apés a incubagdo des-
sas sondas com DNA de HPV desnaturado da amostra clinica, sao formados
hibridos de RNA/DNA, que podem ser detectados usando um anticorpo es-
pecifico. O método de HC permite diferenciagdo entre tipos de HPV de alto e
de baixo risco, mas nao consegue identificar o tipo de HPV. Uma desvanta-
gem adicional desse método de teste é que o uso de um coquetel de sondas
frequentemente resulta em reagbes cruzadas entre tipos de HPV das duas
classes. .

Métodos de identificagdo do tipo de HPV por meio da ampilifica-
cao do genoma viral sédo realizados, principalmente, por reagcdo em cadeia
de polimerase (PCR). Determinagéo do genétipo de HPV pode ser feita por
PCR especifica para.tipo, usando iniciadores que reconhecem apenas um
tipo especifico. Um método alternativo é o uso de PCR de iniciador universal
para amplificagdo de todos os tipos de HPV. Os papilomavirus sao tipifica-
dos analisando, subseqiientemente, a sequéncia do fragmento de gene am-
plificado. A analise dessa seqliéncia pode ser realizada por diferentes méto-
dos, tais como sequenciagdo de DNA, polimorfismo de comprimento do
fragmento de restricao (RFLP) ou hibridizagdo de acido nucléico. Técnicas
de hibridizacao, tal como hibridizagéo de blot inversa, foram consideradas

‘as mais apropriadas para fins de diagnéstico (Kleter et al., J Clin Microbiol.

1999, 37:2508-2517; Van den Brule et al.. J Clin Microbiol. 2002, 40:779-
787). ,

Recentemente, foi desenvolvida a tecnologia de microordenacéao
(veja, por exemplo, a Patente U.S. N® 5.455.934). O termo microordenagao
pretende indicar a anédlise de muitos pohtos pequenos, para facilitar a anali-

se de acido nucléico em grande escala, possibilitando a analise simultanea
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de milhares de sequéncias de DNA. Tal como é conhecido na técnica, blot-
ting inverso normalmente é realizado em membranas, enquanto micoorde-
nagdo normalmente é realizada em um suporte sélido e também pode ser
realizada em escala menor. A tecnologia de microordenagdo tem sido apli-

‘c'ada, CcOm sucesso, a area de diagnostico de HPV (veja Publicagbes de Pa-

tente WO 0168915 e N° CA2484681).

No entanto, ainda existe uma desvantagem no uso de tecnologia
de microdrdenagéo, de que sdo necessarios equipamento dispendioso e
manuseio trabalhoso. Esse inconveniente é abordado pelo Pedido de Paten-
te N2 US2005064469, onde um 'tubo de ordenagao’ é posto a disposicéao. O .
termo 'tubo de ordenagao' descreve um recipiente de rea¢ao, que tem um
formato e um tamanho tipicos de um recipiente de reagdo de laboratério (por
exemplo, um tubo Eppendorf de 1,5 ml), com uma microordenacao disposta
em sua base, na qual testes baseados em microordenacdo podem ser reali-
zados.
OBJETIVOS DA INVENCAO

Em vista do descrito acima, é um objetivo da presente invengao

pér.a disposigéo um método confidvel para identificacao especifica de tipos
de HPV, possivelmente presentes em uma amostra clinica.

E mais particularmente um objetivo da presente invengao péf a
disposicdo um método para identificagdo especifica de tipos de HPV usando
a plataforma de 'tubo de ordenagao'.

Também é um objetivo da presente invengado pér a disposigao
sondas para detecgdo especifica e/ou identificacdo de diferentes tipos de
HPV.

E ainda um objetivo da presente invengdo por a diéposigéo um
kit para deteccao e/ou identificacao de tipos de HPV, que compreende rea-
gentes, protocolos e sondas especificas para HPV dispostas em um 'tubo de
ordenagao’, possibilitando a deteccao especifica, confiavel, e/ou identifica-
cao de tipos de HPV possivelmente presentes em uma amostra clinica.
SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com um primeiro aspecto da invencao, € posto a dis-
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posicdo um teste para detectar e tipificar um papilomavirus humano (HPV)

em uma amostra, sendo que o teste compreende: realizar uma reagao de

amplificagdo em uma amostra, sendo que a reagéb de amplificagao destina-

se a amplificar uma sequéncia alvo de HPV em uma maneira nao especifica
para tipo; obter oligonucleotideos de filamento simples de quaisquer produ-

tos de amplificacao; deixar que oligonucleotl’deos_ de filamento simples se

hibridizem, quando possivel, com a pluralidade de sondas especificas para

tipos de HPV, previstas em um suporte sélido, sendo que o suporte esta lo-

calizado dentro de um recipiente de reacdo apropriado para conter a amos-

tra; e detectar oligonucleotideos hibridizados.

Aspectos da invengdo também pdem a disposi¢do um teste para
detectar e tipificar o virus de papilomavirus humano (HPM) em uma amostra,
sendo que o teste compreénde: realizar uma reagao de amplificagcao de &ci-
do nucléico em uma amostra, sendo que a amostra esta em contato com um
suporte solido, com uma pluralidade de sondas especificas pafa tipos de
HPYV imobilizadas sobre 0 mesmo, sendo que a reagao de amplificacao des--
tina-se a amplificar uma sequéncia alvo de HPV em uma maneira nao espe-
cifica para tipo; obter oligonucleotideos de filamento simples de quaisquer
prodUtos de amplificacao; deixar que oligonucleotideos de filamento simples
se hibridizem, quandoApossiveI, com a pluralidade de sondas especificas
para tipos de HPV; e detectar oligonucleotideos hibridizados. |

A reacgao de amplificacao é, de preferéncia, PCR. Oligonucleoti-
deos de filamento simples podem ser obtidos desnaturando quaisquer oligb-
nucleotideos de filamento duplo presentes, por exemplo, por aquecimento.
Oligo-nucleotideos de filamento simples sdo deixadas hibridizar-se, de prefe-
réncia, sob condic¢des rigidas; essas condigdes sao entendidas dos que séao
versados na técnica, mas, de preferéncia, incluem incubar oligonucleotideos
desnaturados a 55°C com o alvo, em um tampao que compreende 1 x SSC.

Em modalidades preferidas, a amostra e 0 suporte sélido estao
contidos em um recipiente de reagao; por exemplo, o descrito no documento

US 2005064469.
De preferéncia, sao usadas sondas especificas para pelo menos
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os tipos de HPV 5,' 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ou 42, que sao escolhidos, de
preferéncia, dos tipos de HPV 6, 11, 16, 187, 26, 30, 31, 32, 33, 34/64, 35,
39. 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59, 61, 62, 66, 67, '68, 69,
70, 71,72, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 85 e 89. As sondas tém, convenientemen-
te, 20 a 40 nt de comprimento, de modo particularmente preferido, 28 a 32
nt, e, de modo especialmentevpreferido, em torno de 30 nt. Nem todas as
am95tras precisam ser do mesmo comprimento. As ‘spndas sao convenien-
temente especificas para a regido L1 de HPV. Cada sonda especifica para
tipo pode diferir de sondas especificas para outro tipo de HPV em pelo me-
nos 1, 2, 3 ou, de preferéncia, mais do que 3 nt.VSondas preferidas sao esco-
lhidas do grupo que compreende SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 133; diversas
dessas sondas detectam o mesmo tipo de HPV, tal como descrito abaixo. De
preferéncia, uma pluralidade de sondas é especifica para o mesmd tipo de
HPV, e, de modo particularmente preferido, sdo usadas pelo menos duas
sondas especificas para cada tipo de HPV a_ser detectado. Misturas dessas
sondas podem estar imobilizadas no mesmo local no suporte sélido, ou cada

- sonda especifica para tipo pode estar imobilizada em um local diferente. Ca-

da sonda especifica para o mesmo tipo de HPV, de preferéncia, detecta uma
parte diferente da seqiiéncia alvo de HPV.

As sondas podem ser duplicadas no suporte sélido, para obtér
locais de deteccao multiplos para redundancia. |

Uma ou mais seqiéncias de controle também podem ser detec-
tadas; por exemplo, uma sonda imobilizada no suporte sélido, que nao se
hibridiza na sequéncia alvo de qualquer tipo de HPV. A onda pode ser para
uma sequéncia alvo genémica humana; o teste pode entdo compreender
amplificar a seqliéncia alvo humana da amostra e detectar se ocorreu a am-
plificagdo. Um outro controle pode ser introduzido usando seqiiéncias mar-
cadas ndo especificamente, imobilizadas no suporte sélido; a detecgdo da
marcagao pode garantir que a marcagao esta funcionando adequadamente.
Ainda um outro controle pode ser obtido, incluindo uma sequéncia de ampli-
ficacao de controle, que pode ser amplificada p'elos mesmos iniciadores co-

mo o alvo humano, mas que é detectada por um oligonucleotideos diferente
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no suporte sélido. Esse controle garante que a amplificagéo esta funcionan-
do corretamente. -

A invengcao também poe a disposigéd um recipiente de reacgao
que inclui um suporte sdlido, com uma pluralidade de sondas especificas
para tipos de HPV imobilizada sobre 0 mesmo. Também esta previsto um kit
para a detecgao e tipificacdo de HPV, que comp(eende esse recipiente de
reagao, em combinagdo com uma mistura de amplificagdo. de &cido nucléico.
A mistura pode compreender iniciadores de consenso de HPV, tais como
MY09 e MY11; e, opcionalmente, HMBO1; iniciadores para amplificar uma
sequéncia alvo humana; e uma seqiiéncia alvo de amplificacao de controle,
que inclui sequéncias correspondentes a partes flanqueadoras da sequéncia
alvo humana, de modo que a amplificagdo das duas seqtiéncias alvo ocorre
usando os mesmos iniciadores. O kit também pode incluir instrugdes para
seu uso.. ,

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS
A figura 1 mostra uma disposi¢do de sondas na superficie de

uma microordenagdo com 12 x 11 = 132 locais. Os nimeros correspondem
ao SEQ ID NO da lista de sequiéncias. Sondas individuais foram fixadas em
dois locais diferentes, para deteccdo de 21 ~tipos de HPYV diferentes, controle
de qualidade da amostra de DNA, e controle de amplificagdo. LR = sondas
para referéncia de local (SEQ ID NO 140 + SEQ ID NO 141).

A figura 2 mostra uma.disposigéo de sondas na superficie de
uma microordenagédo com 12 x 11 = 132 locais. Os nuimeros correspondem
ao SEQ ID NO da lista de sequéncias. Sondas individuais ou misturas de
sondés foram fixadas em dois Iccais diferentes, para detecgao de 23 tipos de
HPV diferéntes, controle de qualidade da amostra de DNA, e controle de

-amplificagao. LR = sondas para referéncia de local (SEQ ID NO 140 + SEQ

ID NO 141).

A figura 3 mostra uma disposi¢cdo de sondas na superficie de
uma microordenagao com 12 x 11 = 132 locais. Os numeros correspondem
ao SEQ ID NO da lista de seqléncias. Misturas de sondas foram fixadas em

dois locais diferentes, para detecg¢ado de 42 tipos de HPV diferentes e contro-
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le de qualidade da amostra de DNA. LR = sondas para referéncia de local
(SEQ ID NO 140 + SEQ ID NO 141); M1 = SEQ ID NO 76 + SEQ ID NO 77 +
SEQ ID NO 78; M2 = SEQ ID NO 122 + SEQ ID NO 123 + SEQ ID NO 124;
M3 = SEQ ID NO 116 + SEQ ID NO 117 + SEQ ID NO 118 + SEQ ID NO
119. o

A figura 4 mostra uma disposicdo de sondas na superficie de
uma microordenagao com 12 x 10 = 120 locais. Os numeros correspondem
ao SEQ ID NO da lista de seqliéncias. Sondas individuais ou misturas de
sondas foram fixadas em trés locais diferentes, para detecgédo de 35 tipos de
HPV diferentes, controle de qualidade da amostra de DNA e controle de am-
plificagao. LR = sondas para referéncia de local (SEQ ID NO 140 + SEQ ID
NO 141); M1 = SEQ ID NO 76 + SEQ ID NO 77 + SEQ ID NO 78; M2 = SEQ
ID NO 122 + SEQ ID NO 123 + SEQ ID NO 124. '

A figura 5 mostra uma disposicao de sondas na superficie de
uma microordenag¢ao com 12 x 10 = 120 locais. Os numeros correspondem
ao SEQ ID NO da lista de seqliéncias. Sondas individuais ou misturas de

- sondas foram fixadas em dois locais diferentes, para detec¢ao de 14 tipos de

HPYV diferentes, controle de qualidade da amostra de DNA e controle de am-
plificagdo. LR = sondas para referéncia de local (SEQ ID NO 140 + SEQ ID
NO 141); M4 = SEQ ID NO 100 + SEQ ID NO 101 + SEQ ID NO 102.

A figura 6 mostra uma representacédo esquematica de um plas-
midio recombinante pPG44 usado na reagdo de PCR como eontrole positivo
de amplificagao. o
A Figura 7 mostra uma fotografia de um ‘'tubo de‘-ordenagéo' u-
sado na presente invengao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O método para detecgdo especifica e/ou identificacdo de tipos

de HPV compreende as seguintes etapas:

(I) Amplificagcdo do DNA de amostra: DNA obtido de amostras
clinicas € amplificado, de preferéncia, por PCR, usando iniciadores univer-
sais para todos os tipos conhecidos de HPV que flanqueiam uma regido de

genoma suficientemente varidvel para permitir uma determinagao de genoti-
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po adicional. Embora PCR seja o método de amplificagédo preferido, a ampli-
ficagdo das sequéncias alvo em uma amostra pode ser realizada por qual-
quer outro método conhecido na técnica (reagdo em cadeia de ligase, siste-
ma de amplificagdo baseado em transcricao, amplificacdo de deslocamento
de filamento etc.). Em uma modalidade da presente invencéo foram usados
os iniciadores MY11 e MY09 (Manos et al., Molecular Diagnostics of Human
Cancer; Furth M, Greaves MF, eds.; Cold Spring'Harbor Press, 1989, vol.
7:209-214, que amplificam a regiéb L1 variavel.

Uma marcagdo é introduzida no DNA amplificado durante sua
amplificagao, para permitir detecgao adicional, de preferéncia, uma marca-
¢ao que fornece um sinal que pode ser detectado por métodos colorimétri-
cos. Em uma modalidade preferida, pelo menos um dos iniciadores usados
estd marcado na regido do terminal 5' com biotina. Mas, qualquer outro tipo
de marcagdo conhecida na técnica pode ser usada (por exemplo, digoxige-
nina). Além disso, a marcagdo de DNA amplificado pode ser obtida, alterna-
tivamente, adicionando nucleotideos modificados que contém uma marcagao
(por exemplo derivados de dUTP biotinilados ou marcados com digoxigeni-
na) na mistura de PCR. Em determinadas modalidades, podem ser usadas . .
marcagoes radiativas, ou fluoréforos.

(11 Hibridiiagéo: DNA amplificado da etapa (I) é desnaturado
(por exemplo, por calor)ve aplicado a um 'tubo de ordenag¢do' com uma ou
mais sondas das mostradas na tabela 1 (SEQ ID NO: 1-133). Outros meios
para preparar DNA de filamento simples apds a amplificacao também podem
ser usados. Cada sonda mostrada na tabela 1 (SEQ ID NO: 1-133) é capaz
de hibri_dizagéo especifica com a regiao L1 amplificada da etapa (1) de ape- -
nas um tipo de HPV e, desse modo, possibilita a identificacdo especifica’
desse tipo de HPV, quando esse tipo esta presente em uma amostra bioldgi-
ca. Os diferentes tipos de HPV em uma amostra podem ser identificados por
hibridizacao de DNA amplificado dos referidos tipos de HPV em uma, mas,
de preferéncia, mais de uma sonda.

(I1) Detecgéo: Hibridos de DNA podem ser detectados por reco-

nhecimento da marcacao, pela ligacdo especifica a um ligante ou por imu-
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nodetecgdo. Na modalidade preferida, a marcaééo de biotina é detectada
por ligagédo especifica a estreptavidina, conjugada com peroxidase de armo-
racia (HRP) e subseqliente conversdo de tetrametilbenzidina (TMB) .em um
pigmento azul que se precipita no local onde a sodna especifica'correspon-
dente foi ligada. Outros tipds de conjugados bem-conhecidos na técnica
tambeém podem ser apropriados para os fins da presente invengédo (por e-
xemplo, conjugado de estreptavidina-Au). SistemaS'Qe detecgao marcados
de modo fluorescente podem ser usados em vez disso, marcadoé quer indi-
retamente quer diretamente. Alternativamente, podem ser usados outros
sistemas baseados em enzimas. _ _

(IV) Analise e processamento dos resultados: 'tubos de ordena-

- -gao' processados desse modo podem ser lidos usando dispositivos 6pticos

simples, tais como um microscépio 6ptico ou leitores ATRO1 e ATS, produzi-
dos por CLONDIAG Chip Technologies GmbH (Jena, Alemanha).

Em uma modalidade alternativa, as etapas de amplificacéo e
hibridizagdo podem ser realizadas no mesmo tubo de ordenagéo; isto é, uma
amostra € adicionada ao tubo de ordenagdo, amostra essa que é depois
amplificada e hibridizada em sondas dentro do tubo. |

Um processo para preparar o 'tubo de ordenacéo' esta descrito
no Pedido de Patente N° US2005064469. Em uma modalidade preferida da
presente invengéo, sondas de oligonucleotideos, ligadas em amina de 5/,
sdo ligadas a superficie de um suporte sélido em locais distintos conhecidos.
As referidas sondas podem ser imobilizadas individualmente ou como mistu-
ras em locais delineados no suporte sélido. Em uma modalidade preferida,
duas sondas especificas para tipo séo :isadas para cada tipo de HPV, o que
oferece uma garantia adicional de que todos os HPV serao tipificados corre-
tamente, incluindo variantes, onde ocorreram mudanc¢as de nucleotidio na
regiao de uma sonda especifica para tipo. De preferéncia, duas sondas es-
pecificas para tipo, que sdo capazes de hibridizar-se em regiées separadas
do produto amplificado.

As referidas sondas ou misturas de sondas podem ser imobiliza-

das em um unico local do suporte solido, de preferéncia, em dos locais dis-
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tintos do suporte sélido e, de modo particularmente preferido, em trés locais
distintos do suporte sdélido. As figuras 1 a 5 exemplificam representagdes
esquematicas para disposicdes diferentes de sondas na superficie da micro-
ordenacao.

O 'tubo de ordenagéo' usado na presente invengao pode com-
preender uma ou mais sondas de HPV, escolhidas_ de sequéncia de nucleo-
tidio da lista de sequéncias (SEQ ID NO: 1-133). Além disso, ele pode com-
preender uma ou mais sondas para detecgdo especifica de controles, tais
como controle da reacdo de PCR ou adequacao do DNA do controle de a-
mostras. Além disso, ele também pode compreender um ou mais oligonucle-
otideos marcados (por exemplo, oligonucleotideos modificados com biotina)
para.controle positivo da reagdo de detecgdo e para referéncia de posicio-
namento, de modo que todas as sondas restantes podem ser localizadas.

Sondas especificas para identificagdo de tipo de HPV foram con-

- figuradas tal como se segue. Seqléncias para todos os HPVs de referéncia

depositados em GenBank, incluindo variantes conhecidas, para a regido L1
amplificada foram-alinhadas usando um programa de alinhamento de acido
nucliéico convencional, tal como BioEdit (versao 4.8.6; Hall. Nucl Acids Symp
Ser. 1999, 41:95-98) e a maioria das regides de seqiiéncias varidveis entre
tipos de HPV diferentes foram localizadas. Sequéncias potenciais de oligo-
nucleotideos a ser suadas como sondas especificas foram escolhidas des-
sas regioes de sequéncias variaveis, de preferéncia, com as seguintes ca-
racteristicas: comprimento de 20 a 40 bases, de preferéncia, um comprimen-
to aproximado de 30 bases, de preferéncia, sem estruturas secundarias ou
cadeias de nucleotideos iguais consecutivos mais longas do que 4; de prefe-
réncia, com uma relagao de G+C de 50% e um Tm téo similar entre todas as
sondas escolhidas quanto possivel; e, de preferéncia, com os nucleotideos
de combinagao imperfeita entre as diferentes seqiiéncias de tipos de HPV
tdo no centro da Séqﬂéncia de oligonucleotideos quanto possivel.

Cada sequéncia de sonda potencial escolhida tal como mencio-
nado acima foi cémparada contra todas as seqtiéncias de HPV conhecidas

na regido L1 amplificada usando o programa BLAST da pagina de rede NC-
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- BI (Altschul et al. Nucleic Acid Res. 1997, 25:3389-3402). Finalmente, son-

das com pelo menos frés‘combinagées imperfeitas, quando comparadas
com todos os tipos de HPV conhecidos (exceto quando comparadas com o
tipo de HPV para o qual a sonda de oligonucleotideo é especifica), foram
escolhidas, com ‘uma preferé'ncia por sondas com mais do que trés combi-
nacdes imperfeitas. ,

- A presente invengé@o pde a disposi¢ao sondas para a detec¢ao
especifica'dos 42 tipos de HPV mais importantes clinicamente: 6, 11, 16,
187, 26, 30, 31, 32, 33, 34/64, 35, 39. 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56,
57, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,74, 81,82,83,84,85¢ 89
(tabela 1;YSEQ ID NO 1-133). Sequéncias de sondas sao representadas co-
mo oligbnucleou’deos de DNA de filamento simples da extremidade 5' até a |
extremidade 3'. Em uma modalidade preferida da presente invengao, se-
quéncias de sondas correspondem ao filamento anti-sentido, mas é 6bvio
para qualquer um versados na técnica que qualquer uma dessas sondas
pode ser u'sada corho tal, ou em sua forma complementar, ou em sua forma
de RNA (onde T esta substituido por U). As sondas da presente invengao
também podem ser preparadas por adigéo ou mudanca de hm Ou mais nu-

cleotideos de sua seqlUiéncia, sem afetar dramaticamente sua funcionalida-

de.
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Tabela 1:
Nome da

SEG ID :ﬁo Sonda Tipo de HPV Segiiéncia (5'-> 3" .
1 6A1-AS 6 TGTATGTGGAAGATGTECTTACGGATGCAC
2 6B4 6 , CATGACGCATGTACTCTTTATAATCAGARTT
3 11A1-AS 11 TGTATGTAGCAGATTTRGACACAGATGCAC
q 11B1 11 CATGGCGCATGTATTCCTTATAATCTGAAT
5 _16a 16 GTAGATATGGCAGCACATARTGACATATTT
6 165-28 . 16 TTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATARTGA
7 16C3 16 CGTCTGCAGTTAAGGTTAT TTTGCACAGTT
8 16C4 16 CAAAATAGTGGAATTCATAGRATGTATGTAT
9 16C5 16 CTATAARGTATCTTCTAGTGTGCCTCCTEGE -
10 18A1-AS - 18 : ATCATATTGCCCAGGTACAGGAGACTGTGT
11 1883 18 CTTATTTTCAGCCGGTECAGCATCCTTTT
12 18C2 i8 AAGTTCCAATCCTCTARAATACTGCTATTC
13 18C3 - 1 TCCTTTAAATCCACATTCCAARACTTTAACT
14 26RA1-A8 26 TGGTTTAAATGGAGTGGATGCACATGCTGC
15 26B2 26 ATCTTCCTTTGGCACAGGAGGGEGCGTTACG
16 26C1 26 CATATTCTTCGCCATGTCT TATARATTGTT
17 26C3 26 TCCTCCARTATGGAGGCATTCATTAAATGT
18 26C4 26 GATCTTCCTTTGGCACAGGRGREGCETTAC
19 3DR1 30 CTTGTGGCAGCTGGGGGTGACAATCCAATA
20 3081 30 GATARCGTTTGTGTGCTTGCAGATATAGTC
21 30c1 30 TTCCAGCCCTCARGTAAAGTGGAGTTCATA
22 31R-AS 31  TGTRGTATCACTGTTTGCAATTGCAGCACA
23 31B5 31 AGRACCTGAGGGAGGTGTCGTCARTCCARA
24 31c2 31 TCAAATTCCTCACCATGTCTTAARTACTCTTTA
25" 31C5 31 AAAATAGCAGGATTCATACTGTGAATATATG
26 32a1 32 AGTTAGTAGACTTGTATGTGTCTTCAGTTGTT
27 32B1 32 TTCCCAAAATGRATAGTCAGARARRGGATC
28 33A2 33 TACTGTCACTAGTTACTTGCTGTGCATARAG
29 3381-AS 33 GTATATTTACCTAAGGGGTCTTCCTTTTCC
30 33C1 33 ARTGTATATTTACCTAAGGGGTCTTCCTTT
31 ' 33C3 33 TTCTGCAGTTAAGGTAACTTTGCATAGTTG
32 34/€4A1 34764 ATATGGTGGAGTTGTACTTGTGGATTGTGT
33 . 34/64B1 34/64 TCCTTAGGAGGTTGCGGACGCTGACATGTA
3z 35A1-A8 35 GTCACTAGARGRCACAGCAGAACACACAGA
35 3581 35 AATGGATCATCTTTAGGTTTTGETGCACTG
36" 35c4 35 TTACATAGCGATATGTGTCLTCTARGE TAC
37 35¢7 35 TTTGACAAGTTACAGCCTGTGATGTTACAT
38 39A1-AS 39 GGTATGGAAGACTCTATAGAGGTAGATAATG
39 3981 38 GTATCTGTAAGTGTCTACCAAACTGCCAGA

40 35C2 39 TAGAGGTAGATAATGTARAGTTGGTACTAC
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45
45
45
51
51
51
51
51
52
52
53
53
54
54
54

56
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GTAARATCATACTCCTCCACGTGCCTGRTAT
CATCAGTTGTTARTGTGACAGTACACAGTT
CATCAGTTGTTAATGTKACAGTACACAGTT
CTTGARATTACTGTTATTATATGGGGTTGE
CCTCCRACAACGTAGGATCCATTGCATGRA
GTATATGTATCACCAGATGTTCCAGTGGCA
TAGCCTGACAGCGARTAGCTTCTGATTGTA
TGACAGCGRATAGCTTCTGATTGTACATAC
TCCTCTAATATGTTAGGATTCATATTGTGTA
TTCTARAGTTCCTGARGGTEETGGTGCARC
ATATGTACTGGGCACAGTAGGGTCAGTARA
AAGCRGAGGCAGGTGGGGACACACCRAARAT
TATATGTAGACGGAGGECACTGTGTAGTGE
CGCATGTATTGCTTATATTGTTCACTAGTAT
CTGCTTTTCTGGAGGTGTAGTATCCTTTT
GGCACAGGATTTTGTCTAGAGGCACATAAT
TACTATASTGCTTARACT TAGTAGGRTCAT
CCACYAAACTTGTAGTAGGTGGTGGAGGKA
CAGGTAACAGCAACTGATTGCACRAAACGA
TAAATGTTGGGGAAACCGCAGCAGTGGCAG
PGGAGGGEGTGTCCTTTTGACARGCTAGTAGC
ATGGTAGGATCCATTGTGTGTARATAAGCC
CCACTGTTCARGARATGGTAGGATCCATTGT
CCAAACTAGCAGACGGAGGTAATGTTAATC
TTATATGTGCTTTCCTTTTTAACCTCAGCA
GTGTCCTCCARAGATGCAGACGGTGGTGE
AACCTCAGCAGACAGGGATATTTTACATAG
AAGCTAGTGGCAACAGGAGGCGACAAACCT
GCTATCCTGCGTGGATGCTGTAGCACACAA
AACTACTTGTAGCTGGGGGGGTTATACCAA
ATCTGCTGTAAGGGTTATGGTACATAACTG
PGTCTAAGGTACTGATTAATTTTTCGTGCA
TTTATCTTCTAGGCTGGTGGCCACTGGCEE
TATAATTAGTTTCTGTGKTTACAGTGGCARC
AGTCCTCTAGCARCCGCGCATCCATGTTAT
ATATTCTTCAACATGACGTACATATTCCTT
TCTTCTTTAGTTACTTCAGTGCATAATGTC
CCTTCCTTAGTTACTTCAGTGCATAATGTC
CTGGCATATTCTTTRAAACTGGTAGGTGTG
TCCTGTTTAACTGGCGGTGCGETGTCCTTT
GARGVAGTAGTAGARGCACACACAGARAGA
TTCCTCCACATGTCTGGCATATTCTTTARA
GTGGTATTCATATTATGAATGTATGACATT
TATATTCRGATACAGGGGGEGATGTAGCAG
ATAACTTGECATZGCGATCCTCCTTEEGCE
ATATTCCCTAARGCTTGTGGCTTTATATTC -
GTGGAAGGGGGAGGTAARACCCCARAGTTC
ATACGGGTCCACCTTGGGACGGGTAGGCAG
ARATGTCATTTGCGCATACCGGTCCACCTT
GTTAATGTGCTTTTAGCTGCATTAATAGTC
TGGCGARGGTATTGATTGATTTCACGKGCA
CACATGGCGAAGGTATTGATTGATTTCACG
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93 66C3d 66 CCAATRTTCCARTCGTCTAATAAAGTATTA
94 : 66C4 66 CTGTGCTTTTAATATACCTATATTTATCCT
95 67a1 67 TCTTCCTTTGCTGTTGGAGGGEATGTTTTT
96 6781 67 . TGGTGTGTATGTATTGCATAACATTTGCAG
97 67B2 67 GTTTTCATTTTTGTATGTAGCCTCTGATTT
98 . 68A1-AS 68 AGGTGCAGGGGCGTCTTTTTGACATGTAAT
99 68B1 . 68 AGCGGTATGTATCTACAAGACTAGCAGATG
100 ’ 68C4b 68 TACATCAGTTGACAATGTTATAGTACACAAC
101 68Céc 68 TACATCAGTGGATRATGTTATAGTACACARC
102 68C7 68 CARGACTAGCAGATEGTGGAGGGGCAACAC
103 6941 69 ATGGTTTARAAGTCCCACGATGCAGATTGTG
104 65B1 . 8% TGTGCAGGGECATCGCGTTGACATCTAGTA
105 - 70R1-AS 70 AAACTTTGTAGGGCTATATACAGCAGGTAT
106 70B1 70 TGGTGGAGGGGTAACTCCTATATTCCAATT
107 71A1 71 ARTATTCCATGARACTAGAGGCTTTATATG
108 71B1 ' TTTTTCTGCAGGAGGAGGACTGTTTTTCTS
109 72A1 72 TCTGATACAGAGGACGCTGTGGCAGTACAA
110 72B1 - 72 " GTGGCGAAGATACTCACGAARATTAGARGC
111 73A1 73 TAGAGTTGGCATACGTTGTAGTAGAGCTAC
112 73R2 73 GAGTTGGCATACGTTGTAGTAGAGCTACTA
113 . 73B1 . 73 AGGAGGTTGAGGACGTTGGCAACTAATAGC
114 S 73¢3 - 73 TCCACTCTTCCRATATAGTAGARTTCATAG
115 73C4 73 TTCCTCTAAAGTACCTGACGGTGGTGGGGT
116 74Ala 74 TTARATTTGCATAGGGATTGGGCTTTGCTT
117 74A1b 74 TTARATTGGCATAGGGAT TAGECTTTGCTT
118 74Bl1a 74 AGCAGBAGGCGATTGTGAGGTAGGAGCACA
118 74B1b 74 AGCAGGAGGGGATTGTGTAGTAGGCGCACA
120 81A1 81 TTCTGCAGCAGCAGATGTAGCTGTGCARAT
121 81B1 81 CTGTCCARAATGACATGTCGGCATAAGGET
122 82A2a-AS B2 TGCRACAGATGGAGTAACAGCAGTGCTART
123 82A2b~AS B2 TGCAACTGATGGAGTAGCAGCAGTGCTAAT
124 8281 82 TGTAGAATCCATGGTGTGCAGGTAAGCCAT
125 83A1 83 *  TTCATTAGCCTGTGTAGCAGCAGCTGAARAT
126 83B1d 83 CACTCATCYAATARATGTTCATTCATACTAT
127 84A1 - B4 ATATTCTGATTCGGTGTTGCTAGCAGCACT
128 8¢B1 84 AAATAGGACATGACCTCTGGAGTCAGACGS
129 85A1 B85 - ATATAGATGGAACTGGATTAGTAGTTGCAG
130 8581 B5 CCTTTTTTTGTGGAACAACCACATCCTTCT
131 89A1 89 TCCTTAAAGCGTGTAGAACTGTATTCTGTG
132 8981 B9 ATCTCAGGCGTTAGGTGTATCTTACATAGT
133 85C1 89 AATGGCCCCAGAGGTAAGARAGCGATAGGT

Os nucleotideos das sequéncias sido designados tal como se
segue: G para guanidina, A paza adenina, T para timina, C para citosina, R

para GouA,Y paraTouC,MparaAouC,KparaGouT,S paraGouC,W

paraAouT,HparaAouCouT, BparaGouTouC, VparaGouCouA, D

para Gou AouT, e, finalmente, N para G ou A ou T ou C. Os nu'cleotideos,
tais como usados na presente invengdo, podem ser ribonucleotideos, deso-
xirribonucleotideos e nucleotideos modificados, tal como inosina, ou nucleo-
tideos que contém grupos modificados que nédo alteram essencialmente su-

as caracteristicas de hibridizacao.
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As sondas da presente inveng¢ao podem ser obtidas por métodos
diferentes, tais como sintese quimica (por exemplo, pelo método convencio-
nal de fosfotriéster) ou por técnicas de engenharia genética, por exemplo,
por clonagem molecular de plasmidios recombinantes, nos quais foram inse-
ridas seqléncias de nucleotideos correspondentes e que podem ser obtidos
posteriormente por digestao com nucleases. _

Para alguns tipos de HPV, as sondas foram criadas de uma re-
gido de sequéncia que continha nucleotideos distintos em uma posi¢ao con-

creta para diferentes variantes do tipo de HPV mencionado. Nesses casos,

foram usadas sondas degeneradas, isto €, mistura de oligonucleotideos, ca-

da um dos quais contina nucleotideos alternativos na posi¢gdo mencionada.

Esse é 'o caso das sondas 39C3d [SEQ ID NO 41]. 39C4d [SEQ ID NO 43].

45C1d [SEQ ID NO 57], 45C3d [SEQ ID NO 58], 57A1d [SEQ ID NO 74],
59C3_d [SEQ ID NO 81], 66B1 [SEQ ID NO 91], 66C3d [SEQ ID NO 93 e
83B1d [SEQ ID NO 126]. Alternativamente, foram usadas como sondas indi-
viduais misturés equimoleculares de dois oligonucleotideos, compreendendo

- exatamente a mesma regiao de sequéncia, mas diferente na composi¢ao de

nucleotideo para determinadas posi¢gdoes (mistura dos oligonucleotideos
58B1a [SEQ ID NO 77] E 58B1b [SEQ ID NO 78]; 68C4b [SEQ ID NO 100] e
68C4c [SEQ ID NO 101]; 74A1a [SEQ ID NO 116] e 74A1b [SID117); _74B1A
[SEQ ID NO 118] e 74B1b [SEQ ID NO 119]; E A MISTURA DOS oligonu-
cleotideos 82A2a-AS [SEQ ID NO 122] e 82A2b-AS [SEQ ID NO 123].

Todas as sondas descritas na presente invencao provaram ser
capazes de hibridizar-se especificamente em suas seqliéncias alvo, sob as
mesmas congdicoes de hibridizagao, na plataforma do 'tubo de ordenagéao'.
Esse fato torna possivel 0 uso dessas sondas para a identificagdo simulta-
nea de 42 tipos diferentes de HPV usando essa plataforma de microordena-
¢ao. O alto numero de tipos de HPV identificado pelo uso do 'tubo de orde-
nacdo' desenvolvido na presente invengdo faz com que essa metodologia
também seja considerada como um método de detecgao direta, uma vez que
os tipos de HPV restantes sao clinicamente irrelevantes.

Um dos pontos fracos dos métodos de diagnéstico é a ocorrén-
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cia de falsos negativos. No caso do presente método, falsos negativo podem
ser causados pela qualidade deficiente das amostras de DNA ou pela pre-
senga de inibidores de polimerase de DNA nas amostras a ser analisada. A

presente invenc&o ilustra o meio para eliminar esses falsos negativos atra-

vés do uso de dois tipos de controles.

Um controle, que consiste na amplifiqagéo do DNA -do préprio
paciente € usado, de preferéncia, para garantir a boa qualidade da amostra
de DNA. Qualquer fragmento de sequéncia de DNA humano pode ser usado
como alvo para esse fim.. Um fragmento de um gene de cépia Unico, tal co-
rho o gene de CFTR, foi considerado um alvo especialmente apropriado para
con.trole positivo da qualidade de DNA na presente inveng&o. Os iniciadores
CFTR-FR (SEQ ID NO 134) e CFTR-R5 (SEQ ID NO 135) foram criados pa-
ra amplificagdo de um fragmento de 892 bp do gene de CFTR. O uso de um
alvo de copia unico versus um alvo de cépia multiplo e o tamanho maior do
produto amplificado de controle de qualidade de DNA, comparado com o

| fragmehto amplificado de HPV, isto é, em cada caso, 892 bp versus em tor-

no de 450 bp, permitiu a inclus&o de iniciadores para a amplificagdo de CF-
TR na mesma mistura de reagédo da que é usada para a amplificagéo da re-
gido L1 do genoma de HPV, com efeitos de concorréncia minimos. Portanto,
o controle de qualidad‘e de DNA pode ser executado simultaneamente no
mesmo tubo de reagdo, onde a amostra é analisada, sem afetar a sensibili-
dade para deteccéao de HPV.

Um segundo controle pode ser usado como controle positivo de
amplificagé@o, que detecta falhas na reagdo de PCR, devidas, por exemplo, a

presenca de inibidores de polimerase de DNA. Em uma modalidade preferi- ;

da, o controle positivo de amplificagdo consiste em um plasmidio recombi-
nante que pode ser amplificado usando os mesmos iniciadores e as mesmas
condigoes de PCR como os usados para amplificagdo do fragmento de gene
de CFTR. Tanto o tamanho como a sequéncia interna aos iniciadores sdo
diferentes entre produtos de PCR resultantes da amplificagdo do gene de
CFTR e da amplificacdo de plasmidio recombinante. Desse modo, os dois
tipos de produtos de amplificacdo podem ser facilmente distinguidos por
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- meio de eletroforese de gel ou por meio de hibridizagdo com sondas especi-

ficas. A figura 6 mostra uma representacao esquematica do plasmidio re-
combinante pPG44 com essas caracteristicas.

O plasmidio pPG44 foi construido por técnicas de clonagem mo-
lecular. Em resumo, uma insercdo de DNA, constituida do fragmento 'de
1162 bp da posicdo 124 para a posi¢ao 1285 do vetor pBluescript® |l SK +
(Stratagene, La Jolla, CA, USA), flanqueado pelos iniciadores de CFTR, CF-
TR-4 e CFTR-RS, foi clonado do pGEM®-T Easy Vector, usando o kit obte-
nivel comercialmente da Promega Corporation, Madison, WI, USA. Uma
preparagao purificada do plasmidio recombinante pPG44 obtido foi caracte-
rizada, ainda, pelo uso de enzimas de restricdo e por analise de sequéncia.
O plasmidio pPG44 foi usado como controle positivo do processo de ampilifi-
cacao em uma forma linearizada. -

A presenga de um controle positivo, tal como o plasmidio re-
combinante mencionado, na mesma mistura de amplificagdo de PCR onde a
amostra € analisada, evita a ocorréncia de resultados negativos falsos, isto

é, evita que um resultado negativo seja dado, mesmo na presenga do geno-

..ma de HPV-alvo na amostra, porque, quando nenhum dos produtos de am-

plificacéo é gerado, é preciso presumir que a amplificacdo de PCR nao fun-
cionou corretamente e pode-se chegar a uma conclusdo quanto a presenga
ou auséncia do genoma de HPV na amostra. '

Sondas para a detecgéo especifica dos dois tipos de controles
positivos descritos, isto € o controle de qualidade de DNA e o controle da
reacdao de amplificacao, sao apresentadas na tabela 2 (SEQ ID NO 136-139

~ e SEQ ID NO 145-147). Sequéncias de oligonucieotideo sem homologia sig-

nificativa a quélquer um dos produtos amplificados da présente invencao,
também sdo apresentados nessa tabela 2 (SEQ ID NO 140-141). Quando
imobilizados na superficie da microordenagéo, os oligonucleotideos modifi-
cados com biotina SEQ ID NO 140 e SEQ ID NO 141 servem como controle
positivo da rea¢ao de detecgdo de produtos de PCR e como uma referéncia
de posicionamento, de modo que todas as sondas restantes podem ser loca-

lizadas.
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Tabela 2:

S N b g +
DDQNO Noma da sonda  Tipo de controls : Seqiiéncia (5' - 3")

136 CFTR-A1-AS Qualidade de amostra de DNA TTCTCCACCCACTACGCACCCCCGCCAGCA

137 CFTR~B3 Qualidade de amostra de DNA GGGCTCRAGCTCCTAARTGCCAAAGACCTACTACTCTG
145 CFTR-B1-AS CQuslidade de amostra de DNA CAAGCTCCTAATGCCAARGRCCTACTACTC ’
146 CEFTR-B2 Qualidade de amostra de DNA GGGCTCRAGCTCCTAATGCCAAAGACCTACTACTC
138 CIBI1-AS Redugdo de PCR CTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTITAT
138 CIR2-AS Redugdo de PCR TCACTCRTTAGGCRCCCCAGGCTTTACACTTITATG
147 - CIA3-AS Redugdo de PCR ‘BARGTGAGCTGATACCGCTCECCGTAGCCGARCGAC
Detecgdo & ) - :

148 Marker-1 locacdo GCAGTATRAGATTATTGATGCCGGARC

‘ . i " Detecgfio & '
141 Marker-2 locacdo GTCAARACCTGGEGATAGTAGTTTTACC

A presente invengao também se refere a um kit de diagnéstico in
vitro para a deteccao especifica de tipos de HPV em amostras clinicas. De
preferéncia, o kit mehcionado inclui qualquer um ou dos os seguintes com-
ponentes: mistura de amplificagdo, incluindo tampao de amplificagao,
dNTPs, iniciadores e plasnﬁl'dio de controle; tampéao de lavagem; reagentes
de detecg¢éao; tubo de ordenagao, incluindo um suporte sélido, que inclui son-
das especificas para tipos de HPC; reagentes para obter e preparar uma
amostra. Os componentes especificos dependem das condigbes exatas sob
as quais o kit pretende ser usado, embora a pessoa versada na técnica seja
capaz de determinar componentes de kit e composigc")es de tampao apropri-
ados.

EXEMPLOS

Os exemp_l,os. apresentados abaixo apenas ilustram a invengao e
de modo algum limitam o alcance das reivindicagdes anexas. .

EXEMPLO 1: Preparacéo de 'tubos de ordenacgao' -

~ Os 'tubos de ordenagéo’ da presente invengéo foram fabricados
na CLONDIAG Chip Technoiogies Gmb!] (Jena, Alemanha),” do seguinte
modo. Um tubo de teste de reagédo de Eppendorf normal, feito de propileno e

com um volume de recepgao nominal de 1,5 ml, foi modificado por nova fu-

s&o, de modo que uma reentrancia aberta para o suporte de microordenagéo
com uma borda adesiva foi modelado no tubo. -

Microordenacgdes a ser inseridas nesses tubos foram produzidas
usando um MicroGrid Il Arrayer (BioRobotics, Cambridge, Gra-Bretanha).

Sondas constituidas de oligonucleotideos modificados com amino de extre-
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midade 5', com uma seqiiéncia da lista de seqdéncias, foram depositadas
em locais definidos sobre uma superficie de vidro epoxidada de uma lamina
(tamanho da ldmina: 75 mm x 25 mm) e imobilizadas de modo co\}alente.
Uma microordenacéo individual incluia 12 x 10 = 120 ou 12 x 11 = 132 locais
concretos, nos Cjuais 0s oligbnucleotideos podiam ser depositados. Esses
locais tém um distanciamento de 0,2 mm, de modo que a cole¢do de DNA -
incluida em cada microordenagdo cobria uma area dc? 2,4 mm x 2,4 mm e,
no total, mais de 100 cole¢bes de DNA idéntica puderam ser produzidas
dessa maneira por lamina. Dependendo do tipo da experiéncia, uma sonda -
individual ou uma mistura das mesmas puderam ser depositadas em cada

um desses locais. Normalmente, sondas individuais foram depositadas em

.cada local, quando eram realizadas experiéncias de especificidade e sensibi-

lidade para seleg¢do de sondas. Quando as sondas foram validadas, misturas
de sondas capazes de hibridizar-se em regides separadas do produto ampli-
ficado de um tipo de HPV especifico puderam ser depositadas no mesmo
local, quando ‘eram realizados testes de identificagdo de genétipos de HPV.
As figuras 1 a 5 mostram disposigoes diferentes de sondas dentro de micro-
ordenagbes usadas para esta invengdo. Duas ou trés rép.licas para cada
sonda ou mistura de sondas foram incluidas em cada microordenacao.

Alem de sondas especificas para determinac¢édo de gendtipo de
HPV e para deteccédo de controle de amplificagdo e adequagio de controle
de DNA. As microordenagdes incluiram marcadores de referéncia em diver-
sos locais, constituidos de oligonucleotideos modificados com biotina na ex-
tremidade 5' (Marcador-1 [SEQ ID NO 140] e Marcador-2 [SEQ 1D NO 141)),
sem homologia significat]jya para qualquer uma das sequéncias amplificadas
desta invencao. Esses rhrarcadores de referéncia servem tanto para verificar
o funcionamento correto da reagéo de deteccdo como para oreitnagdo éptica
da imagem pela leitora, de modo que todas as sondas restantes podem ser

- localizadas e os dados analisados.

Todos os oligonucleotideos foram depositados na lamina de uma
1x QMT Spotting Solution | (Quantifoil Micro Tools Gmbh, Jena, Alemanha).

Concentragao total de oligonucleotideos em cada solugdo de localizagdo
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variou de 2,5 uM para marcadores de referéncia. a 20 uM para sondas espe-
cificas. Os oligonucleotideos foram depois ligados de modo covalente aos
grupos epéxido na superficie de vidro por endurecimento a 60°C por 30 mi-
nutos, seguido de um processo de lavagem de etapas mﬁltiplas. As laminas
secas foram cortadas em pedacos de vidro de 3,15 mm x 3,15 mm, o que,
falando precisamente, sdo 0 que chamamos de m_icroordehagées. Na etapa
final. da produgéo de 'tubos de ordenacéo!, essas microordenagdes foram
depois inseridas nos tubos Eppendorf modificados, mencionados acima, ev
coladas na borda adesiva. A figura 7 mostra uma fotografia de um "tubo de
drdenagéo" produzido tal como especificado no presente exemplo.
EXEMPLO 2: Preparacdo de amostras de DNA
2.1. DNAs de HPV padrio

DNAs de HPV usados para determinar a especificidade e sensi-

bilidade das sondas especificas para tipo eram plasmidios recombinantes
contendo a regido L1 amplificada (tipos de HPV 6, 11, 16, 187, .26, 30, 31,
32, 33, 34/64, 35, 39. 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59, 61,
62, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 85 e 89) ou DNAs extra-
idos de amostras clinicas,.regido L1 amplificada que foi caracterizada, ainda,
por sequenciagcdo de DNA. Plasmidios recombinantes foram construidos por
técnicas de clonagem molecular. Em resumo, a regido L1 amplificada de
cada tipo de HPV foi clonada em pGEM®-T Easy Vector, usando o kit obte-
nivel comercialmente de Promega Corporation, Madison, WI, USA. Uma
preparégéo purificada obtida de cada plasmidio recombinante foi caracteri-
zada, ainda, por andlise de seqtléncia. De 1 a 10 pg de DNA de plasmidio
foranlusados na determinacéo de experiéncias de especificidade.

| ~ DNA da linha de células K562 (Catalogo No DD2011, Promega
Corporation, Madison, WI, USA) serviu para determinar a especificidade e
sensibilidade de sondas especificas para CFTR.

2.2. Amostras clinicas

~ Para o fim de detectar HPV, primeiramente é necessario separar
DNA do material bioldgico restante. A preparacao de procedimentos de DNA

varia de acordo com a fonte da amostra. Sao apresentados exemplos espe-
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cificos da preparacdo de DNA de amostras de uma pluralidade de fontes:

A. Mechas: amostras foram tiradas com uma mecha de algodao
limpa, seca. Células de mechas clinicas foram recuperadas pela adigéo de
1,5 ml de solugao salina diretamente ao recipiente com a amostra e vigorosa
agitacao por vértice. Material de amostra foi transferido para um tubo Ep-
pendorf de 1,5 ml e peletizado.por centrifugagdo. O material flutuante foi
descartado e as células precipitadas foram suspensas em 100 pl de tampao

- de lise, que contém 10 mM de Tris-HCI (pH 9,0, a 25°C), 50 mM de KCI, 0,15

mM de MgCl,, 0,1% de Triton®X-100, 0,5% de Tween 20 e 0,25 mg/ml de
Proteinase K. Essa mistura foi incubada a 56°C por cerca de 2 horas, e a
proteinase K por inativada termicamente por incubag¢ao da mistura a 100°C
por 10 minutos. Os detritos foram peletizados por c'entrifugagéo e 0 material
flutuante foi transferido para um tubo limpo e estéril. Uma aliquota de 5 pl foi

usada subsegiientemente na reagdo de PCR.

B. Suspensbes de células: esse tipo de amostra refere-se a usa-

da em testes de citologia baseados em liquido cervico-vaginal. Espécimes

- cervicais foram tirados com uma escova ou espdtula e ressuspensos em

solugéo de PreservCyt (Cytyc Corp., Marlborough, MA, USA(. Uma aliquota

- de 1 ml foi centrifugada e o material peletizado foi ressuspenso em 1 ml de

solugdo salina. Depois de uma nova etapa de centrifugagéo, o material pele-
tizado foi ressuspenso em 199 ul de tampao de lise, tal como o usado com
as amostras de. mechas no paragrafo A e o protocolo foi continuado da
mesma maneira como naquela sec¢ao. '

C. Biopsias fixadas em formalina e embutidas em parafina: di-
versas segOes de tecido de 5 um de largura foram usadas no presen’z mé-
todo, tipicamente, 2-5 segdes, dependendo da area superficial da bidpsia. As

secOes foram postas em um tubo estéril de 1,5 ml e 100 pl de tampéo de

lise, tal como o usado com-as amostras de mecha no paragrafo A foram adi-
cionados. O protocolo foi continuado da mesma maneira como naquela se-
¢ao, exceto que a incubagé@o com Proteinase K foi realizada por 3 horas.
Alternativamehte, um kit comercial (NucleoSpin® Tissue kit Ca-
talogo No. 635966 de BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA), criado
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para isolagdo de DNA de amostras de uma pluralidade de fontes, foi usado
para processar amostras de mechas, suspensoes de células ou bidpsias
fixadas com formalina e embutidas em parafina. Nesse caso, o inicio do pro-
tocolo de isolagao de DNA foi tal como especificado nas se¢cdes A,Be c. Em’

~vez de 100 pl de tampédo de lise, foram adicionados a amostra 180 ul de

tampao T1. O protocolo foi continuado seguindo espeCificagées do fabricante
para isolagio de DNA genémico de células e tecido.

Qualquer que seja o tipo de amostra clinica ou de método de}
preparacao de DNA, controles negativos foram executadosAparaIelamen'te a
cada lote de am-ostras. Esses controles negativos, constituidos de 1 ml de
solugdo salina, foram processados da mesma maneira como na segao A.
EXEMPLO 3: Amplificacdo de PCR |

A amplificagao de PCR usando iniciadores de consenso MY 11 e

MY9 (Manos et al., Molecular Diagnostics of Human Cancer; Furth M, Grea-
ves MF, eds.; Cold Spring Harbor Press, 1989, vol. 7:209-214). Um terceiro
iniciador, HMBO1, que é usado freqientemente em combinagdo com MY09 e

MY11 para amplificar o tipo 51 de HPV, que nao é amplificado eficientemen-

te com MY09 e MY11 sozinhos (Hildesheim et al., J Infect Dis. 1994,
169:235-240), também foi incluido na reagdo de PCR. Em resumo, a amplifi-
cacao de PCR foi realizada em um volume de reacao final de 50 pl, conten-
do 10 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de KCI, 1 mM de MgCl,, 0,3 uM de
cada um dos iniciadores MY09 e MY11 (SEQ ID NO 142 e 143), 0,03 uM de’
iniciador HMBO1 (SEQ ID NO 144), 200 uM de cada dNTP, 4 unidades de
polimerase de DNA AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), e 5 ul de cada padraod e DNA de HPV do exemplo 2.1, ou DNA de
amostra clinica do exemplo 2.2. Para testar a adequabilidade do DNA de
amostra, 0,08 uM de cada uma dos iniciadores CFTR-F4 e CFTR-R5 (SEQ
ID NO 134 e 135) também foram adicionados a rhistUra de rea¢éo. Além dis-
so, para verificar o processo de amplificagdo e eliminar resultados negativos
falsos devido a falha da reacao, 20 fg de controle interno pPG44 foram inclu-
idos no mesmo tubo de reagdao no qual as amostras foram analisadas. To-
dos os iniciadores acima usados na reag¢ao de PCR (MY11 [SEQ ID NO 143]
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e CFTR-F4 [SEQ ID NO 134] foram modificados com biotina na extremidade
5' e, desse modo, qualquevr DNA amplificado pdde ser subseqlientemente
detectado.

Controles negativos constituidos de amostras vazias de 5 l do
exemplo 2.2. ou‘5 wl de égUa deionizada foram processados em paralelo
com o DNA de amostra. O uso desses tipos de controles negativos serve
para verificar que a contaminagdo nao ocorre em nephum ponto no manu-
seio da amostra ou na configuragdo da reagdo de PCR e todos os resultados
positivos representam a eficaz presenga de DNA na amostra.

As reagbes de PCR foram executadas em um termociclador
Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), programado corh 0 seguin-
te perfil de ciclizag&o: um ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C por 9 minutos,
45 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 55°C e 90 segundos a
72°C, e um ciclo de extenséo final a 72°C por 8 minutos. Apds a amplifica-
¢ao, 5 pl de cada reag@o foram usados para detec¢do subsequiente com
sondas especificas. . ‘

EXEMPLO 4: Identificacdo simultdnea de gendtipos de HPV usando 'tubos
de ordenacio’ |

"Tubos de ordenagéo’ foram pré-lavados logo antes de seu uso
pela adicao de 300 u de 0,5X de tampdo PBS-Tween 20 a cada tubo e in-

vertendo os mesmos diversas vezes. Todo o liquido dentro de cada tubo foi
removido usando uma pipeta Pasteur ligada com um sistema a vacuo.

~As reagbes de amplificagdo do exemplo 3 foram desnaturadas
por aquecimento das mesmas para 95°C por 10 minutos e, imediatamente
depois, resfriando as mesmas por & minutos sobre gelo. Cinco microlitros de-
reacao de amplificagdo desnaturada foram aplicados ao 'tubo de ordenagao'
preparado no exemplo, junto com 100 pl de solugdo de hibridizagdo (250
mM de tampao de fosfato de sédio, pH 7,2; SSC 1X; 0,2% de Triton® X-100;
1 mM de EDTA, pH 8,0). A reagdo de hibridizagdo foi realizada em um
Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) incubando os 'tu-
bos de ordenagao' a 55°C por uma hora com agitagdo a 550 rpm. Apds o
periodo de incubagéo, a reacédo de hibridizacao foi removida usando uma
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pipeta Pasteur ligada com um sistema a vacuo e uma etapa de lavagem com
300 i de tampao de 0,5X PBS-Tween 20 foi realizada.

DNA hibridizado foi detectado por incubagdo em 100 pl de uma
solugédo de 0,075 pg/ml de Poly-HRP Streptavidin a 30°C por 15 minutos,
com agitacdo a 550 rpm. Depois todo o liquido do 'tubo de ordenagao’ foi
removido rapidamente e duas etapas de Iavagem, tal como a mencionada
acima, foram realizadas. (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA). A
reagdo de desenvolvimento de cor foi realizada em 100 pi de True Blue® Pe-
roxidase Substrate (KPL, Gaithersburg, MD, USA), que consiste em uma
solugdo tamponada, que contém 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) e H2Ox,
por incubagao a 25°C por 10 minutos. Os precipitados coloridos produzidos
desse moto causam mudangas na transmissao Optica em locais concretos
da microordenagao, que ,pdde ser lida usando uma leitora ATR0O1 ou ATS,
produzida por CLONDIAG Chip Technologies GmbH (Jena, Alemanha). Op-
cionalmente, a leitora ATS pode ter um software especifico instalado para
processamento automatico do resultado de anélise da amostra, obtido com o

'tubo de ordenacado' desenvolvido na presente invencéo.
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<210> 67

<211> 30

<212> DNA :
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 67 :
aacctcagea gacagggates ttttescatag

<210> 6B

<231> 30

<212> DRA

213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 68
azgctagtgy ceaceggagg cgacaaacct

<210> 69

<211> 30

<212> DRA

-<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> B8
gctatectge gtggatgetg tagcacacea

<210>» 70

<211> 30

<212> DNWA

<213> DArtificial

37

30

29

30

30

30



<220>
<223>

<400> 70
eactacttgt agctgggggg gttataccas

<210> 71

<211> 32

<z1l2> D¥R

<213> Artificial

220>
223>

<400> 7
atctgetgta agggttatgyg tacataactg

<210> 72

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223>

<400> 72 : :
tgtctaaggt actgattaat ttttcgtgea

<210> 73

<211> 30

<212> DRA

€213> Artificial

<220>
<223>

<400> 73

tttatettct aggetggtyg ccactggegg

<210> 74

<211> 30

€£212> DRNA

<213> Artificial

<220>
<2235

<400> 74
tataattagt ttcigtgktt acagtggcac

<210> 78

<211>» 3¢

<212> DRA

<213> Artificial

<220>
<223>

<400> 75
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agtcctetag cezaccgegea tecatgttat

<210> 76
<211> 30
<212> DHA
<213> Artificiel

<230>
<223> Sonda

<400> 76
atattcttea acztgacgte cataitcctt

<210> 77
<211> 30
<212> DHA
<213> BRrtificisl

<220>
<223> - Sonda

<400> 77
tcttctttag ttzcitcagt gcatastgte

<210> 78

<211> 30

<212> DWA

<2313> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 78
ccttcettag ttacttcagt gcataatgtc

<210> 79
<211> 30
<212> DHA

<€213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<4p0> 175
ctggcatatt ctitaaszact ggtaggtoig

<210> B0
<211> 30
<212> DRA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 80
tcctgtttas ctggecggtge ggtgtectet

<210> 81
<Z2i1> 30
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<212> DRA
<€213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 81
tctitecrgtg tgtgettcta ctactbeotte

<210> 82

<211> 30

<212> DHNA

<213> Artificiasl

<220>
<223> Sonda

<400> 82

.tttaaagaat atgccagaca  tgtggaggea -

<210> B3

<211> 30

<212> DWA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> B3
aatgtcatac attcstaata tgaataccac

<210> 84

<211> 30

<212> DHA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 84
tatattcsga tacagggggg gatgtageag

<210> 85

<2311> 30

<212> DRA

<213> Axtificial

<220>
<223> Sonda

<400> 85
ataactitgge atagcgatce tcocitgogey

<210> 36

<211> 30

<212> DNA

<213> Artirficiel

<Zz20>
<223> Sonda
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<400> 86 )
atattcccta aagettgtgg ctttatatte

<210> 87

<211>» 30

<2312> DN

<213> Artificisal

<220>
<223> Sonda

<400> 87
gtggaaggag gaggtaazac cceaaagttc

<2i0> 88

<23i1> 30

<212> DRA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

- <400> 88 .
atacgggtce ac@ttgggac ggctaggeayg

<210> 8%

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 89
aaatgtcatt tgcgeatscg ggtccacctt

<210> 90
<211> 30
<212> DA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 90 o
gtteatgtygc ttttagetge stteatagte

<210> 91

<211> 30

<212> Dka

<213> Artificial

<220>
<222> Sonda

<400> 92
tggegaaggt attgettgat ttcacgkgca
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Sonda
92

cacatggega zggtattgat tgatttceacg

<210>
<211>
<Z212>
<Z13>

<220>
<223>

<400>

93
30
DRA

‘Artificial

Sonda

93

tzatacttta ttagacgett ggaayattgg

<2i0>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

94

30

DNA
Artificial

Sonda

94

aggait=aata tasggtatatt azaagcacag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<40D>

85

30

DNA
Artificial

Sonda
85 .

tcttoctttg ctgttggagg ggatghtttt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

986
30

‘DNA

Artificial

Sonca

96

tggtgtgtat gtattgecata acatttgeag

<210>
<211>
212>
<213>

a7

30

DRA
Artificial
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<220>
<223>

<4005

gttttcattt ttgtatgtag cctctgaettt

<210>
<211>
. <212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aggtgcagyy gogtctrtit gacaigtaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agcggtatgt atctecaaga ctageagatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gttgtgtact ataacattgt csactgatgt a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gttgtgtact ataacattat ccactgatgt a

<Z210>
<211%
<212>
<213>

<220>
<223>

<4Q0>

gtgttgeccee tocaccatet getagicttg

Sonda

87

98

30

DNA
Rrtificial

Sonda

98

99

30

DNA
Artificial

Sonda
95

100

31

DRA
Artificial

Sonda
100

101

31

DNAa
Artificiel

Sonda

101

102

30

DNA
Artificizl

Sonda

102
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<210> 103

<211> 30

<212> DRA

<213> BArtificial

<220>
<223> Sonda

<4Q0> 103 .
atggtttsaa agtggragat gcagatigtg

<210> 104

<Z11> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220> -
<223> Sonda

<400> 104
tgtgecaggogyg catcgegttg ecatgtagta

<210> 105
<211> 30 .
<2i2> DNA
<213> Artificiel

<220>
<223> Sonda

<400> 105
aaactttgta gggctatata cagcaggtat

<210> 106

<211> 30

<212> DNA

«213> Artificial

<2205
<223> Sonda

<400> 106 o
tggtggaggg gtaactccta tattccaatt

<210> 107

<211>- 3D

<212> DNA

€213> Artificial

<220>
<223> . Sonda

<400> 107
aatattccat gasactegeg gctttatatg

<210> 108
<211> 30
<212> DHA
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<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Sonda

168

ttttteotgce ggaggaggac tgttttictg

<210>
<211i>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

108

30

DNA
Artificial

Sonda

109

tctgatacag aggscgotgt ggcagtacasz

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

110

30

DWA
Artificisl

Sonda

110

gtggcgaaga tactcacgaa aattiagaazge

<210>
<2i1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

111

30

DRA
Artificial

Sonda |

111

tagagttgge atacgttgta gtagagctac

<210>
<211>
<212>

<€213>-

<220>
<223>

<400>

112

30

DA
Artificial

Sonda

i12

gagttggcat acgttgtagt agagctacta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

113

30

bia
Artificial

Sonda
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<400> 113
sggaggttga ggacgttgge sactaatage

<210> 114

<211> 30

€212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<490> 114
ctatgaattc tactatatty geagagtgga

<210> 115
<211l> 30
<212> DRA
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 115
eccccaccec cgteaggtac titagaggea

<210> 116

<211> 30

<212> DHA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 116 : :
ttaaatttge atagggattg ggctttgett

<210> 117
<21i> 30
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
~ <223> Sonda

<400> 117
ttasattggc atagggatta ggctttgett

<210> 118

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 118
agcagaaggc gattgtgagg tsggagcaca

<210> 118
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<211>
.<212>
T <213>

<220>
<€223>

400>

30
DNA
Artificial

Sonda

118

egcaggeggy gettgtotag taggcgcaca

<210>
<211>
<212»>
<213>

<220>
<223>

<400>

120

30

DRA
Rrtificial

Sonda
120

ttetgeagea geagatgtag ctgtgeaaat

<210>

<211> 
<212>

<213>

<220>
€223>

<400>

121

30

DNA
Axtificial

Sonda
121

ctgtccaaaa tgacatgicg gceteagggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

122

30

DNA
Artificial

Sonda

122

tgcaacagat ggagtaacag cagtgctaat

<2105

<211>
<2125
<213>

<220>
<223>

<400>-

123

30

DHA
Artificial

Sonda

123 £

tgeaactgat ggagtagcag cagtgeotaat

<210>
<211>
<212>
<213>

220>

124

30

DNA
Artificial
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48

<223> Sonda

<400> 124
tgtagaatcc atggtgtgca ggtaagccat

<210> 125

<211> 30

<zl2> DNA

<213% Artificial

<220> _
<223> Sonda

<400> 125 .
ttcattegee tgtgtegcag cagectgsaat

<210> 126

<211> 31

© <212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 128
cactcatcya atsaatgttc attcatacta t

<210> 127

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 127
atattctget tcggtgttgg tegcagcact

<210> 128

<211> 30

<212» DNA

<213> Artificial

<220>
<223» Sonda

<400> 128 -
azataggaca tgecctetgg agtcagacgg

<210> 123
<211> . 30
<2125 T DNR

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 125
atatagatgg asctggatta gtagttgcag
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<210> 130

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> gonda

<400> 130
cctttttttyg tygaacaacc acatccttcet

<210> 131
211> 3¢
<212> -DNRA
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 131
tccttaaage gtgtagaasct-gtattctgtg

<210> 132

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificiel

<220>

<400> 132

atctcaggcg ttaggtgtat cttacatagt

<210> 2133

<211> 30

<212> DNA

€213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 133 ' :
astggecegs gaggtaagas sgcgataggt

<210> 134

<211> 20

<212> DWNA

<213> Artificial

<220>
<223> niciador

<400> 134
acteggatca tcgggaaaag

<210> 135

<211> 20

<212> DNA

<€213> Artificial
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<220> _
<223> Sonda

<£00> 135
tggctctcta ttceatcage

<21D> 136

<211> 30

<212> DHA

<213> ificial

<220>
<223> Sonda

<400> 136
ttctecacce sctacgocacc cccgeeagea

<210> 137
<211> 37
<€212> DNA
€213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 137

50

gggctcaage tcctaatgec aaagacctac tactcetg

<210> 138

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 138
ctcattaggc accccagget ttacacttta t

<210> 139

<211> 35

<212> DHNA

<213> artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 139

tcactcatta ggcaccceeg getttacact ttatg

<210> 140

<211> 27

<212> DRA

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 140
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gecagtataag attattgatg ccggaac

<210> 141
<211> 27
<212> DRA

<213> Artificial

<220>
223> Sonda

<400> 141

gtcaeaacet gggatagteg ttttacc

<210> 142
<211> 20
<212> DHA

<213> PArtificial

<220>
€223> Iniciador -

<4D0> 142
- cgtceomarrg gawactgatce

<210> 143
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificisl

<220>
<223>  |niciador

<400> 143
gemesgyggwe ataayaatgg

<210> 144

<211> 20

<212> DPHA

<213> Artificial

<220>
<223> |Iniciador

<400> 1414
gcgacccaat gcaaattggt

<210> 145

<211> 30

<212> DRA

<213>° Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 145

caagcteccta etgeccaaaga cctactacte

<210> 146
<2i1> 35
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<212>

. <€213>

<220>
<223>

<400>

DRA
Artificial

Sonda

146

gggctcaage tcctaatgec aaagacctac tacte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

147

35

oNA
Artificiel

Sonda

147 : ' :

gagtgagctg atacegeteg c€cgcagcega acgac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

148

ao

‘DNA
Artificial

Sonda

148

gtagetatgg. cagcacatat tgacatattt

<210>
<211>
<212>
<213>

148

30

DNA
Artificial

<220> -

<223>

<406>

Sonda
148

gtagatatgg cagctcataa tgtcatattt

52
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REIVINDICAGOES

1. Ensaio para detectar e tipificar papilomavirus humano (HPV)
em uma amostra, caracterizado pelo fato de que compreende:

realizar uma reagao de amplificagao de acido nucléico em uma
amostra, sendo que a reacao de amplificagdo destina-se a amplificar uma
sequéncia-alvo de HPV em um modo nao especifico para tipo;

obter oligonucleotideos de filamento simples de quaisquer pro-
dutos de amplificagao;

deixar que os oligonucleotideos de filamento simples se hibridi-
zem, quando possivel, com uma pluralidade de sondas especificas para ti-
pos de HPV, dispostas sobre um suporte sélido, sendo que o suporte esta
localizado dentro de um recipiente de reagao apropriado para conter a amos-
tra; e

detectar oligonucleotideos hibridizados.

2. Ensaio de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a etapa de amplificagdo de acido nucléico é realizada na amos-
tra dentro do recipiente de reagdo, em contato com as sondas especificas
para tipos de HPV sobre o suporte sélido.

3. Ensaio de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que as sondas possuem 20 a 40 nt de comprimento.

4. Ensaio de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que as sondas sdo especificas para a regido de
L1 do HPV.

5. Ensaio de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que uma ou mais sondas sao selecionadas do
grupo compreendendo SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 133.

6. Recipiente de reagao para realizar um ensaio para detectar e
tipificar HPV em uma amostra, caracterizado pelo fato de que compreende
um suporte sélido com uma pluralidade de sondas especificas para tipos de
HPV imobilizadas sobre o mesmo, e que é apropriado para conter uma a-
mostra em contato com o suporte sélido.

7. Recipiente de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado
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pelo fato de que as sondas sao selecionadas para ligar especificamente se-
quéncias-alvo de HPV, sob as mesmas condigées de hibridizagao para todas
as sondas.

8. Recipiente de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7, caracteriza-
do pelo fato de que uma ou mais das sondas sao selecionadas do grupo
compreendendo SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 133.

9. Kit para a detecgéao e tipificagdo de HPV, caracterizado pelo
fato de que compreende o recipiente de reagdo, como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 6 a 8, em combinagdao com um ou mais dos seguin-
tes:

i) reagentes para extragao e/ou purificagdo de DNA,

if) uma mistura de amplificagdo de acido nucléico;

iii) reagentes para uso em visualizar a hibridizagcdo de acidos
nucléicos nas sondas do recipiente de reagao.

10. Kit de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato
de que a mistura de amplificagdo &€ fornecida em um recipiente de reagéo
separado do recipiente de reagdo que compreende o suporte sélido com as
sondas especificas para tipos de HPV.

11. Sonda para detectar e tipificar HPV, caracterizada pelo fato
de que é escolhida de SEQ ID NO 1 a 133.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ENSAIO, RECIPIENTE DE REAGAO PARA REALI-
ZAR O MESMO, KIT E SONDA PARA DETECTAR E TIPIFICAR PAPILO-
MAVIRUS HUMANO (HPV) EM UMA AMOSTRA".

A presente invengao refere-se a um método e um kit para detec-
¢do e tipificagdo de HPV em uma amostra, tal como um recipiente de reagao
para uso no método. Iniciadores de HPV universais s&o usados para amplifi-
car uma amostra por PCR; a amostra amplificada é depois hibridizada a uma
série de sondas especificas para tipos de HPV para determinar o tipo de
HPV.
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