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A presente invengdo refere-se ao desenvolvimento de uma sonda de acido péptido nucleico (PNA) para a detecéio de Escherichia
coli serotipo O157: H7 em diferentes tipos de amostras. PNA ¢ uma molécula sintética analoga 6 molécula de DNA que, devido
0s suas propriedades fisico-quimicas, permite uma analise mais rapida e mais sensivel do que as sondas de ADN. Estas sondas séo
combinadas com hibridagdo in situ fluorescente (FISH), uma técnica de biologia molecular, que permite a visualizagédo direta do
microrganismo na amostra. A combinagdo destas duas tecnologias permitiu o desenvolvimento de um procedimento de FISH mais
rapido, mais simples e mais eficiente. Este teste pode ser aplicado a uma grande variedade de amostras, tais como alimentos,
sangue, biopsias, fezes, dgua e outras amostras clinicas, ambientais ou da industria agricola e alimentar. A presente invengdo
também inclui o desenvolvimento do kit de detecéo e respetivo processo para a identificagdo de E. coli O157: H7 utilizando os
tipos de amostras acima mencionadas.
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DESCRICAO

SONDA DE ACIDO PEPTIDO NUCLEICO, ESTOJO E METODO PARA
DETECTAR E / OU QUANTIFICAR ESCHERICHIA COLI 0Ol157:H7 E
RESPECTIVAS APLICACOES

Campo da invencao:

Esta invencdo diz respeito a um processo para a detecdo de
microrganismos relevantes quer na d&drea clinica quer para a
seguran¢a alimentar. Para esse efeito, uma sonda de PNA para a
detecgdo de estirpes de Escherichia coli Q157:H7, foi

desenvolvida.

Para além da sonda, a presente invenc¢do inclui o procedimento de
PNA FISH e sua aplicagdo a wum kit para a deteccdo e/ou
quantificacdo de Escherichia coli 0157: H7, que pode ser usado

quer na &rea clinica quer na area alimentar.

Antecedentes da invencgéo:

A espécie Escherichia coli inclui um grupo heterogéneo de
bactérias que fazem parte da microflora normal do trato
intestinal de seres humanos e animais (Gyles, _2007). Estas
bactérias sdo tipicamente indcuas, mas um nlmero consideravel de
estirpes sdo patogénicas. As estirpes patogénicas de E. coli séo
classificadas de acordo com os seus fatores de viruléncia, a sua
patogenicidade e o seu serotipo. Existem seis classes de E. coli
patogénicas, E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli aderente difusa (DAEC) e a
E. coli enterohemorrdgica (EHEC) (Sheibani, 2007). Entre as E.

coli patogénicas, as estipes de EHEC s&do, talvez, a mais
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importantes devido a sua elevada viruléncia e sua associagdo com
complicag¢des potencialmente fatais (Sheibani, 2007). Dentro do
grupo de EHEC, a E. coli serotipo 0157: H7 (serdtipo baseia-se
no O [Ohne] antigénio - determinado pelo lipopolissacarido da
parede celular - e o H [Haunch] antigénio devido a proteina

flagelar) é a mais comummente isolada (Gyles, 2007).

A dose infecciosa de E. coli 0157: H7 estd descrita como sendo
muito baixa - cerca de 1-100 CFU / mL - mais baixa do que a
maioria dos agentes patogénicos entéricos (Robinson e McKillip,
2010). A viruléncia deste microrganismo deve-se maioritariamente
a trés fatores. O primeiro, e o mais importante, é a producdo de
toxinas do tipo Shiga (Stxs), chamadas Stxl e Stx2. Estas
toxinas estdo atualmente entre as citotoxinas mais potentes
capazes de afetarem células eucaridticas (Robinson e McKillip,
2010). Embora o tipo de Stx produzida influencie diretamente a
‘gravidade da doenca, a producdo de Stxs por si sé é insuficiente
para a E. coli O157:H7 se tornar patogénica. O apoio do locus
enterocyte effacement (uma ilha de patogenicidade que codifica
uma bateria de fatores de viruléncia especializados) e a
presenga do plasmideo pO0l157 (codifica um sistema de secrecdo de
tipo II, uma enterohemolisina, um inibidor de linfécitos e
potenciais adesinas, entre outros) sdo também necessirios (

Robinson e McKillip, 2010).

Os sintomas da infegdo por EHEC s&o muito diversos, podendo a
infecdo originar desde casos assintomaticos até casos letais. Os
sintomas da doenga geralmente desaparecem uma semana depois. Em
casos graves o0s pacientes podem desenvolver o sindrome
hemolitico-urémico (HUS), Pirpura Trombocitopenica Trombdtica
(TTP), ou até mesmo morrer (Robinson e McKillip, 2010). O HUS
atinge as células endoteliais renais® e pode levar a
insuficiéncia renal aguda (Robinson e McKillip, 2010). O HUS tem
taxa de mortalidade significativamente mais elevada e, no caso
de sobrevivéncia, os pacientes geralmente ficam com sequelas

renais permanehtes. Para além dos sintomas tipicos de HUS, a TTP
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esta associada a sintomas neuroldgicos como dores de cabeca,

convulsdes, letargia e encefalopatia (Robinson e McKillip,
2010). Para os surtos de E. coli 0157:H7 detetados nos EUA, 25%
das pessoas afetadas foram hospitalizados, 5-10% desenvolveram

SHU ou TTP e 1% morreram (Pennington, 2010).

Em relacdo aos reservatdédrios ambientais, geralmente o gado
bovino serve de reservatdédrio primdrio e natural de E. coli
0157:H7 e estima-se que 10 - 80% de todos os animais séo
colonizados por esta bacteria (Yoon e Hovde, 2008). Outros
animais, como cabras, ovelhas e porcos podem também ser
portadores. Resultados de um estudo que inclui 90 surtos
confirmados microbiologicamente (ocorridos entre 1982 e 2006),
mostram que as fontes de transmissdo para os seres humanos foram
alimentos em 42,2% dos casos; produtos lacteos em 12,2%; contato
com animais em 7,8%; Agua em 6,7%, ambiente em 2,2% e

desconhecidas em 28, 9% dos surtos (Pennington, 2010).

Antes dos produtos alimentares serem libertados para o
consumidor, estes devem passar por um controlo de qualidade que
permite avaliar a existéncia de contaminacdes. A importancia do
controle de qualidade, leva & necessidade de implementar métodos
de deteg¢do rapidos, sensiveis e fidveis, bem como versateis, de
forma a adaptar-se facilmente as necessidades das diferentes
linhas de produgcdo e de processamento de alimentos. Estes
métodos podem reduzir substancialmente o tempo, o trabalho e

custo global do processo de detecgdo.

O teste para a fermentagdo de sorbitol tem sido sugerido como
método mais simples de detecdo de E. coli 0157: H7, pois esta
bactéria nd&o possui a enzima Pf-glucorunidase. A maioria dos
métodos de cultura existentes foram desenvolvidos com base nesta
caracteristica. No entanto outras propriedades desta bactéria,
tais como a incapacidade de fermentar rhamanose e toleréncia ao
telurito, tém sido também exploradas (Raji et al., 2003). Estas
técnicas de <cultura continuam a ser um aspeto integral de
controlo de qualidade durante o processamento de alimentos por

3
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serem relativamente baratos, tecnicamente simples e apresentarem

elevada especificidade e sensibilidade. No entanto, estes
métodos s&do também muito demorados, laborioscs e incapazes de
detetar estirpes de E. coli 0157: H7, que fermentam o sorbitol e
sdo suscetiveis ao telurito (Raji et al, 2003.). Falham também
na detecdo de patdgenos em numeros mais. baixos (<200 amostra CFU
/ g). Adicionalmente, os métodos de cultura, tais como a norma
ISO 16654, incluem geralmente um ensaic de aglutinagdo (deteccéo
de antigeno 0157 ou H7) pouco especifico, uma vez que o0s
antigénios 0157 e H7 estdo presentes em outras espécies de
Escherichia coli. Estes anticorpos também podem reagir de forma
cruzada com outros serotipos de E. coli, outras Escherichias e
de outros membros da familia Enterobacteriaceae (Raji et al.,

2003) .

FISH ¢é um método molecular amplamente aplicado para a
identificacdo de microrganismos. Este método Dbaseia-se na
ligacdo especifica de oligonucledétidos pequenos (sondas) em
regides especificas do RNA ribossomél (rRNA), devido a sua
distribuig¢do celular elevada abundancia, universal e utilizacdo
como um marcador filogenético. A sonda estd ligada a um
fluorocromo e, apds uma etapa de hibridizacdc, a fluorescéncia
pode ser detetada devido ao numero elevado de cépias de rRNA
dentro da célula. Mais recentemente, as sondas de &acido péptido
nucleico (PNA) tém sido aplicadas na detecdo microbiana
(Cerqueira et al., 2008). Estas moléculas que mimetizam o DNA
sdo capazes de hibridar especificamente com &cidos nucleicos
complementares obedecendo as regras de Watson-Crick. A ligacdo
destas moléculas a sequencia alvo é mais forte uma vez que o PNA
tem uma unidade repetida neutra de N-(2-aminoethil) glicina em
vez da carga negativa do grupo acucar-fosfatce. O usé adequado
dessa molécula na tecnologia de FISH tornou o procedimento mais
robusto, mais rapido e mais eficiente, e permitiu o
desenvolvimento de varios métodos de PNA FISH para a detecgdo de

organismo patogénico (Cerqueira et al., 2008).
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Neste documento apresenta-se o desenvolvimento de um novo método
de PNA FISH para a detegdo especifica de E. coli 0157 em
alimentos e amostras clinicas. Este é o primeiro método de PNA

FISH desenvolvido para detetar um sorotipo especifico.

Sumario da Invengdo

O presente invento refere-se a uma sonda de acido péptido
nucleico (PNA) e método associado, para detetar o serdtipo 0157

da espécie E. coli (isto é identificar ou quantificar).

A sonda descrita na presente invengao reconhece o 23S rRNA do
microrganismo em questéo ou as sequéncias gendmicas
correspondentes ao rRNA mencionade. As sondas de PNA tém
caracteristicas fisico—quimicas inerentes a sua estrutura que,
quando aplicadas a um método baseado na tecnologia FISH,
permitem uma andlise mais rapida, robusta e especifica do que

usando uma sonda de DNA.

Uma das vantagens deste método é o facto de a sonda funcionar de
forma robusta numa grande variedade de amostras bioldgicas, o
que geralmente n&o acontece para os outros métodos moleculares

de detecéao.

Outro aspeto relevante é o tempo necessdrio a detecdo. O método
desenvolvido consegue igualar os melhores tempos descritos para
os restantes métodos moleculares, mesmo quando o tipo de amostra
exige um passo de enriquecimento anterior a andlise. A rapidez,
aliada a fiébilidade do método, poderd determinar o tratamento
atempado e adequado da contaminagdo e/ou infecdo gquer numa

perspetiva clinica quer de seguranca alimentar.

Outro dos aspetos da presente invengdo relaciona-se com O
desenvolvimento de um estojo, baseado na aplicacdo desta sonda a
técnica de hibridacdo fluorescente in situ (FISH), que permite a
detecdo da E. coli 0157 num variado conjunto de amostras
bioldégicas, de uma forma simples e rapida.

5
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A sonda de PNA, que permite detetar a presenca de E. coli 0157,
poderd numa realizacdo preferencial, detetar a sequéncia alvo no
rRNA, no rDNA ou nas sequéncias complementares do rRNA de E.

coli 0157.

Um das realiza¢des da presente invencdo é a descricdo de uma
sonda de PNA de detecdo e/ou gquantificacdo de E. coli 0157
caracterizada por: ter pelo menos 86% de semelhanca com a
sequéncia SEG ID No. 1 -5’- CAA CAC ACA GTIG TC -3, de
preferéncia 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 100% de semelhanga com a sequéncia SEG ID No. 1 -
5’- CAA CAC ACA GTG TC -3.

Numa realizacdo ainda mais preferencial, as sequéncias
anteriormente descritas encontra-se ligada a pelo menos um tipo
de fracdo detetdvel. Sendo que, o tipo de fracdo detetdvel a
utilizar poderd ser selecionado a partir de um dos seguintes
grupos: um conjugado, um sistema de dete¢do ramificado, um
crombforo, um fluordforo, radioisdtopo, uma enzima, um hapteno

ou um composto luminescente, entre outros.

Numa realizacdo ainda mais preferencial o grupo fluordforo
podera ser pelo menos um dos seguintes: fluordéforos de Alexa
series, c¢ianinas, 5-(e -6) Carboxi-2’,7’-diclorofluoresceina, o

5-ROX (b-carboxi-X-rodamina, sal trietilamdénio), entre outros.

E ainda objeto da presente ihvengéo um estojo de detecdo da
presenga ou auséncia e/ou quantificacdo E. coli 0157 em amostras

bioldgicas.

Sendo que numa realizag¢do mailis preferencial o estojo poderad
ainda apresentar pelo menos uma das seguintes solugdes: uma
solucdo de fixagdo, uma solucdo de hibridacido e uma solucdo de

lavagem.

Ora numa realizacdo ainda mais preferencial a solucdo de fixacdo

poderd compreender paraformaldeido e etanol, nomeadamente 2-8%
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(peso/vol) de paraformaldeido e 25-90% (vol/vol) de etanol e/ou

a solucdo de hibridacdo poderd compreender formamida.

E também objeto da presente invencdo a descricido de um método de
detecdo de E. coli 0157 ou de detecdo da E. coli 0157 em
amostras bioldgicas, que utiliza a sonda de PNA anteriormente

mencionada e que compreende Os seguintes passos:

e contacto da sonda de PNA com amostras bioldgicas;

¢ hibridagdo da sonda de PNA com a sequéncia alvo dos
microrganismos presentes nas amostras biolégicas;

e detecgdo da hibridacgcdo como indicativo da referida
deteg¢do e quantifica¢do nas amostras bioldgicas, a
hibridagdo podera ser feita de ©preferéncia por

fluorescéncia.

Ora, as referidas amostras bioldégicas podem ser proveniente de

sangue, ar, alimentos, agua, biopsias ou fezes, entre outras.

E ainda objeto da presente invencdo a utilizacdo das sondas de
PNA anteriormente descritas, a utilizacao dos estojos
anteriormente descritos e da metodologia para serem aplicadas
numa metodologia de detecdo de E. coli 0157, ou de detecdc de E.

coli 0157 a em amostras bioldgicas.

Descric¢ao geral da invengéo

A presente invenc¢ao engloba a sonda de PNA, reagentes, métodos e
estojo destinados a detecdo ou quantificacdo de estirpes de E.

coli 0157.

A sonda aqui descrita permite a detegdo especifica de E. coli
0157 através da ligacéo ao rRNA, sequéncias gendmicas
correspondentes ao rRNA (r), ou ainda sequéncias complementares

as mesmas.
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A maior especificidade das sondas de PNA (relativamente as
sondas de DNA) permite uma melhor discrimina¢do de sequéncias de
nucledtidos relacionadas. Isto tem particular importdncia para
esta sonda uma vez que existem alguns microrganismos
filogeneticamente relacionados com E. coli 0157 que apreéentam
apenas um nucledétido de diferenca (nucledétido na posicdo 8 da
sonda descrita nesta inveng¢do) na regido alvo selecciona. S&o
exemplos desta situagdo outras estirpes de Escherichia coli ndo-

0157:H7.

A sonda de PNA descrita nesta invencdo tem 14 nucledtidos com a

seguinte sequéncia nucleotidica:
SEQ ID No. 1 - 5'"- CAA CAC ACA GTG TC -3'.

No entanto, a sonda a usar na deteg¢do por ser até 86% idéntica a

sequéncia acima mencionada.

Esta sonda é aplicada a andlise por hibridacdo in situ
fluorescente (FISH), que, no caso de amostras positivas para E.
coli 0157, resulta na emissdo de um sinal fluorescente
detectavel quer através de microscopia de fluorescéncia gquer

através de citometria de fluxo.

O desenvolvimento da nova sonda de PNA-FISH foi realizado de
forma empirica com recurso a softwares especificos. A selec¢do da
sequéncia da sonda foi feita inicialmente através do alinhamento
de sequéncias de rDNA do microrganismo alvo, com sequéncias de
microrganismos muito relacionados. Isto permitiu identificar as
regiées potencialmente uteis que depois serdo avaliadas com base
em outros parametros como: especificidade, temperatura de
hibridac¢do, percentagem de guanina/citosina, energia livre de

ligagdo e estrutura secundaria.

Apbés o desenho e sintese da sonda, as 3 etapas do procedimento
de FISH, fixacdo/permeabilizac¢do, hibridagcdo e lavagem, tém que
ser desenvolvidos e otimizados para a sonda selecionada. Este

processo geralmente envolve 0s seguintes parametros:
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temperatura, concentrac&o de formamida e etancl, e tempo de
hibridacdo e lavagem. De referir que, devido a complexidade do
processo e ao grande numero de variadveis existentes, nem sempre
é possivel desenvolver um método para cada sequéncia e como tal,

muitas vezes varias alternativas e sequéncias sdo testadas.

Uma hibridacéo bem sucedida permite depois aferir da
presenca/auséncia e mesmo concentragdo de um microrganismo, por
microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo ou PCR em
tempo real. O sinal fluorescente detetado ¢é geralmente o
resultado da ligagdo especifica das pequenés sondas as dezenas
ou centenas de «cépias de rRNA existentes no citoplasma da
bactéria. Essa fracdo detetdvel da sonda, que reporta a
existéncia de um complexo estdvel formado pela sonda e o alvo, é
selecionada a partir de um dos seguintes grupos: um conjugado,
um sistema de détegéo ramificado, um cromdéforo, um fluordforo,
radioisdtopo, uma enzima, um hapteno ou um composto

luminescente.

O método descrito na presente invengdo compreende o contacto de
uma amostra com pelo menos uma sonda de PNA com sequéncia
semelhante a anteriormente descrita. Consequentemente, a analise
é Dbaseada num Unico ensaio com um parecer definitivo
contrariamente aos métodos convencionais de detegdo de E. coli
0157 que se baseiam em caracteristicas fenotipicas e reguerem

varios dias a fornecer o resultado.

E ainda objeto da presente invencdo um estojo adequado a
execucdo do ensaio para detetar, isto ¢é encontrar, identificar
ou quantificar, E. coli 0157 presente em amostras bioldgicas. O
estojo da inveng¢do inclui a sonda de PNA e outros reagentes ou
compostos selecionados para a realizacdo dos ensaios de

hibridacdo in situ.

Numa realizagdo ainda mais preferencial, o de um estojo adequado

a execugdo do ensaio para detetar, identificar ou quantificar E.
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coli 0157 contém ainda uma solucdo de fixacdo, hibridagdo e

lavagem.

Preferivelmente, o método pretende ser um meio de diagndstico
coadjuvante para a decisédo terapéutica e controlo de qualidade.
A implementacdo deste método na identificacdo de FE. coli 0157
permitird deste modo, adequar o tratamento clinico a bactéria em

causa e identificar prematuramente focos de contaminacéo.

As sondas de PNA podem ser aplicadas diretamente na amostra
preparada em lémina, J& que a aplicagdo destas sondas néo
envolve o uso de reagentes ou enzimas para a permeabilizacdo das
membranas celulares antes da hibridaci&o. No entanto, necessita
de alguns dos compostos mais utilizados nas hibrida¢des. Assim,
as sondas sdo normalmente incluidas em estojos que permitam um
mais facil manuseamento por parte dos utilizadores. Se a
abordagem pretendida envolver a anédlise do PNA-FISH ©por
citometria de fluxo, a sonda poderd ser aplicada na amostra em

suspensdo, utilizando os mesmos compostos para a hibridacgéo.

Descrigdo detalhada da invengdo
I - Definigdes

a) Como usado neste documento, termo “nucledtido” inclui
moléculas naturais e ndo naturais normalmente conhecidas por
quem utiliza tecnologia relacionada com &cidos nucleicos, para
desse modo gerar polimeros gue se ligam especificamente a &cidos

nucleicos.

b) Quando usado o termo “sequéncia de nucledétidos”, é o mesmo
que referir um segmento de um polimero que contém subunidades,

neste caso os nucledtidos.

10
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c) O termo ‘“sequéncia alvo” significa uma sequéncia de
nucledétidos de E. coli 0157 que se pretende que sejé detetada no
ensaio, onde a porgdo de nucledtidos da sonda é desenhada para

hibridar.

d) O termo “sonda de PNA” significa um polimero de subunidades
de PNA que apresenta uma sequéncia de nucleébétidos e é especifica
para hibridar com uma sequéncia alvo do microrganismo de
interesse. As moléculas de PNA s&o mimicas das de DNA, na qual a
estrutura carregada negativamente de aclucar-fosfato é
substituida por uma aquiral e eletricamente neutra formada por

unidades repetidas de N —(2-aminoetil) glicina.

e) Quando é usado o termo “fracdo detetavel”, este refere-se a
moléculas que podem ser ligadas a sonda, para, assim, tornar a

sonda detetavel por um instrumento ou método.

£) O termo “amostra” refere-se a qualquer amostra bioldgica que
pode conter o microrganismo ou sequéncia alvo para a detecdo. As
amostras poderdo ser clinicas (por exemplo: sangue, urina,
fezes, etc..), alimentares (carne, ovos, formulas infantis,

leite, etc..) ou ambientais (por exemplo: &agua).

II - Breve Descrigdo das figuras

A figura 1 apresenta o alinhamento parcial das sequéncias de
rDNA 23S para selegdo da sonda. A sequéncia complementar anti-
paralela da sonda EcoPNAll69 ¢é apresentada por cima do
alinhamento e sequencias completamente complementares a sonda

encontram-se salientadas.

11
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III - Descrigéo
Concepgdo da sonda de PNA:

Para identificar oligonucledétidos potencialmente uteis para usar
como sonda, foram escolhidas 16S and 23S rDNA sequéncias
disponiveis no sitio do National Centre for Biotechnology
Information  (NCBI) (http://www.ncbi.nlmhnih.gov/BLAST/). Esta
selegdo contemplou 6 sequéncias de E. coli 0157:H7, 6 E. coli
ndo-0157:H7 e estirpes de espécies relacinadas pertencentes a
familia Enterobacteriaceae (Figura 1). As sequéncias de
interesse foram alinhadas usando o programa ClustalW disponivel
no European Bioinformatics Institute (EBI,
www.ebl.ac.uk/clustalw/). Foli identificada uma regido conservada
no rRNA 23S de todas as estirpes de E. coli 0157:H7 (Figura 1).
Os critérios para selecdo da sequéncia final da sonda incluiram:
a percentagem de Guanina/Citusina; o tipo de estruturas
secunddrias e a temperatura de hibridag&o. Apds a avaliacéo
destes parédmetros, foli escolhida a seguinte sequencia: 5’-CAA
CAC ACA GTG TC-3'. Esta sequencia hibrida nas posig¢bes 1169 a
1183 da estirpe TW14359 E. coli O0157:H7 (nimero de acesso:
CP 001368). A sonda foil chamada de EcoPNAll69 devido a posigao
inicial da sequéncia. Posteriormente, a sequéncia selecionada
foi sintetizada e os aligonucledétidos acoplados, no terminal

amina, ao fluorocromo Alexa Fluor 594.

Avaliagdo tedrica do desempenho da sonda de PNA:

Apds a concepc¢do da sonda, o seu desempenho foil avaliado através
da determinacdo dos valores tedricos da sensibilidade e da
especificidade. Estes parametros foram avaliados com recursos ao
programa acima mencionado, ProbeCheck disponiveis na base de
dados SILVA de rRNA. Para esta estimativa tedrica apenas
sequéncias de boa qualidade com pelo menos 1900 pb foram
consideradas, assim como estirpes de E. coli com serdtipo
atribuido. A sonda foi alinhado com um total de 180.344

12
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sequéncias presentes na base de dados para a subunidade grande
do RNA (235/28S, LSU). Também foi testadc contra a base de dados
para a subunidade pequena (16S/188S, SSU) para avaliar a
existéncia de uma possivel hibridacdo com as sequéncias de 16S
rRNA. A especificidade foi calculada como nECs/TnECs x 100, onde
nECs representa o numero de estirpes nao-E. coli 0157:H7 que néao
reagiu com a sonda e TnECs o numero total de estirpes n&o-E.
coli O0157:H7 examinadas. A sensibilidade foi calculada como
ECs/TECs x 100, onde o ECs é o numero de estirpes de E. coli
0157:H7 detectados pela sonda e TECs é o numero total de

estirpes de E. coli 0O157:H7 existentes na base de dados.

Através do programa probeCheck, foi possivel verificar que a
sonda EcoPNAl1169 detectas todas as 80 sequéncias de E. coli
0157:H7, mas também 11 outras sequencias, num total de 91
sequencias detetadas (ultimo acesso, Julho de 2012). Assim, os
valores tedbdricos de especificidade de sensibilidade foram de 88
e 100%, respetivamente. As 11 estirpes ndo E. coli 0157:H7
detetadas pela sonda EccoPNA1169, incluiram 3 E. coli ndo-0157, 7

Salmonella spp. € 1 estirpe de Cronobacter.

A sonda de PNA desta invenc¢do contém preferencialmente 14
hucleétidos e poderd ser pelo menos 86% idéntica a sequéncia SEQ
ID No. 1 - 5"~ CAA CAC ACA GTG TC -3', de preferéncia 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% de
semelhanca com a sequéncia SEQ ID No. 1 -5'- CAA CAC ACA GTG TC
-3.

Alternativamente, esta inveng¢do contempla também variagdes nas
sequéncias nucleotidicas das sondas. Tais variag¢des podem
incluir deleg¢des, insergdes entre outras. Como por exemplo uma

das seguintes sequéncias:

N

e SEQ ID No. - 5’- AAC AAC ACA CAG TG -3’;
e SEQ ID No. 3 - 5'- AAC ACA CAG TGT CG -3’;
e SEQ ID No. 4 - 5'- AAC AAC ACA CAG TGT C -3’;
e SEQ ID No. 5 - 5’- CAA CAC ATA GTG TC -3’.

13
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Fragcdo detetavel da sonda de PNA:

Ndo limitado aos seguintes exemplos, a fragdo detetdvel da sonda
de PNA pode incluir diferentes tipos de moléculas, como
conjugados de dextrano, croméforos, fluordforos, radioisdtopos,

enzimas, hapteno, composto guimioluminescente entre outros.

Como exemplo, entre a classe dos fluordéforos s&o preferiveis
para utilizag¢do (mas ndo limitados a): fluordforos de BAlexa
series, Alexa Fluor series, cianinas, 5-{(e -6) Carboxi-2’,7"-
dicleocrofluoresceina, 0 5-ROX (5~carboxi-X-rodamina, sal

trietilaménio).

Método:

A presente invengdo apresenta um método para a determinacdo da
presenca de E. coli 0157 usando uma sequéncia de nucledtidos com
pelo menos 86% de homologia com a regido de 14 nucledtidos aqui

descrita - SEQ ID No. 1.

0O método pode contemplar o contacto de uma amostra com a sonda
de PNA descrita neste documento com a sequéncia alvo da bactéria
sob condig¢des de hibridacio adequadas ou condigdes de hibridacgéao

in situ adequadas {(como apresentado no EXEMPLO 1).

0O método pode ser dividido em: preparacdo das amostras (que
contempla o passo enriquecimento, guando necessarioc), fixacdo,
hibridacdo, lavagem e visualizacdo dos resultados (ver EXEMPLO

1).

O método pode ser realizado em células aderidas ou em suspensao.

Optimizagado do protocolo:

O procedimento de PNA FISH envolve 4 etapas: fixagdo e
permeabiliza¢do da amostra; hibridagcdo da sonda; lavagem da
sonda ndo-ligada e observagdo ao microscdpio de fluorescéncia.

14
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Os seguintes passos é uma optimizacdo possivel das condigdes de

optimizacdo, sem ter a intencdo de ser limitativo:

Existem varios fatores que influenciam a hibrida¢do da sonda de
PNA e a sequéncia alvo. Estes incluem a percentagem de formamida
(ou outro reagente quimico desnaturante), a concentrac¢dao salina
e consequentemente a forga idnica, a percentagem de etanol, a
temperatura de hibridacéo e lavagem, a concentracao de

detergente, o pH entre outros.

Para identificar as condigdes Optimas de hibridagdo, pode ser
necessdario fixar os diferentes fatcres e variar cada fator

isoladamente até se encontrar um grau de discriminacdo desejado.

Quanto mais préxima se encontra uma sequéncia alvo de outra ndo-
alvo na amostra, maior terd que ser o grau de rigor na definigéao
dos diferentes fatores que influenciam a hibridac&o. Nesta
invencdo sequéncias ndo-alvo (isto ¢é, sequencias n&o- E. coli
0157:H7), podem ter apenas um nucledtido de diferenga em relagado
as sequéncias alvo, sendo necessario um elevado nivel de

descriminacdo de forma a evitar hibridagdes ndo especificas.

Para melhor compreender o comportamento da sonda EcoPNAll69 e
assim determinar as melhores condigdes de hibridagdo, as
temperaturas de hibridagdo e lavagem foram variadas entre 53 e
61°C; a concentracdo de etanol foi variada entre 50 e 80% e
diferentes tempos de hibridacdo foram também testados (30, 45,

60 e 90 minutos).

Apdbds a optimizacéo de todos os parédmetros referidos
anteriormente, a sondas descrita neste documento apresentou os

melhores resultados nas seguintes condigdes:

Foram preparados esfregagos de cada cultura bacteriana (cerca de
20 pL) em laminas adequadas a visualizagdo em microscépio de
fluorescéncia. Os esfregacos foram imersos em 4% (peso/vol)
paraformaldeido (Sigma) durante 10 minutos, seguido por 50% (vol

/vol) etanol, também durante 10 minutos. Depoils de secas ao ar,
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as amostras foram entdo cobertas com 20 pl de solucdo de
hibridacdo contendo: 10% (peso/vol)de sulfato dextran (Sigma);
10 mM de NaCl (Sigma); 30% (vol/vol) de formamida (Sigma); 0,1%
(peso/vol) pirofosfato de sdédio (Sigma) ; 0,2% (peso/vol)

polivinilpirrolidona (Sigma); 0,2% (peso/vol) Ficol (Sigma), 5‘
mM  de EDTA dissédico (Sigma); 0,1% (vol/vol) Triton X-100
(Sigma); 50 mM Tris-HCl (pH 7,5; Sigma) e 200nM de sonda PNA. As
amostras foram cobertas com lamelas, colocados em pequenas
caixas humida protegidas da luz e incubadas por 45 minutos a
59°C. Posteriormente, as lamelas foram retiradas e as laminas
foram submersas numa solugdo de lavagem previamente aquecida
(59°C) durante 30 minutos, contendo 5 mM Tris Base (Sigma), 15
mM de NaCl (Sigma) e 1% (vol/vol) de Triton X (pH 10; Sigma).
Posteriormente, as la&minas foram removidas da solucdo de lavagem
e secas a 59°C na mesma incubadora durante aproximadamente 5
minutos. Antes da visualizagdo ao microscépio, foi colocada uma
gota de o6leo de imersdo ndo-fluorescente (Merck) e lamela. As

laminas foram armazenadas no escuro por um periodo maximo de 24

horas antes da microscopia.

Avaliagdo da especificidade e sensibilidade experimentais da

sonda:

Para testar a especificidade e sensibilidade experimentais da
sonda de PNA, o protocolo acima descrito foi aplicado a 53
estirpes. Foram incluidas 18 estirpes E. coli O0157:H7 e 25
estirpes ndo-E. coli 0O157:H7. As duas estirpes de E. coli 0157
(CCC-18-12 e CCC=-26-12) com "H" antigeno n&o caracterizado,
foram excluidas dos cé&lculos. Adicionalmente, foram incluidas 8
estirpes pertencentes ao mesmo género e familia (Escherichia,
Salmonella, Enterobacter, Shigella and Klebsiella). Os
resultados mostram que a hibridacdo ocorre apenas com estirpes
de E. coli 0157:H7 e, portanto, os valores de especificidade e

sensibilidade obtidos foram ambos de 100%.
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Tabela 1

Resultados

do teste

sensibilidade da sonda EcoPNA1l1l69.

de especificidade

PCT/PT2014/000023

Strain Serotype Isolation Verotoxin PNA FISH
origin production outcome
E.coli 0157:H7 Human stool stxl,stx2 +
CECT 4267 from
outbreak of
hemorrhagic
colitis
E.coli 0l157:H7 Human stool stxl, stx2 +
CECT 4782 from
outbreak of
hemorrhagic
colitis
E.coli 0157:H7 Raw stxl, stx2 +
CECT 4783 hamburger
meat
implicated
in
hemorrhagic
colitis
outbreak
E.coli 0157:H7 - Gene stx2 +
CECT 5947 has been
replaced
E.a coli 0157:H7 - NT +
NCTC 12900
E.coli 0157:H7 Faecal swab stx2 +
CCC-1-12%*
E.coli 0157:H7 Faecal swab stx2 +
CCC—-5-12%*
E.coli O157:H7 Faecal swab stx2 +
ccc-7-12+*
E.coli 0157:H7 Faecal swab stx2 +
CCC~-10-12*
E.coli 0157:H7 Milk filter stx2 +
CCC-11-12%*
E.coli 0157:H7 Milk filter stx2 +
CCC-12-12* :
E. coli 0157:H7 Milk filter stx2 +
CCC-13-12%*
E.coli Q1l57:H7 Bovine milk stx?2 +
CCC-14-12%* filter
E. coli O0157:H7 Bovine milk stx2 +
CCC-15-12~%* filter
E.coli 0157:H7 Caprine .- stx2 +
CCC-16-12%* milk filter
E.coli 0157 Bovine milk stx2 +
CCC-18-12%* filter
E.coli 0157 :H7 Milk filter NT +
CCC-23-12*
E.coli 0157 :H7 Milk filter NT +
CCC-24-12*
| E.coli 0157 :H7 Milk filter NT +

17  SUBSTITUTE SHEET

de



WO 2014/178741 PCT/PT2014/000023

| ccc-25-12+* i
E.coli 0157 Milk filter NT
CCC-26-12%*
E.coli 0127a:K63(B8) :H~ - EPEC
CECT 352
E.coli 0141:K85(B) :H4 Swine ND
CECT 504 oedema,
E. coli O1:K1(L1):H7 Human urine ND
CECT 5157 : -cystitis
E.coli 0103:K-:H- - ND
CECT 533
E.coli 0111:K58 (B4) :H- Infantile EPEC
CECT 727 gastroenter

itis
E.coli 055:K59 (B5) :H- - ND
CECT 730
E. coli 028a,28c:K73(B18 Faeces ND
CECT 736 y tH~-
E.coli 0125a,125p:K70(B Gastroenter ND
CECT 740 15) :H19 itis
E. coli 0158:K-:h23 Faeces of ND
CECT 744 infant with

diarrhoea

E.coli 0111:K58(B4) :H- Infantile ND
CECT 832 gastroenter

itis
E. coli O0l10:K5(L5) :H4 Human ND
CECT 4537 © peritonitis
E.coli 097:K-:H- - ND
CECT 4555
E. coli 0103 Faecal swab NT
CCC-2-12*
E.coli 026 Faecal swab stxl, stx2
CCC-3-12*
E.coli 026 Faecal swab NT
CCC-4-12*
E.coli 026 Faecal swab NT
CCC-8-12*%
E.coli 026 Faecal swab NT
CCC-9-12%*
E.coli 026 Caprine stxl
CCC-19-12%* milk filter
E.coll 026 Caprine stxl
CCC-20-12%* milk filter
E.coli 026 Bovine milk stxl
CCC-21-12* filter
E.coli 026 Bovine milk stxl
CCC-22-12* filter
Escherichi 06 Clinical ND
acoli CECT Isolate
434
Escherichi ND Porcine ND
‘a coli N9* faeces
Escherichi ND Bovine ND
a coli Nb5* faeces
Escherichi  OR:H48:K- - ND
acoli ATCC
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a hermanii isolate

ATCC 33650

Escherichi NR , Human wound - -
a vulneris o

ATCC 29943

Shigella NR - ND -
boydii

ATCC 9207

Salmonella NR - S LT e
enterica

enterica s

orovar

Typhimuriu

m NCTC

Salmonella NR - - -
enterica .
enterica s

orovar

Typhi SGSC

3036

Salmonella NR - - -
entritidis

SGSC 2476 ' -

Enterobact NR Child's - -
er throat

sakasaki.

CECT 858

Klebsiella NR -~ - S =
pneumoniae

ATCC 11296

NT - non-toxigeninc E. coli; EPEC - enteropathogenic E. coli
(epidemiologically implicated as pathogens, but virulence

mechanism is not related to the excretion of enterotoxins); ND -

Not determined; NR - non-relevant information for the present
study; * - Isolates; SGSC - Salmonella Genetic Stock Centre;
ATCC - American Type Culture Collection; NCTC - National
Collection of Type Culturés; CECT - Spanish Type Culture
Collection.

Enriquecimento:

As amostras a analisar podem ser provenientes de alimentos,

biopsias, sangue, agua, fezes entre outros.

As amostras contendo E. coli 0157:H7 apresentam geralmente

baixos niveis de contaminacdo. Por este motivo é recomendado um
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passo de enriquecimento da amostra que facilita © processo de
deteccdo. Este passo de enriquecimento pode ser feito em varios
tipos de meio de cultura, desde meios ricos complexos (talis como
a &gua tamponada peptonada e o trypticase soy broth) até meios
selectivos tails como: GN (Gram Negative) broth, R & F®
Enrichment -Broth- (R&F=EB). ou E. coli_(EC) broth (Vimont et al.,
20006) .

Trypticase Soy Broth (TSB) é o meio de enriquecimento mais
frequentemente utilizado. Antibidéticos tais como a novobiocina
(o mais comum), cefixima, cefsulodina ou a vancomicina, e outros
compostos selectivos (ex. sals biliares - inibir as estirpes
ndo-Enterobacteriaceae); sdoc frequentemente adicionados a este
meio para promover um enriquecimento selectivo. Estes meios séo,
em seguida, incubados durante um periodo que varia geralmente
entre 16 e 24 horas (overnight growth) a 35 até 42 ° C. No
entanto, os dados relativos a eficdcia dos protocolos de

enriquecimento sdo muito poucos e diferem de estudo para estudo.

A temperatura de incubagdo, ndo parece estar relacionada com o
tipo de serotipo procurado (Vimont et al, 2006.), mas alguns
autores demonstraram que as estirpes de O0157:H7 apresentam
geralmente uma temperatura o6ptima média de cerca de 40 ° C. Na
verdade, a IS0 recomendada para a detecdo de 0157 em amostras
alimentares (ISO 16654:2001 - Microbiology de alimentos para
consumo humanc e animal - Método horizontal para a detecgdo de

Escherichia coli 0157) inclui um pré-enriquecimento no meio mTSB

~a 41,5 ° C.

Para avaliar a influéncia do meio de enriquecimento e da
temperatura de incubacdo no limite de detegcao do método de PNA
FISH, foram usamos dois meios diferentes a 37 e 41,5 ° C. Foi
selecionados o meioc seletivo mTSB com novobiocina (MTSB + N),
que é atualmente recomendado pela International Organization for
Standardization (ISO 16654:2001) e o BPW (buffered peptonated

water), um meio " ndo seletivo amplamente utilizados nes
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protocolos de enriquecimento de varios agentes patogénicos, que

também tem sido aplicada na detecdo de E. coli 0O157:H7.

O método de PNA FISH descrito neste documento foi testado em
dois tipos diferentes de amostras de alimentos: carne moida,
leite ndo pasteurizado (duas matrizes comumente associado a
infec¢des por E. coli 0157:H7) artificialmente contaminados com
concentragdes de que variam de 0,01 a 100 CFU / g ou 25 ml de
amostra de alimento. Duas estirpes de E. coli 0157:H7 foram
utilizados (CCC-5-12 e CECT 4267) para inoculacdo e as amostras
foram analisadas simultaneamente pela IS0 16654:2001. Como se
observa no quadro 2, o mTSB permitiu obter o melhor limite de
detecdo, enquanto o uso de temperaturas mais elevadas (41,5 ° C)
ndo pareceu melhorar a taxa de detecdo da E. coli 0157. O bom
desempenho do mTSB pode estar relacionado com a natureza
seletiva deste meio, que inclui novobiocina e sais biliares que
inibem parcialmente o crescimento da microflora existente nocs
alimentos. No entanto, apbés a determinacdo da taxa de
crescimento de ambas as estirpes de E. coli em BPW e mTSB, foi
possivel observar que a composicdo do meio (e ndo os fatores
seletivos) ¢é o factor determinante para o crescimento desta
bactéria. Foram observadas taxas de crescimento de ~ 0,5 h-1 (a
41,5 °C) e de 0,4 h-1 para as estirpes cultivadas em mTSB,
enquanto que as cultivadas em BPW apresentaram valores de 0,07
h-1 para ambas as temperaturas. Para melhor quantificar o
desempenho de cada um dos métodos de enriquecimento, os valores
de sensibilidade e de especificidade para ambos os meios, mTSB e
BPW a 37 ° (C, foram determinadas com base nos resultados
presentes na Tabela 3. Os valores de especificidade obtidos
foram ambos de 100% (intervalo de confianca [IC] de 95%, 69,87 -
100), enguanto os valores sensiveis foram de 94,44% (IC 95%,
70,63 - 99,71) para mTSB e 55, 55% (IC 95%, 31,35 - 77,59) para
BPW. Embora o melhor desempenho se tenha verificado para mTSB +
N, deverd ser possivel padronizar a etapa de enriquecimento de
forma a permitir a detecdo simulténea de diferentes patogénicos

alimentares.
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Outra caracteristica importante a ter em conta ao otimizar
protocolos de FISH é que alguns componentes alimentares podem
apresentar um forte sinal de autofluorescéncia, e assim
interferir com a detecdo da bactéria. Para eliminar/reduzir este
fenémeno, podem ser adicionado uma etapa adicional antes do

diferentes: um paco de centrifugacdo (para remover particulas de
alimentos) e o uso de um detergente (Triton X-100, 1%) para
emulsionar os compostos lipidicos. Ambos os pagos diminuiram o
sinal de autofluorescéncia, mas o detergente apresentou uma
reducdo mais significativa e também pareceu melhorar o sinal de
fluorescéncia. Isto pode acontecer porque o detergente poderé

também ajudar na permeabilizacgdo celular.

Em relacdo ao tempo de detegdo do ensaio, a implementagéo do
método de FISH PNA pode poupar pelo menos 2 dias na detecgdo de

E. coli 0157: H7 relativamente ao protocolo tradicional.

Em conclusdo, observou-se que o método de PNA FISH aqui descrito
apresenta um limite de detegcdo de 1 CFU por 25 g de alimento,
depois de uma etapa de enriquecimento overnight em mTSB. A
comparagdo com o método de cultura tradicional evidenciou um
valor de especificidade de 100% e sensibilidade de 94%.
Finalmente observou-se também que © uso de compostos seletivos e
temperatura mais elevada representa apenas uma melhoria limitada

no limite de detecdo do método.

Tabela 2 - Resultados de PNA FISH obtidos na detec¢do de E. coli
0157:H7 em diferentes matrizes alimentares 1inoculadas com
concentracdes bacterianas entre 0,01 e 100 CFU por 25g ou ml de
alimento. Os resultados apresentados incluem 3 ensaios

independentes.
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Concentra Ground beef Unpasteurized
tion milk
CFU/25g |37°C ’ 41,5°C 37°C  41,5°C |
or ml) mTSB+N BPW mTBS+N BPW mTBS+N mTBS+N
100 + + + + + +
(6/6)° (6/6)2 (6/6)° (6/6)% (6/6)° (6/6)°
10 + + + + +(6/6) +
(6/6)° (4/6)° (6/6)2 (2/6) 2 (6/6)2
1 + - + = + +
(5/6)°2 (0/6)° (5/6)° (0/6)2 (6/6) % (6/6)°
0.1 - - - - - -
(6/6)° (6/6)°  (6/6)° (6/6)° (6/6)° (6/6)°
0.01 - - - - - -
(6/6)° (6/6)°  (6/6)° (6/6)" (6/6)b (6/6)"
a - Samples that tested positive by PNA FISH/Total positive
samples determined by culture method; b - samples that tested

negative by PNA FISH/Total negative samples determined by
culture.

Tabela 3 - Comparacdo entre os resultados de cultura (ISO
16654:2001, considerada o gold standard) e os resultados de PNA
FISH relativamente a detecdo de E. coli 0157:H7 em 30 amostras
de carne picada apdés uma pré-enriquecimento em mTSB e BPW a

37°C.

ISO 16654:2001 result
Present [ Abse | Total
nt
mTSB | Test 17 |0 17

© positive

5 Test 1 12 13

S negative |

3 Total 18 12 30

— | BPW Test 10 0 10

A positive

b Test g8 12 20

= negative ’

A Total 18 12 30

Visualizagdo dos resultados:

Esta etapa pode ser realizada em qualquer microscépio de
epifluorescéncia com um filtro sensivel ao fluordforo em
questdo. Outros filtros presentes no microscépio, dque ndo sdo
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capazes de detetar o sinal fluorescente da sonda, foram
utilizados a fim de confirmar a inexisténcia de

autofluorescéncia.

Estojo:

A presente 1invengdo contempla ainda um estojo gque permite a
realizacdo do ensaio gque determina a presenca de E. coli

0157:H7.

O estojo nesta invengdo compreende uma sonda PNA semelhante pelo
_menos 86% a sequéncia SEQ ID No 1 e outros reagentes cu

composicdes que sdo selecionados para a realizagdo do ensaio.

As sondas de PNA, as suas caracteristicas, os métodos e estojo
desta invencdo sdo apropriados a anédlise de &cidos nucleicos
presentes, ou nédo, internamente no organismo de interesse.
Assim, esta invencdo pode ser usada para ambas, andalise do
organismo ou analise dos Aacidos nucleicos extraidos ou derivades
do organismo de interesse, fazendo com que a fonte da sequéncia

alvo ndo seja uma limitacd&o nesta invencéo.

Os seguintes exemplos ilustram diferentes situag¢des e. diversos
passos de aplicacgdo da invencdo, sdo realizagdes preferéncias da
presente invengdo, sem ter a intengcdo de ser limitativo em

qualquer um dos deles:

EXEMPLO 1l: Deteccdo de E. coli serotipo 0157:H7 em diferentes

tipos de amostras (clinicas, alimentares ou ambientais)

Sequéncia:

SEQ ID No. 1 - 5b'- CAA CAC ACA GTG TC -3 (acoplada ao Alexa
Fluor 594)
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Preparacdo das amostras:

As amostras clinicas, alimentares ou ambientais, foram
submetidas a um passo de enriquecimento antes da aplicagdo da
sonda de PNA. Isto deve-se ao facto de a E. coli O0157:H7
apresentar geralmente baixos niveis de contaminag¢do. Este passo
de enriquecimento pode ser feito no meio recomendadc pelo métocdo
convencional de andlise para cada amostra. No caso de alimentos,
racdes animais e fezes, foi utilizada o mTSB. As amostras foram
depois incubadas‘por um periodo de 18 a 22h a 37°C, a 120 rpm.
Apds o enriquecimento, 15 pl da cultura foram misturados com 15
de Triton X-100 (1%) diretamente numa lamina adequada para
fluorescéncia. A lamina fgi colocada cerca de 5 minutos na

estufa a 59°C ou deixada ao ar para secar.
Fixagdo:

Com o objectivo de prevenir a perda de 23S rRNA durante o
processo de hibridag¢do, a amostra foi imersa numa solugdo de 4%
(peso/vol) de paraformaldeido e de 50% (vol/vol) etanol durante

dez minutos cada.
Hibridacgao:

Apds a fixacdo, as amostras foram entdo cobertas com uma gota de
solucdo de hibridizacéao " contendo: 10% (peso/vol)de sulfato
dextran (Sigma); 10mM de NaCl (Sigma); 30% (vol/vol)de formamida
(Sigma); 0,1% (peso/vol) pirofosfato de sédio (Sigma); 0,2%
(peso/vol) polivinilpirrolidona (Sigma); 0,2% (peso/vol) Ficol
(Sigma), 5 mM de EDTA dissdédico (Sigma); 0,1% (vol/vol) Triton
X-100 (Sigma); 50 mM Tris-HCl (pH 7,5; Sigma) e 200nM de sonda
PNA. As amostras foram cobertas com lamelas (para garantir o
espalhamento uniforme da sonda), colocados em pequenas caixas
‘htimida (para imp?dir a evaporacdo da solucdo de hibridacgéao)

protegidas da luz e incubadas por 45 minutos a 59°C.
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Lavagem:

Apbés o tempo de hibridagdo as lamelas foram removidas e as
laminas imersas numa solucdo de lavagem pré-aquecida a 59°C
contendo 5mM de Tris Base, 15mM de NaCl e 1% (vol/vol) de Triton
X (pH 10). As amostras foram entdo colocadas na estufa a
temperatura de hibridacdo durante 30 minutos. Posteriormente, as
lédminas foram removidas da solucdo de lavagem e secas a 57°C, na
mesma incubadora, durante aproximadamente 5 minutos. Antes da
visualizacdo ao microscédpio, foi colocada_uma gota de déleo de
imersdo n&do-fluorescente (Merck) e lamela. As laminas foram
armazenadas no escuro por um periodo madximo de 24 horas antes da

microscopia.
Resultados:

Os resultados sdo obtidos através de observagdo ao microscdpio
de fluorescéncia com filtro adequado a detecgdo do fluorocrdmo

Alexa Fluor 594 ligado a sonda de PNA.

EXEMPLO 2: Detegdo de Salmonella e E. coli 0157:H7 em fezes.

Esté exemplo pretende ilustrar a possibilidade de utilizar a
sonda de E. coli 0O157:H7 em conjunto com a sonda de Salmonella
spp. previamente desenvolvida no trabalho de Almeida et al.,
2010. Estas duas bactérias sdo causas comuns de gastroenterites
e, como tal, a sua répida detecdo de fezes ¢é de extrema
importadncia. O uso de uma abordagem “multiplex” (utilizacg&o
simultédnea de varias sondas) pode simplificar o procedimento e
. acelerara a dteccdo. Estas duas sondas tém temperaturas de.
hibridacdo muito préximas e podem portanto ser usadas facilmente

num ensaio “multiplex”.
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Sequéncias:

SEQ ID No. 1 - 5'- CAA CAC ACA GTG TC -3 (acoplada ao Alexa
Fluor 594)

Sequencia do artigo de Almeida et al., 2010: 5"- AGG AGC TTC GCT
TGC -3’ (acoplada ao Alexa Fluor 488)

Preparagdo das amostras:

25g de fezes foram misturadas com 225 ml de mTSB. Podem ser
usadas diferentes quantidades de amostra, mas mantendo a razdo
de 1/10 (peso/vol). Seguidamente, as amostras foram incubadas
overnight (18 a 22h) a 37°C e 120 rpm. Apds o enriguecimento, 15
pl de amostra foram colocadas numa l&mina adequada e misturas
com 15 pl de 1% Triton X-100 para minimizar a intrefréncia de
particulas autofluorescentes. Finalmente a amostra foi secar ao

ar ou na estufa a 59°C durante cerca de 5 minutos.
Hibridagao:

A hibridacdo foli realizada como descrito anteriormente no
Exemplo 1 com uma pequena diferenga. A solucdo de hibridacgéao
continha duas sondas: sonda de PNA para detectar Salmonella e
sonda de PNA para detectar E. coli 0157:H7, <cada wuma na

concentracdo de 200nM.
Lavagem:

A lavagem foi realizada de acordo com o procedimento descrito no

Exemplo 1.
Resultados:

Os resultados foram obtidos através da observacdo ao microscédpio
de fluorescéncia com filtro adequados a detecgdo do fluorocromos

Alexa Fluor 594 e 488 ligados as sondas de PNA.

Lisboa, 28 de Abril de 2014.
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REIVINDICACOES

1. Sonda de PNA para a deteg¢do e/ou quantificagdo de E. coli
serotipo 0157:H7 caracterizada por compreender pelo menos uma

sequéncia com 86% de semelhanga com a sequéncia SEQ ID No. 1.

2. Sonda de PNA, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
por compreender pelo menos uma sSedquéncia SEQ ID No. 1 e
contemplando variag¢des nas segquéncias nucledticas das sondas
como por exemplo nas seguintes sequéncias SEQ ID No. 2, SEQ ID

No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5.

3. Sonda de PNA, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
por detetar a sequéncia alvo no rRNA, no rDNA ou nas sequéncias

complementares do rRNA de E. coli O157:H7.

4, Sonda de PNA de acorxdo com a reivindicaci&o 1, caracterizada
por conter ainda uma sequéncia com 14 nucledtidos e ter 86% de

semelhanca com a sequéncia SEQ ID No 5.

5. Sonda de PNA, de acordo com as reivindicagdes 1 - 4,
caracterizada por se encontrar ligada a pelo menos um tipo de

fragéao detetavel.

6. Sonda de PNA, de acordo com a reivindicac¢do 5, caracterizada
por o tipo de fragdo detetdvel da sonda ser selecionado a partir
de um dos seguintes grupos: um conjugado, um sistema de detecgao
ramificado, um <croméforo, um fluordforo, radioisdétopo, uma

enzima, um hapteno ou um composto luminescente.
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7. Sonda de PNA, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizada
por o grupo flurofo ser pelo mencs um dos seguintes: fluordforos

de Alexa series, Alexa Fluor series, cianinas, 5-(e -6) Carboxi-

27,7’ -diclorofluoresceina, 0 5-ROX (5-carboxi-X-rodamina, sal
trietilamdédnio).
8. Estojo para a detegdo de E. coli 0157:H7 caracterizado por

compreender pelo menos uma das sondas descritas em qualquer uma

das reivindicacdes de 1 a 7.

9. Estojo de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado por
compreender ainda pelo menos uma das seguintes solug¢des: uma
solucdo de fixacdo, uma solugdo de hibridagdo e uma solugdo de

lavagem.

10. Estojo de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado por a
solucdo de fixacédo compreender paraformaldeido e etanol,
nomeadamente 2-8% (peso/vol) de paraformaldeido e 25-90%

{vol/vol) de etanol.

11. Estojo de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado por a

solucdo de hibridacdo compreender formamida.

12. Método de detecdo de E. coli 0157:H7 caracterizado por
utilizar as sondas de PNA descritas na reivindicagdo 1 a 7 e por

compreender os seguintes passos:

a. contacto da sonda de PNA com nas referidas amostras;
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b. hibridacdo da sonda de PNA com a sequéncia alvo dos

microrganismos presentes nas referidas amostras;

c. detecdo da hibridacdo como indicativo da referida detecéo e

quantificagdo nas referidas amostras.

13. Método de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado por a
referida amostra bioldgica ser proveniente de alimentos, sangue,

ar, agua, biopsias ou biopsias.

14. Método de acordo com a reivindicac¢lo 12, caracterizado por a

hibridacdo ser por fluorescéncia.

15. Utilizacdo das sondas de PNA como descritas em qualguer uma
das reivindicacdes de 1 a 7, caracterizada por ser aplicada numa
metodologia de detegcdo de E. coli 0O157:H7 em amostras

bioldgicas.

16. Utilizag¢do do estojo descrito em qualquer uma das
reivindicagdes de 8 a 11, caracterizado por ser aplicado na

detecdo de E. coli 0157:H7 em amostras bioldgicas.

Lisboa, 28 de Abril de 2014.
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~ CTGTGA- CACACAAC ~ 5’ EcoPNA1169
CACCGAAGCTGCGGCRAGCGACGLTGAIGCCITGTIGGGTAGEGGAGLGIT
CACCGAAGCTGCGGCAGCGACGCTGATGLGTTIGTIGEETAGEGGAGCEIT
CACCGAAGCTECGECAGCEACGLTGATCCETTCTIGGETAGGGGAGCEIT
CACCGRAGUIGCGETAGCEOACECTITIATIGCGTICTIGGETAGGGGAGLGTT
CACCGAAGCTGCGGCAGCGACGLTTATGCGITCTIGGGTAGGGEAGCGTT
CACCGAAGCTGCGGCAGCGACGCTIATGCGTIGTITGGEGTAGGGGAGCEIT
CACCGAAGCIGCGGCAGCQ&QQQQ%ﬁ;G;@;@QTIGGGTAGGGGAGCGII
CACCGAAGCTGLEEUAGCEACACT=GTGTIGTIGTIGGCTAGEGEAGCGTT
CACCG%AGCTGCGGCAGCGACAC?’ GIGIIGTIIGGGIAGRGGAGLGTT
CACCGAAGCTGCGGCAGCEACH TGIGITGTTGEETAGEGGAGCEIT
CACCGAAGCIGCGGCAGCCACRCT-GIGICIICTIGGGTAGGGGAGCGIT
CACCCAAGCIGCGGCAGCGACACI-GIGIGITGITGGGIAGGGGAGCGII
CACCGAAGCTECEECAGCOACACT-ATCTGTTGT IGGETAGGGGAGCETT
CACCGRAGCTGCGGCAGCGACACC-GTGTCITCTIGAGTAGGGEAGCGIT
CACCGAAGCTGCGGCAGCGACACITAGGTGTIGTIGGGTAGGGEAGCGIT
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