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ENSAIOS BASEADOS EM ACIDO NUCLEICO PARA SE DIAGNOSTICAR
PRECISAMENTE INFECGAO POR PARVOVIRUS B19 E INICIADORES E
MARCADORES PARA USO NESSES ENSAIOS

Campo técnico

A presente invengdo pertence de forma geral aos
diagnésticos virais. Em particular, a invencdo se relaciona
a ensaios baseados em &acido nucléico para se diagnosticar
precisamente infecg¢do por parvovirus B1l9 e a iniciadores e
marcadores para usoO nesses ensaios.

Fundamentos da invencédo

Parvovirus B1l9 humano €& um membro da familia
Parvoviridae, género Erythrovirus e é um pequenc virus n3o-
envelopado icosaédrico de 22 nm com uma molécula de DNA de
filamento dnico linear de aproximadamente 5.600
nucleotideos. O genoma viral codifica trés proteinas
principais, VP1l, VP2 e NS1. Veja, Shade e cols., J. Virol.
(1986) 58: 921-936 e Figura 1 nesta. VPl (83 kDa) e VP2 (58
kDa) sdo as proteinas estruturais do capsideo. As duas
proteinas s3o codificadas em estruturas de leitura
sobrepostas a partir de em torno dos nucleotideos 2444 a
4789 e de torno de 3125 a 4789, respectivamente. VP2
constitui 95% do capsideo e a proteina maior VPl somente 5%
do capsideo. VPl é necessiria para a conformag¢3o madura do
virus. NS1 (77 kDa), é uma proteina n3do-estrutural e estéd
presente somente na frag¢do nuclear de células infectadas, e
ausente do citoplasma e virions intactos nos soros.

Parvovirus Bl9 foi primeiro descoberto nos soros de
doadores de sangue normais e &€ o UGnico membro da familia
Parvoviridae que se sabe patogénico em humanos. O virus

estd associado com uma ampla gama de manifestagdes de



10

15

20

25

30

2/77

doenca. Parvovirus Bl9 humano normalmente causa uma
infecgdo autolimitada leve ou assintomdtica em criancas. Em
adultos, parvovirus B19S pode causar uma erupgao,
poliartralgia e artrite simétrica transitdéria. Parvovirus
B19 tem sido associado com crise apléstica transitdria
(TAC) em pacientes com distdrbios hemoliticos subjacentes.
Infecgdo crbénica por Bl9 e anemia persistente foram
relatadas em pacientes imunocomprometidos com leucemia
aguda, imunodeficiéncias congénitas, AIDS, e aplbs
transplante de medula &ssea. Parvovirus Bl9 também foi
associado com morte fetal em mulheres gravidas.

Na maioria dos paises, infecg¢@o por virus Bl9 ocorre
geralmente durante a inféncia, com aproximadamente 50% de
criangas tendo anticorpos anti-B1l9 em torno dos 15 anos de
idade. A prevaléncia do anticorpo para Bl9 pode ainda
aumentar durante a vida e alcanga valores mais altos do que
90% em individuos idosos.

Na infecg¢do humana por parvovirus Bl9, acredita-se que
a replicagdo viral inicial ocorra no trato respiratdrio. O
virus entdo tem como alvo células na medula &ssea. Isso
leva a uma replicagdo viral em grande escala com viremia
relatada de entre 10° a até 10** particulas/ml, ocorrendo 7-
10 dias apdés infecgdo mas antes do surgimento de sintomas.
A cessagdo da viremia coincide com a detecgdo de anticorpos
IgM especificos permanecem elevados por dois a trés meses.
Anticorpos IgG anti-Bl9 sdo detectados poucos dias apds
anticorpos IgM aparecerem e persistem por toda a vida.

A auséncia de um envelope de lipideo e o contetGdo
limitado de DNA tornam o parvovirus Bl9 extremamente

resistente a inativagdo fisico-quimica. Parvovirus B19,
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egpecialmente em, alta concentracao, pode tolerar
tratamento convencional por calor de produtos de sangue e a
transmissdo de Bl9 através da administracdo de fator VIII
tratado com solvente-detergente e de fatores VIII e IX
aquecido com vapor ou a seco foi documentada.

Parvovirus Bl9 humano n8o pode crescer em culturas
convencionais de célula tornando a detecgdo e isclamento de
laboratdério do virus extremamente dificil. Dessa forma, por
muitos anos, a UGnica fonte de antigeno consistiu em soros
de pacientes virémicos. Antigenos recombinantes foram
produzidos para uso em ensaios soroldgicos em uma tentativa
de contornar esses problemas. Veja, por exemplo, Sisk e
Berman, Biotechnology (1987) 5: 1077-1080; Patente U.S. No.
6.204.044. Foram usados ensaios de captura imunoenzimdtica
de IgM para detectar IgM anti-B19, bem como para
diagnosticar infecgdo recente por B19. A performance
diagndstica de inlGmeros testes comercialmente disponiveis,
no entanto, nao é homogénea. Além disso, testes
diagndésticos baseados em IgM ndo podem detector o virus
durante o estdgio virémico de infecgdo e uma vez que os
anticorpos IgM sdo sintetizados, eles podem permanecer em
circulagdo por vérios meses apds o término da viremia.

A alta prevaléncia de anticorpos para B19 na populagdo
normal Jjuntamente com o fato de que viremia elevada
usualmente persiste por somente uma semana, torna o uso de
testes com base soroldgica impraticdveis. Além disso, em
pacientes imunocomprometidos, o diagndstico soroldgico pode
ndo ser confiavel.

Ensaios de hibridizacdo baseados em &cido nucléico,

tais como “dot blot” e hibridizagdo in situ foram usados



10

15

20

25

30

4/77

para detecgdo de Bl9. Esses ensaios geralmente tém limites
de detecgdo de 1 a 0,1 pg de DNA viral (~104-105 particulas
virais). PCR tem maior sensibilidade (~100 cépias de
genoma). No entanto, técnicas de hibridizacio de DNA
requerem muito tempo e de uso limitado e PCR é impraticével
para o rastreamento de grandes nimeros de amostras.

Portanto, permanece a necessidade para o)
desenvolvimento de testes diagndsticos confidveis para
detectar parvovirus Bl9 em amostras virémicas, a fim de
evitar a transmissdo do virus através de derivados de
plasma e sangue ou por contato pessoal intimo.

Resumo da invencgao

A presente invengdo é baseada na descoberta de
iniciadores e marcadores exclusivos para uso em ensaios
baseados em Acido nucléico, bem como no desenvolvimento de
um teste diagndstico baseado em &cido nucléico sensivel,
confidvel, para a detecgdo de DNA de parvovirus Bl9 em
amostras biolégicas de individuos potencialmente
infectados. As técnicas aqui descritas utilizam DNA
extraido de amostra como um modelo para amplificacg3o de
regides gendmicas conservadas da seqléncia de B19 usando
amplificagdo mediada por transcricdo (TMA), bem como em um
ensaio de 5’ nuclease, tal como a técnica TagMan™. Os
métodos permitem a detecgdo de DNA de Bl9 em amostras
virémicas que tém titulagdes virais t3o baixas quanto 103
particulas de virus/ml. Conseqlentemente, amostras
infectadas podem ser identificadas e excluidas de
transfusdo, bem como da preparagdo de derivados de sangue.
Os marcadores e iniciadores aqui descritos também s3o dteis

em, por exemplo, métodos-padrdo de hibridizagdo, bem como
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em técnicas baseadas em PCR, amplificacdo baseada em
seqiiéncia de &cido nucléico (NASBA) e em ensaios que
utilizam molécula de DNA ramificado.

Conseqglientemente, em uma modalidade, a invengao em
questdo é dirigida a um método de detecgdo de infecgdo
humana por parvovirus Bl9 em uma amostra bioldgica. O
método compreende:

(a) isolamento de &acido nucléico de uma amostra
bioldgica suspeita de conter DNA de parvovirus Bl9 humano,
onde o acido nucléico compreende uma seqiéncia-alvo de RNA;

(b) reagdo do acido nucléico isolado de parvovirus B19
com um primeiro oligonucleotideo que compreende um primeiro
iniciador gue compreende uma sequéncia de formagdo de
complexo suficientemente complementar a porgdo do terminal
3’ da seqUéncia-alvo de RNA para com ela formar um
complexo, onde o primeiro iniciador ainda compreende um
promotor para uma RNA polimerase 5’ dependente de DNA e
operacionalmente ligado a seqliéncia de formagdo de
complexo, onde a reagdo é feita sob condigdes que permitem
a formagdo de um complexo oligonucleotideo/seqguéncia-alvo e
inicia¢do de sintese de DNA;

(c) extens@o do primeiro iniciador em uma reagdo de
extensdo usando a sequéncia-alvo de RNA como um modelo para
gerar um primeiro produto de extensdo de iniciador de DNA
complementar a seqUéncia-alvo de RNA;

(d) separacao do primeiro produto de extensdo de
iniciador de DNA da seqiéncia-alvo de RNA usando uma enzima
que degrada seletivamente a seqiiéncia-alvo de RNA;

(e) tratamento do produto de extensdo de iniciador de

DNA com um segundo oligonucleotideo gue compreende um
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segundo iniciador que compreende uma sequiéncia de formacdo
de complexo suficientemente complementar & porgdo do
terminal 3’ do produto de extens3o de iniciador de DNA para
com ela formar um complexo sob condig¢des que permitem a
formagdo de um complexo oligonucleotideo/seqliéncia-alvo e
iniciagdo de sintese de DNA;

(f) extens3o do terminal 3’ do segundo iniciador em
uma reagdo de extensdo de DNA para gerar um segundo produto
de extensdo de iniciador de DNA, produzindo dessa forma um
modelo para a RNA polimerase dependente de DNA;

(g) uso do modelo para a producdo de miltiplas cdépias
de RNA da seqgléncia-alvo wusando uma RNA polimerase
dependente de DNA que reconhece a seqiiéncia promotora;

e (h) uso das cépias de RNA da etapa (g), a repeticdo
de forma autocatalitica das etapas (b) a (g) para
amplificar a sequéncia-alvo.

Em certas modalidades, o método ainda compreende as
etapas de:

(i) adigd@o de um marcador rotulado de oligonucleotideo
ao produto da etapa (h), onde o marcador de
oligonucleotideo & complementar a uma porgdo da seqiiéncia-
alvo, sob condig¢des que permitem a hibridizag¢3o do marcador
com a sequéncia-alvo para formarem um complexo
marcador:alvo; e

(j) detecgdo da presenga ou auséncia de rdétulo como
uma indicag¢do da presenga ou auséncia da sequéncia-alvo.

Em modalidades adicionais, o rdétulo é um éster de
acridinio.

Ainda em modalidades adicionais, o primeiro e segundo

iniciador, e o marcador usado nos métodos acima s3o



10

15

20

25

30

7/77

derivados da regido VPl do genoma do parvovirus B19 humano,
tal como da seqgliéncia de polinucleotideos em gqualquer uma
das Figuras 2A-2U ou 11A-11Z.

Em outra modalidade, a invengdo é dirigida a um método
de detecgdo de infecgdo humana por parvovirus Bl9 em uma
amostra bioldgica. O método compreende:

(a) disolamento de &cido nucléico de uma amostra
biolégica suspeita de conter DNA de parvovirus B19 humano,
onde o &cido nucléico compreende uma seqii®ncia-alvo de RNA;

(b) reagdo do &cido nucléico isolado de parvovirus B19
com um primeiro oligonucleotideo que compreende um primeiro
iniciador que compreende uma segliéncia de formacdo de
complexo suficientemente complementar & porcdo do terminal
3’ da seqléncia-alvo de RNA para com ela formar um
complexo, onde o primeiro iniciador ainda compreende um
promotor para uma RNA polimerase 5’ dependente de DNA e
operacionalmente ligado & seqUéncia de formagcdo de
complexo, onde o primeiro iniciador compreende a seqiéncia
derivada da seqiéncia de polinucleotideos em qualguer uma
das Figuras 2A-2U ou Figuras 11A-11Z e a reacdo é feita sob
condigdes que permitem a formagdo de um complexo
oligonucleotideo/seqguéncia-alvo e iniciacdo de sintese de
DNA;

(c) extensdo do primeiro iniciador em uma reacdo de
extensdo usando a seqliéncia-alvo de RNA como um modelo para
gerar um primeiro produto de extens3o de iniciador de DNA
complementar a sequéncia-alvo de RNA;

(d) separagdo do primeiro produto de extens3o de
iniciador de DNA da sequéncia-alvo de RNA usando uma enzima

que degrada seletivamente a seqiéncia-alvo de RNA;
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(e) tratamento do produto de extensdo de iniciador de
DNA com um segundo oligonucleotideo que compreende um
segundo iniciador que compreende uma seqiéncia de formagdo
de complexo suficientemente complementar & porgdo do
terminal 3’ do produto de extensdo de iniciador de DNA para
com ela formar um complexo, onde o segundo iniciador &
derivado da seqiéncia de polinucleotideos em qualquer uma
das Figuras 2A-2U ou Figuras 11A-11Z e o tratamento é feito
sob condigdes que permitem a formagdo de um complexo
oligonucleotideo/sequéncia-alvo e iniciac3o de sintese de
DNA;

(£) extensdo do terminal 3’ do segundo iniciador em
uma reagdo de extensdo de DNA para gerar um segundo produto
de extensdo de iniciador de DNA, produzindo dessa forma um
modelo para a RNA polimerase dependente de DNA;

(g) uso do modelo para a produgdo de miltiplas cdpias
de RNA da sequéncia-alvo usando uma RNA polimerase
dependente de DNA que reconhece a seqléncia promotora;

e (h) uso das cdpias de RNA da etapa (g), a repeticido
de forma autocatalitica das etapas (b) a (g) para
amplificar a seqiéncia-alvo;

(i) adigdo de um marcador de oligonucleotideo rotulado
com éster de acridinio ao produto da etapa (h), onde o
marcador de oligonucleotideo € complementar a uma porc¢do da
referida seqiéncia-alvo e o marcador é derivado da
sequiéncia de polinucleotideos em qualquer uma das Figuras
2A-2U, onde o marcador é adicionado sob condigdes que
permitem a hibridizag¢do do marcador com a seqUéncia-alvo
para formarem um complexo marcador:alvo; e

(j) detecgdo da presenca ou auséncia de rétulo como
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uma indicagd@o da presenc¢a ou auséncia da sequéncia-alvo.

Em ainda outra modalidade, a invengdo & dirigida a um
método para amplificagdo de uma sequéncia-alvo de
nucleotideos de parvovirus Bl9. O método compreende:

(a) isolamento de &cido nucléico de uma amostra
bioldgica suspeita de conter DNA de parvovirus B19 humano,
onde o acido nucléico compreende uma seqliéncia-alvo de RNA;

(b) adigdo de um ou mais iniciadores capazes de
hibridizar para a sequUéncia-alvo de RNA, onde aquele um ou
mais iniciadores sdo derivados das seqUéncias de
polinucleotideos em qualguer uma das Figuras 2A-2U e
Figuras 11A-11Z;

(c) adigdo de um marcador de oligonucleotideo capaz de
hibridizar para a seqUéncia-alvo de RNA 3’ em relagdo
aquele um ou mais iniciadores;

(d) extensdo daguele um ou mais iniciadores usando uma
polimerase.

Em certas modalidades, a sequéncia-alvo de RNA da
etapa (a) & transcrita de forma reversa para fornecer cDNA
e o método pode ainda compreender a amplificagdo do cDNA
usando reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR) ou reag¢do em
cadeia de ligase de intervalo assimétrico (RT-AGLCR). Em
outras modalidades, a polimerase €& uma polimerase
termoestével, tal como, mas ndo limitado a, Tag polimerase
ou Vent polimerase. Em modalidades adicionais, a polimerase
€ DNA polimerase I de E. coli, fragmento de Klenow de DNA
polimerase I de E. coli, ou T4 DNA polimerase.

Em certas modalidades dos varios métodos descritos
acima, é fornecido um controle interno. O controle interno

pode ser derivado da sequéncia da Figura 12 (ID. DE SEQ.
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N°: 92). Em modalidades adicionais, o controle interno
compreende ID. DE SEQ. N°: 90.

Em modalidades adicionais, a inveng¢do é dirigida a um
método para a detecgdo de infecgdo humana por parvovirus
B19 em uma amostra bioldégica. O método compreende:

(a) 4isolamento de &cido nucléico de uma amostra
biolégica suspeita de conter DNA de parvovirus B19 humano,
onde o a&cido nucléico compreende uma sequéncia-alvo;

(b) reagdo do &cido nucléico isolado de parvovirus B19
com um marcador rotulado de forma detectéavel
suficientemente complementar a e capaz de hibridizar com a
sedﬁéncia-alvo, onde o marcador é derivado das seqgliéncias
de polinucleotideos em qualquer uma das Figuras 2A-2U e
Figuras 11A-11Z, e ainda onde a reagdo é feita sob
condig¢des que permitem a formagdc de um complexo
marcador/seqiéncia-alvo; e

(c) detecg@o da presenga ou auséncia de rdétulo como
uma indicagdo da presenga ou auséncia da sequéncia-alvo.

Em modalidades adicionais, a invencao é dirigida a um
polinucleotideo que compreende uma seqténcia de
nucleotideos que compreende qualguer uma das sequéncias de
nucleotideos reveladas nas Figuras 2A-2U ou Figuras 11A-
11Z.

Em modalidades adicionais, a invencdo é dirigida a um
polinucleotideo, como acima, onde a sequéncia de
nucleotideos consiste na sequéncia de nucleotideos revelada
nas Figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G, 2H,2I, 2J, 2K, 2L,
2M, 2N, 20,2P, 2Q, 2R, 2S,2T, 2U, 11A, 11B, 11C, 11D, 11E,
11F, 11iG, 11H, 111, 11J, 11K, 11L, 11iM, 11N, 110, 11P, 11Q,

11R, 11Ss, 11T, 11U, 11V, 11W, 11X, 11Y ou 117Z.
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Em ainda outras modalidades, a inven¢d3o em questdo &
dirigida a um polinucleotideo gque compreende uma seqiéncia
de nucleotideos que compreende qualquer uma das seqiéncias
de nucleotideos reveladas nas Figuras 3A-3C ou 4A-4C.

Em modalidades adicionais, a inven¢d3o é dirigida a um
polinucleotideo como acima, onde a seqléncia de
nucleotideos consiste na seqliéncia de nucleotideos revelada
nas Figuras 3A-3C ou nas Figuras 4A-4C.

Em outra modalidade, a invengdo é dirigida a um
iniciador de oligonucleotideo que consiste em uma regido
promotora reconhecida por uma RNA polimerase dependente de
DNA operacionalmente ligada a uma seqliéncia de formacdo de
complexo especifica para parvovirus B19 humano de cerca de
10 a cerca de 75 nucleotideos. Em certas modalidades, a
regido promotora & o promotor T7 e a referida polimerase &
T7 RNA polimerase. Adicionalmente, a seqgliéncia especifica
para parvovirus B19 humano pode ser da regifio VP1 do genoma
do parvovirus B19 humano, tal como da sequiéncia de
polinucleotideos em qualquer uma das Figuras 2A-2U ou
Figuras 11A-11Z.

Ainda em modalidades adicionais, a invengdo é dirigida
a um iniciador de oligonucleotideo que consiste em um
promotor T7 operacionalmente ligado a uma sequéncia de
formagdo de complexo especifica para parvovirus B19 humano
de cerca de 10 a cerca de 75 nucleotideos, onde a seqiiéncia
de formagdo de complexo especifica para parvovirus B19
humano € derivada da seqiéncia de polinucleotideos em
qualquer uma das Figuras 2A-2U ou 11A-11Z.

Em outra modalidade, a invengdo é dirigida a um

marcador de oligonucleotideo que compreende uma seqiiéncia
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de hibridizagdo especifica para parvovirus Bl19 de cerca de
10 a cerca de 50 nucleotideos ligada a um rdétulo de éster
de acridinio. Em certas modalidades, a seqgliéncia de
hibridizagdo especifica para parvovirus B19 humano é da
regido VPl do genoma do parvovirus B19 humano, tal como da
sequéncia de polinucleotideos em qualquer uma das Figuras
2A-2U ou Figuras 11A-112Z.

Ainda em wuma modalidade adicional, a invenc3o &
dirigida a um kit de teste diagndstico gue compreende um ou
mais iniciadores de oligonucleotideo aqui descritos, e
instrugdes para a condugdo do teste diagndstico. Em certas
modalidades, o kit de teste ainda compreende um marcador de
oligonucleotideo que compreende uma seqtiéncia de
hibridizag8o especifica para parvovirus Bl19 de cerca de 10
a cerca de 50 nucleotideos ligada a um rdétulo de éster de
acridinio.

Esses e outros aspectos da presente invengdo irdo se
tornar evidentes mediante referéncia & seguinte descricio
detalhada e desenhos em anexo.

Breve Descricdo das Figuras

Figura 1 € uma representagdo esquemdtica do genoma do
parvovirus B19 humano, revelando as vVAarias regides
codificadoras do virus. S&o revelados trés fragmentos de
PCR, um com aproximadamente 700 bp, correspondendo as
posi¢des de nucleotideo 2936-3635 do genoma do parvovirus
B19 descrito em Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-
936; um com aproximadamente 370 bp dentro do fragmento de
700 bp, correspondendo as posigdes de nucleotideo 3073-3442

do genoma do parvovirus Bl9 descrito em Shade e cols., J.

Virol. (1986) 58: 921-936; e um com aproximadamente 214 bp
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correspondendo as posigdes de nucleotideo 4728-4941 do
genoma do parvovirus B19 descrito em Shade e cols., J.
Vircl. (1986) 58: 921-936.

Figuras 2A até 2U (ID. DE SEQ. N°°: 1-21) revelam
sequéncias de DNA de vérios isolados de parvovirus B1l9 que
incluem seqléncias correspondendo as posicgdes de
nucleotideo 2936-3635 do genoma do parvovirus B19 descrito
em Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936 (o fragmento
de 700 bp da Figura 1). Figura 2A (ID. DE SEQ. N°:1) é a
seqliéncia correspondente do isolado CH47-26; Figura 2B (ID.
DE SEQ. N°: 2) é a sequéncia correspondente do isolado
CH48—29;‘ Figura 2C (ID. DE SEQ. N°: 3) €é a seqUéncia
correspondente do isolado CH33-2; Figura 2D (ID. DE SEQ.
N°: 4) é& a seqUéncia correspondente do isolado CH33-3;
Figura 2E (ID. DE SEQ. N°:5) é a sequéncia correspondente
do isolado CH33-4; Figura 2F (ID. DE SEQ. N°: 6) é a
sequiéncia correspondente do isolado CH42-7; Figura 2G (ID.
DE SEQ. N°: 7) é a sequéncia correspondente do isolado
CH42-18; Figura 2H (ID. DE SEQ. N°: 8) é a sequéncia
correspondente do isolado CH42-19; Figura 21 (ID. DE SEQ.
N°: 9) €& a sequéncia correspondente do isolado CH46-23;
Figura 2J (ID. DE SEQ. N°: 10) é a sequiéncia correspondente
do isolado CH1l-1; Figura 2K (ID. DE SEQ. N°: 11) é a
seqUéncia correspondente do isolado CH1-6; Figura 2L (ID.
DE SEQ. N°: 12) é a sequéncia correspondente do isolado
CH2-8; Figura 2M (ID. DE SEQ. N°: 13) é a sequéncia
correspondente do isolado CH2-10; Figura 2N (ID. DE SEQ.
N°: 14) €& a seqUéncia correspondente do isolado CH2-11C;
Figura 20 (ID. DE SEQ. N°: 15) é a seqglifncia correspondente

do isolado CH5-13; Figura 2P (ID. DE SEQ. N°: 16) é a
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seqiiéncia correspondente do isolado CH7-22; Figura 2Q (ID.
DE SEQ. N°: 17) é a sequéncia correspondente do isolado
CH13-27; Figura 2R (ID. DE SEQ. N°: 18) & a seqUéncia
correspondente do isolado CH14-33; Figura 2S (ID. DE SEQ.
N°: 19) é a seqléncia correspondente do isolado CH62-2;
Figura 2T (ID. DE SEQ. N°: 20) é a sequéncia correspondente
do isolado CH64-2; e Figura 2U (ID. DE SEQ. N°: 21) é a
sequéncia correspondente do isolado CH67-2.

Figuras 3A-3C (ID. DE SEQ. N°: 22) mostram uma
sequiéncia para o fragmento de PCR de aproximadamente 4,7
kbp mostrado na Figura 1 do clone 2-Bl de parvovirus B19. A
sequéncia é um fragmento de 4677 nucleotideos
correspondendo as posigdes de nucleotideo 217-4893 de Shade
e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936. A seqléncia revelada
contém a estrutura de leitura aberta de comprimento total
de parvovirus B1l9 que codifica NS1, VPl e VP2, mais
sequéncias adicionais ndo-traduzidas 5’ e 3'.

Figuras 4A-4C (ID. DE SEQ. N°: 23) mostram uma
sequéncia para o fragmento de PCR de aproximadamente 4,7
kbp mostrado na Figura 1 do clone 2-B6 de parvovirus B19. A
sequéncia é um fragmento de 4677 nucleotideos
correspondendo as posi¢des de nucleotideo 217-4893 of Shade
e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936. A seqiéncia revelada
contém a estrutura de leitura aberta de comprimento total
de parvovirus B1l9 que codifica NS1, VP1L e VP2, mais
sequéncias adicionais ndo-traduzidas 5’'e 3.

Figuras 5A (ID. DE SEQ. N°: 24) e 5B (ID. DE SEQ. N°:
25) mostram as seqUéncias de nucleotideo e proteina de NS1,
respectivamente, do clone 2-Bl de parvovirus B19.

Figuras 6A (ID. DE SEQ. N°: 26) e 6B (ID. DE SEQ. N°:
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27) mostram as segUéncias de nucleotideos e proteina VP1,
respectivamente, do clone 2-Bl de parvovirus B19.

Figuras 7A (ID. DE SEQ. N°: 28) e 7B (ID. DE SEQ. N°:
29) mostram as seqUéncias de nucleotideos e proteina VP2,
respectivamente, do clone 2-Bl de parvovirus B19.

Figuras 8A (ID. DE SEQ. N°: 30) e 8B (ID. DE SEQ.
N°:31) mostram as seqUéncias de nucleotideo e proteina de
NS1, respectivamente, do clone 2-B6 de parvovirus B19.

Figuras 9A (ID. DE SEQ. N°: 32) e 9B (ID. DE SEQ. N°:
33) mostram as sequéncias de nucleotideos e proteina VP1,
respectivamente, do clone 2-B6 de parvovirus B19.

Figuras 10A (ID. DE SEQ. N°: 34) e 10B (ID. DE SEQ.
N°: 35) mostram as seqiéncias de nucleotideos e proteina
VP2, respectivamente, do clone 2-B6 de parvovirus B19.

Figuras 11A até 11Z (ID. DE SEQ. N°®: 62-87) revelam
seqiéncias de DNA de varios isolados de parvovirus Bl9 que
incluem sequéncias correspondendo as posigdes de
nucleotideo 2936-3635 do genoma do parvovirus Bl9 descrito
em Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936 (o fragmento
de 700 bp da Figura 1). Figura 11A (ID. DE SEQ. N°: 62) & a
seqiéncia correspondente do isolado CH80-1; Figura 11B (ID.
DE SEQ. N°: 63) é& a seqléncia correspondente do isolado
CH81-3; Figura 11C (ID. DE SEQ. N°: 64) é a seqUéncia
correspondente do isolado B19SCL1-4; Figura 11D (ID. DE
SEQ. N°: 65) é a sequéncia correspondente do isolado
B19SCL2-1; Figura 11E (ID. DE SEQ. N°: 66) & a seqgUéncia
correspondente do isolado B19SCL3-1; Figura 11F (ID. DE
SEQ. N°: 67) é a sequéncia correspondente do isolado
B19SCL4-3; Figura 11G (ID. DE SEQ. N°: 68) & a sequéncia

correspondente do isolado B19SCL5-2; Figura 11H (ID. DE
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SEQ. N°: 69) é a seqUéncia correspondente do isolado
B19SCL6-2; Figura 11I (ID. DE SEQ. N°: 70) & a seqg@éncia
correspondente do isolado B19SCL7-3; Figura 11J (ID. DE
SEQ. N°:71) & a sequéncia correspondente do isolado
B19SCL8-2; Figura 11K (ID. DE SEQ. N°: 72) é a sequéncia
correspondente do isolado B19SCL9-1; Figura 11L (ID. DE
SEQ. N°: 73) é a sequiéncia correspondente do isolado
B19SCL9-9; Figura 11M (ID. DE SEQ. N°: 74) é a sequéncia
correspondente do isolado B19SCL10-2; Figura 11N (ID. DE
SEQ. N°: 75) é a seqléncia correspondente do isolado
B19SCL11-1; Figura 110 (ID. DE SEQ. N°: 76) é a sequéncia
correspondente do isolado B19SCL12-1; Figura 11P (ID. DE
SEQ. N°: 77) é a seqiéncia correspondente do isolado
B19SCL13-3; Figura 11Q (ID. DE SEQ. N°: 78) é a seqiéncia
correspondente do isolado B19SCL141; Figura 11R (ID. DE
SEQ. N°: 79) é a seqléncia correspondente do isolado
B198CL15-3; Figural 11S (ID. DE SEQ. N°: 80) é a seqUéncia
correspondente do isolado B19SCL16-2; Figura 11T (ID. DE
SEQ. N°: 81) é a sequéncia correspondente do isolado
B19SCL17-1; Figura 11U (ID. DE SEQ. N°: 82) é a sequéncia
correspondente do isolado B19SCL18-1; Figura 11V (ID. DE
SEQ. N°:83) é a seqUéncia correspondente do isolado
B19SCL19-1; Figura 11W (ID. DE SEQ. N°: 84) é a seqUéncia
correspondente do isolado B19SCL20-3; Figura 11X (ID. DE
SEQ. N°: 85) é a sequéncia correspondente do isolado
B19SCL21-3; Figura 11Y (ID. DE SEQ. N°: 86) é& a sequéncia
correspondente do isolado B19SCL22-11; Figura 11Z (ID. DE
SEQ. N°: 87) é a sequéncia correspondente do isolado

B19SCL2-14.

Figura 12 (ID. DE SEQ. N°: 92) revela uma sequéncia
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exemplar da qual pode ser derivado um controle interno (IC)
para captura e amplificacdo de alvo.

Descrigdo detalhada da invencio

A pratica da presente invengd3o ird empregar, a menos
que indicado de forma diferente, métodos convencionais de
quimica, técnicas de DNA recombinante e virologia, dentro
do conhecimento da técnica. Tais técnicas s3o complemente
explicadas na literatura. Veja, por exemplo, Fundamental
Virology, 2* Edigdo, wvols. I & II (B.N. Fields e D.M.
Knipe, eds.); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth
Publishers, Inc., adigdo atual); Sambrook, e cols.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2° Edic3oc, 1989);
Methods In Enzymology (S. Colowick e N. Kaplaneds.,
Academic Press, Inc.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait,
ed., 1984); A Practical Guide to Molecular Cloning (1984).

Deve-se observar que, como usado nessa especificacdo e
reivindicagdes em anexo, a forma singular “um”, “uma” e “o”
inclui referentes plurais a menos que o contetdo indique
claramente de forma diferente. Dessa forma, por exemplo,
referéncia a “um antigeno” inclui uma mistura de dois ou
mais antigenos, e outros mais.

As seguintes abreviag¢des de aminodcido s3oc usadas

através do texto:

Alanina: Ala (A) Arginina: Arg (R)
Asparagina: Asn(N) Acido aspartico: Asp (D)
Cisteina: Cys (C) Glutamina: Gln (Q)

Acido Glut&mico: Glu (E) Glicina: Gly (G)
Histidina: His (H) Isoleucina: Ile(I)
Leucina: Leu (L) Lisina: Lys (K)

Metionina: Met (M) Fenilalanina: Phe (F)
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Prolina: Pro (P) Serina: Ser (8)
Treonina: Thr (T) Triptofano: Trp (W)
Tirosina: Tyr (Y) Valina: val (V)

I. Definig¢des

Na descrigao da presente invengdo, os seguintes termos
serdo empregados, e visam ser definido como indicado
abaixo.

Os termos “polipeptideo” e “proteina” se referem a um
polimero de residuos de amino&dcidos e n3o estdo limitados a
um comprimento minimo do produto. Dessa forma, peptideos,
oligopeptideos, dimeros, multimeros, e outros mais, estdo
incluidos dentro da definicdo. Tanto  proteinas de
comprimento total guanto fragmentos destas estdo englobados
pela definigdo. Os termos também incluem modificacdes pds-
expressdo do polipeptideo, por exemplo, glicosilaci3o,
acetilagdo, fosforilagdo e outros mais. Além disso, para
fins da presente invengdo, um “polipeptideo” se refere a
uma proteina que inclui modifica¢des, tais como delecgdes,
adig¢des e substituicgdes (geralmente de natureza
conservadora), a seqiéncia nativa, desde que a proteina
mantenha a atividade desejada. Essas modifica¢des podem ser
deliberadas, como através de mutagénese sitio-direcionada,
ou podem ser acidentais, tal como através de mutacgdes de
hospedeiros que produzem as proteinas ou erros devido a
amplificagdo por PCR.

Um polipeptideo de parvovirus Bl19 & um polipeptideo,
como definido acima, derivado de uma proteina codificada
pelo genoma de B19, tal como de proteinas n3o-estruturais,
NS1 e NS2, bem como das proteinas que formam o capsideo

viral, VPl (comprimento de aproximadamente 781 aminodcidos)
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ou VP2 (comprimento de aproximadamente 554 aminoacidos).
Sequéncias representativas de NS1, VPl e VP2 s3o reveladas
nas Figuras5-10 neste. O polipeptideo n3o necessita ser
fisicamente derivado de parvovirus B19, mas pode ser
produzido sinteticamente ou de forma recombinante. Além
disso, o polipeptideo pode ser derivado de qualquer uma das
cepas e 1isolados de parvovirus Bl19. InlUmeras regides
conservadas e variaveis s3o conhecidas entre essas cepas e
isolados e, em geral, as seqliéncias de aminodcidos de, por
exemplo, epitopos derivados dessas regides terdo um alto
grau de homologia de seqiéncia, por exemplo, homologia de
sequéncia de aminodcidos de mais do gue 30%,
preferentemente mais do que 40%, quando as duas sequéncias
estdo alinhadas. Dessa forma, por exemplo, o termo
polipeptideo “VP1” se refere a VPl nativo de qualquer uma
das varias cepas e isolados de parvovirus B19. Os gendtipos
e sequéncias completos para as proteinas acima de muitas
cepas e isolados de parvovirus Bl9 sdo conhecidos. Veja,
por exemplo, Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936;

Gallinella e cols., J. Virol. Methods (1993) 41: 203-211.
Além disso, epitopos de parvovirus B19 derivados dessas
regides também sd3o conhecidos. Veja, por exemplo, Patente
U.S. No. 5.436.127; e Publicag¢do Internacional ©No. WO
91/12269.

Os termos “andlogo” e “muteina” se referem a derivados

biologicamente ativos da molécula de referéncia, ou
fragmentos de tais derivados, que retém a atividade
desejada, tal como imunorreatividade em ensaios

diagnésticos. Em geral, o termo “andlogo” se refere a

compostos que tém uma seqliéncia nativa de polipeptideo e
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estrutura com uma ou mais adicgdes, substituicdes
(geralmente de natureza conservadora) e/ou delecdes de
aminodcido, em relagdo & molécula nativa, desde que as
modificagSes ndo destruam a atividade imunogénica. O termo
"muteina” se refere a peptidecs que té&m um ou mais
miméticos de peptideo (“peptdides”), tais como aqueles
descritos na Publicagdo Internacional No. WO 91/04282.
Preferentemente, o andlogo ou muteina tem pelo menos a
mesma imunoatividade que a molécula nativa. Métodos para a
produgdo de andlogos de polipeptideo e muteinas s3o
conhecidos na técnica e s3o descritos posteriormente
abaixo.

An&logos particularmente preferidos incluem
substituigdes que tém natureza conservadora, ou seja,
aquelas substituigdes que ocorrem dentro de uma familia de

aminodcidos que estdo relacionados em suas cadeias

laterais. Especificamente, aminodcidos sdo geralmente
divididos em quatro familias: (1) &cidos - aspartato e
glutamato; (2) bésicos - lisina, arginina, histidina; (3)
ndo-polares - alanina, valina, leucina, isoleucina,

prolina, fenilalanina, metionina, triptofano; e (4) polares
ndo-carregados - glicina, asparagina, glutamina, cisteina,
serina, treonina, tirosina. Fenilalanina, triptofano, e
tirosina sdo algumas vezes classificados como aminodcidos
arométicos. Por exemplo, é razoavelmente previsivel que uma
substituigdo isolada de leucina com isoleucina ou valina,
um aspartato com um glutamato, uma treonina com uma serina,
ou uma substituigdo conservadora similar de um aminoacido
com um aminodcido estruturalmente relacionado, n3o terd um

efeito importante na atividade biolégica. Por exemplo, o
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polipeptideo de interesse pode incluir até cerca de 5-10
substituigdes de aminoacido conservadoras ou nao-
conservadoras, ou até mesmo cerca de 15-25 substituigdes de
aminodcido conservadoras ou n3o-conservadoras, ou qualquer
nimero inteiro entre 5-25, desde que a fungdo desejada da
molécula permanega intacta. Aquele experiente na técnica
pode prontamente determinar regides da molécula de
interesse que podem tolerar mudanca por referéncia a
graficos de Hopp/Woods e Kyte-Doolittle, bem conhecidos na
técnica.

Por “isolado” significa, quando se refere a um
polipeptideo, que a molécula indicada est& separada e
distinta do organismo como um todo com o qual a molécula é
encontrada na natureza ou estd presente na auséncia
substancial de outras macromoléculas bioldgicas do mesmo
tipo. O termo “isolado” com felagéo a um polinucleotideo é
uma molécula de &cido nucléico desprovida, como um todo ou
em parte, de sequéncias normalmente associadas com ela na
natureza; ou uma seqgiéncia, como ela existe na natureza,
mas tendo seqiéncias heterdlogas em associac¢do com ela; ou
uma molécula separada do cromossomo.

Um polinucleotideo “derivado de” ou “especifico para”
uma sequéncia designada se refere a uma seqiéncia de
polinucleotideos que compreende uma seqgiiéncia contigua de
aproximadamente pelo menos cerca de 6 nucleotideos,
preferentemente pelo menos cerca de 8 nucleotideos, mais
preferentemente pelo menos cerca de 10-12 nucleotideos, e
ainda mais preferentemente pelo menos cerca de 15-20
nucleotideos correspondentes, ou seja, idénticos ou

complementares a, uma regido da seqiéncia de nucleotideos
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designada. 0 polinucleotideo derivado ndo sera
necessariamente derivado fisicamente de uma seqiiéncia de
nucleotideos de interesse, mas pode ser gerado de qualquer
forma, incluindo, mas ndo limitado a, sintese quimica,
replicagdo, transcrigdo reversa ou transcrig¢do, que &
baseada na informagdo fornecida pela sequéncia de bases na
regido (s) da qual o polinucleotideo é derivado. Como tal,
ele pode representar tanto uma orientac3o senso ou anti-
senso do polinucleotideo original.

“"Homologia” se refere ao percentual de similaridade
entre dois polinucleotideos ou duas porgdes de
polipeptideo. Dois DNAs, ou duas seqUéncias de
polipeptideos, sdo “substancialmente homélogas” entre si

gquando as seqUéncias exibem pelo menos cerca de 50%,

preferentemente pelo menos cerca de 75%, mais
preferentemente pelo menos cerca de 80%-85%,
preferentemente pelo menos cerca de 90%, e mais

preferentemente ainda pelo menos cerca de 95%-98%
similaridade de seqiéncia ao longo de wum comprimento
definido das moléculas. Como aqui usado, substancialmente
homéloga também se refere a segliéncias que mostram
identidade completa para a seqliéncia de polipeptideos ou
DNA especificada.

Em geral, “identidade” se refere a uma correspondéncia
nucleotideo-para-nucleotideo ou aminodcido-para-aminodcido
exata de duas sequéncias de polinucleotideos ou
polipeptideos, respectivamente. Percentual de identidade
pode ser determinado por uma comparacdo direta da
informagdo de seqiéncia entre duas moléculas alinhando-se

as sequéncias, contando-se o nimero exato de combinagdes
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entre as duas sequéncias alinhadas, dividindo-se pelo
comprimento da seqiéncia mais curta, e multiplicando-se o
resultado por 100.

Programas de computador prontamente disponiveis podem
ser usados para auxiliar a andlise de homologia e
identidade, tal como ALIGN, Dayhoff, M.0. em Atlas of
Protein Sequence and Structure M.O. Dayhoff ed., 5 Supl. 3:
353-358, National biomedical Research Foundation,
Washington, DC, que adapta o algoritmo de homologia local
de Smith e Waterman Advances in Appl. Math. 2: 482-489,
1981 para andlise de peptideo. Programas para a
determinagdo de homologia de seqléncia de nucleotideos
estdo disponiveis no Wisconsin Sequence Analysis Package,
Versdo 8 (disponivel por Genetics Computer Group, Madison,
WI) por exemplo, os programas BESTFIT, FASTA e GAP, que
também se baseiam no algoritmo de Smith e Waterman. Esses
programas sdao prontamente utilizados com os parametros-
padrao recomendados pelo fabricante e descritos no
Wisconsin Sequence Analysis Package acima referido. Por
exemplo, percentual de homologia de uma sequéncia de
nucleotideos em particular para uma seqiéncia de referéncia
pode ser determinado usando o algoritmo de homologia de
Smith e Waterman com uma tabela-padrdo de pontuagdo e uma
penalidade de intervalo de seis posigldes de nucleotideo.

Outro método de estabelecer percentual de homologia no
contexto da presente invengdo €é o uso do pacote de
programas com direitos autorais pela “University of
Edinburgh”, desenvolvido por John F. Collins e Shane S.
Sturrok, e distribuido por IntelliGenetics, Inc. (Mountain

View, CA). Por essa suite de pacotes o algoritmo de Smith
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Waterman pode ser empregado quando os parametros-padrio
forem usados para a tabela de pontuacdo (por exemplo,
penalidade de intervalo aberto de 12, penalidade de
extensdoc de intervalo de um, e um intervalo de seis). A
partir dos dados gerados o valor de “Combinacdo” reflete
“homologia de sequéncia”. Outros programas adequados para ©
cdlculo do percentual de identidade ou similaridade entre
seqliéncias sdo geralmente conhecidos na técnica, por
exemplo, outro programa de alinhamento é BLAST, usado com
pardmetros-padrdo. Por exemplo, BLASTN e BLASTP podem ser
usados usando os seguintes parametros-padrio: cddigo
genético = padrdo; filtro = nenhum; padrio = ambos; valor
de corte = 60; esperado = 10; Matriz = BLOSUM62; Descricdes
= 50 seqUéncias; classificadas por = HIGH SCORE; Bases de
dados = ndo-redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB +
tradugdes GenBank CDS + proteina Swiss + Spupdate + PIR.
Detalhes desses programas podem ser encontrados no seguinte
endereco da internet: http://www.ncbi.nlm.gov/cgi-
bin/BLAST.

Alternativamente, homologia pode ser determinada por
hibridizagd3c de polinucleotideos sob condicdes que formam
duplas estdveis entre regides homélogas, seguida por
digestdo com nuclease especifica para filamento Gnico (s),
e determinagdo de tamanho dos fragmentos digeridos.
Sequéncias de DNA gue s3o substancialmente homélogas podem
ser identificadas em um experimento de hibridizacgdo
Southern sob, por exemplo, condi¢cdes restritas, Ccomo
definido para aquele sistema em particular. A definicdo de
condigdes apropriadas de hibridizag3o estd dentro do

conhecimento da técnica. Veja, por exemplo, Sambrook e
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cols., supra; DNA Cloning, supra; Nucleic Acid
Hybridization, supra.

“Operacionalmente ligado” se refere a um arranjo de
elementos onde os componentes assim descritos estdo
configurados de forma a realizar sua funcgio desejada. Dessa
forma, um certo promotor operacionalmente ligado a uma
seqiéncia de A&cidos nucléicos é capaz de efetuar a
transcrigcdo, e no caso de uma seqUéncia codificadora, a
expressdo da sequéncia codificadora quando os fatores de
transcrigdo adequados, etc., estiverem presentes. 0
promotor ndao necessita ser contiguo com a seqiéncia de
dcidos nucléicos, desde que ele funcione para dirigir a
transcrig@o e/ou expressdo desta. Dessa forma, por exemplo,
seqiéncias intervenientes n3o-traduzidas embora transcritas

podem estar presentes entre a sequéncia promotora e a

seqiéncia codificadora, assim como podem estar introns

transcritos, e a seqliéncia promotora ainda pode ser
considerada “operacionalmente ligada” a sequéncia
codificadora.

“Recombinante” como aqui wusado para descrever uma
molécula de &cido nucléico significa um polinucleotideo de
origem gendmica, de cDNA, viral, semi-sintética, ou
sintética que, em virtude de sua origem ou manipulacdo ndo
estd associado com todo ou uma porcdo do polinucleotideo
com © qual ele estd associado na natureza. O termo
“"recombinante” como usado com relagioc a uma proteina ou
polipeptideo significa um polipeptideo produzido por
expressdo de um polinucleotideo recombinante. Em geral, o
gene de interesse é clonado e ent3o expresso em organismos

transformados, como descrito posteriormente abaixo. O
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organismo hospedeiro expressa o gene estranho para produzir
a proteina sob condi¢des de expressdo.

Um “elemento de controle” se refere a uma sequéncia de
polinucleotideos que auxilia na transcricdo e/ou traducio
de uma seqiéncia de nucleotideos & qual ela estd ligada. O
termo inclui promotores, seqUéncias de terminacd3o de
transcricgao, dominios reguladores acima, sinais de
poliadenilagdo, regides ndo-traduzidas, incluindo UTRs-5' e
UTRs-3' e, quando apropriado, seqléncias lideres e
intensificadoras, que coletivamente permitem a transcricdo
e tradugdo de uma seqliéncia codificadora em uma célula
hospedeira. |

Um “promotor” como aqui usado & uma regido reguladora
capaz de se ligar a uma polimerase e iniciar transcrigdo de
uma seqliéncia de nucleotideos abaixo (diregado 37)
operacionalmente ligada a ele. Para as finalidades da
presente inveng¢do, uma sequéncia promotora inclui o nimero
minimo de bases ou elementos necessdrios para iniciar
transcrigdo de uma seqUéncia de interesse em niveis
detectéveis acima dos niveis de fundo. Dentro da seqUéncia
promotora estd um sitio de iniciag¢d@o de transcrigdo, bem
como dominios de 1ligagdo de proteina (seqiéncias de
consenso) responsaveis pela ligagdo de RNA ou DNA
polimerase. Por exemplo, promotor pode ser uma sequéncia de
dcidos nucléicos que é reconhecida por uma RNA polimerase
dependente de DNA (“transcriptase”) como um sinal para se
ligar ao acido nucléico e iniciar a transcricdo de RNA em
um sitio especifico. Para ligagdo, tais transcriptases
geralmente requerem DNA que é€ de filamento duplo na porg¢édo

gue compreende a seqguéncia promotora e seu complemento; a
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porgdo modelo (seqléncia a ser transcrita) n3o necessita
ser de filamento duplo. RNA polimerases dependentes de DNA
individuais reconhecem varias sequéncia promotoras
diferentes o que pode variar de forma marcante sua
eficiéncia na promogdo de transcrigcdo. Quando uma RNA
polimerase se liga a uma seqUéncia promotora para iniciar
transcrigdo, aquela seqténcia promotora nd3o é parte da
segliéncia transcrita. Dessa forma, os transcritos de RNA
assim produzidos ndo irdo incluir aquela seqiéncia.

Uma “seqiiéncia de controle” dirige a transcricido” de
uma seqiéncia de nucleotideos quando RNA ou DNA polimerase
iréd se ligar & sequéncia promotora e transcreve a seqiiéncia
adjacente.

Uma “DNA polimerase dependente de DNA” é uma enzima
que sintetiza uma cdpia de DNA complementar de um modelo de
DNA. Exemplos sd3o DNA polimerase I de E. coli e T7 DNA
polimerase de Dbacteridéfago. Todas as DNA polimerases
dependentes de DNA requerem um iniciador complementar para
iniciar a sintese. Sob condi¢des adequadas, uma DNA
polimerase dependente de DNA pode sintetizar uma cépia de
DNA complementar de um modelo de RNA.

Uma “RNA polimerase dependente de DNA” ou uma
“transcriptase” é uma enzima que sintetiza midltiplas cépias
de RNA a partir de molécula de DNA de filamentc duplo ou
parcialmente duplo que tem uma (usualmente de filamento
duplo) seqiéncia promotora. As Moléculas de RNA
(“transcritos”) sdo sintetizados na direc¢3o 5’ para 3’
iniciando em wuma posigdo especifica logo abaixo do
promotor. Exemplos de transcriptases s3o a RNA polimerase

dependente de DNA de E. coli e bacteriéfagos T7, T3, e SP6.
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Uma “DNA polimerase dependente de RNA" ou
“transcriptase reversa” € uma enzima que sintetiza uma
cépia de DNA complementar a partir de um Modelo de RNA.
Todas as transcriptase reversas conhecidas também tém a
habilidade de fazer uma cépia de DNA complementar a partir
de um Modelo de DNA; dessa forma, elas s3o DNA polimerases
dependentes tanto de DNA quanto de RNA. Um iniciador é
necessédrio para iniciar a sintese com ambos os modelos,
tanto de RNA quanto de DNA.

“"RNAse H” & uma enzima que degrada a porc¢3o RNA porgio
de uma dupla RNA:DNA. Essas enzimas podem ser endonucleases
ou exonucleases. A maioria das enzimas transcriptase
reversa normalmente contém uma atividade de RNAse H em
adigdo & sua atividade de polimerase. No entanto, outras
fontes da RNAse H sdo disponiveis sem uma atividade
associada de polimerase. A degradag¢dc pode resultar em
separagdo de RNA de um complexo RNA:DNA. Alternativamente,
a RNAse H pode simplesmente cortar o RNA em varias
localizagdes de forma que porgdes do RNA se fundam ou
permite que enzimas liberem por¢des do RNA.

Os termos “polinucleotideo”, “oligonucleotideo”,
“dcido nucléico” e “molécula de &cido nucléico” s3o aqui
usados para incluir uma forma polimérica de nucleotideos de
qualquer comprimento, sejam ribonucleotideos ou
desoxirribonucleotideos. Esse termo se refere somente &
estrutura primdria da molécula. Dessa forma, o termo inclui
DNA de filamento triplo, duplo, ou tGnico, bem como RNA de
filamento triplo, duplo, ou Unico. Ele também inclui
modificagdes, tais como por metilacdo e/ou por

tamponamento, e formas ndo-modificadas do polinucleotideo.
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Mais particularmente, os termos “polinucleotideo”,
"oligonucleotideo”, “acido nucléico” e “molécula de &cido
nucléico” incluem polidesoxirribonucleotideos (contendo 2-
desoxi-D-ribose), polirribonucleotideos {(contendo D-
ribose), qualquer outro tipo de polinucleotideo que seja
uma base de N- ou C-glicosideo de uma purina ou pirimidina,
e outros polimeros contendo estruturas centrais n3o-
nucleotidica, por exemplo, polimeros de poliamida (por
exemplo, acidos nucléicos de peptideo (PNAS) ) e
polimorfolino (comercialmente disponivel por Anti-Virais,
Inc., Corvallis, Oregon, como Neugene), e outros polimeros
sintéticos de &cido nucléico com especificidade de
seqiéncia permitindo que os polimeros contenham nucleobases
em uma configuragdo gque permite pareamento de base e
empilhamento de bases, tal como é encontrado em DNA e RNA.
N3o h&d distingdo desejada em comprimento entre os termos
“polinucleotideo”, “oligonucleotideo” “acido nucléico” e
“molécula de &cido nucléico”, e esses termos ser3o usados
de forma intercambidvel. Esses termos se referem somente a
estrutura primdria da molécula. Dessa forma, esses termos
incluem, por exemplo, 3’-desoxi-2’,5’-DNA, oligodesoxirribo
nucleotideo N3’P5’ fosforamidatos, RNA 2'-0-alquil-
substituido, DNA de filamento duplo e dnico, bem como RNA
de filamento duplo e Unico, hibridos DNA:RNA, e hibridos
entre PNAs e DNA ou RNA, e também incluem tipos conhecidos
de modificag¢des, por exemplo, rdtulos que s3o conhecidos na
técnica, metilagdo, tamponagem substituicdo de um ou mais
dos nucleotideos de ocorréncia natural com um anadlogo,
modificagdes internucleotideo tais como, por exemplo,

aquelas com ligagdes ndo-carregadas (por exemplo, metil
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fosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos,
etc.), com ligagdes negativamente carregadas (por exemplo,
fosforotiocatos, fosforoditioatos, etc.), e com ligagdes
positivamente carregadas (por exemplo, aminoalquil
fosforamidatos, aminoalquilfosfotriésteres), aquelas
contendo porgdes pendentes, tais como, por exemplo,
proteinas (incluindo nucleases, toxinas, anticorpos,

peptideos sinalizadores, poli-L-lisina, etc.), aquelas com
separadores (por exemplo, acridina, psoraleno, etc.),
agquelas contendo quelantes (por exemplo, metais, metais
radioativos, boro, metais oxidativos, etc.), aquelas
contendo agentes promotores de alquilagdo, agquelas com
ligagdes modificadas (por exemplo, &cidos nucléicos alfa
anoméricos, etc.), bem como formas n3o-modificadas do
polinucleotideo ou oligonucleotideo. Em particular, DNA &
dcido desoxirribonucléico.

Como aqui wusado, o termo ‘“regido-alvo de Aacido
nucléico” ou “acido nucléico-alvo” significa uma molécula
de &cido nucléico com uma ‘“seqguéncia-alvo” a ser
amplificada. O &cido nucléico-alvo pode ser de filamento
Gnico ou duplo e pode incluir outras sequiéncias além da
sequéncia-alvo, que podem ndo ser amplificadas. O termo
“sequéncia-alvo” se refere 3 seqléncia de nucleotideos em
particular do &cido nucléico-alvo que deve ser amplificado.
A seqg@éncia-alvo pode incluir uma regi3o marcadora de
hibridizagdo contida dentro da molécula-alvo com a qual um
marcador 1ir& formar um hibrido estdvel sob condicdes
desejadas. A T“sequéncia-alvo” pode também incluir as
sequéncias de formagdo de complexo com as quais os

iniciadores de oligonucleotideo formam complexo e ser
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estendida usando a sequéncia-alvo como um modelo. Quando o
dcido nucléico-alvo é originalmente de filamento Gnico, o
termo “sequéncia-alvo” também se refere & seqUéncia
complementar a “seguéncia-alvo” como presente no &cido
nucléico-alvo. Se o “&dcido nucléico-alvo” & originalmente
de filamento duplo, o termo ‘“seqléncia-alvo” se refere
tanto aos filamentos mais (+) quanto aos filamentos menos
(-).

O termo “iniciador” ou “oligonucleotideo iniciador”
como aqui usado, se refere a um oligonucleotideo que atua
para iniciar a sintese de um filamento de DNA complementar
quando colocado sob condigdes nas gquais é induzida a
sintese de um produto de extens3o de iniciador, ou seja, na
presenga de nucleotideos e de um agente de indugd3o de
polimerizagdo tal como uma DNA ou RNA polimerase e em
temperatura, pH, concentragdo de metal, e concentracdo de
sal adequados. O iniciador é preferentemente de filamento
inico para eficiéncia méxima na amplificagd3o, mas pode
alternativamente ser de filamento duplo. Se de filamento
duplo, o iniciador primeiro é tratado para separar seus
filamentos antes de ser usado para preparar produtos de
extensdao. Essa etapa de desnaturagdo é efetuada tipicamente
por aquecimento, mas pode alternativamente ser realizada
usando substdncia lacalina, seguida por neutralizacido.
Dessa forma, um “iniciador” é complementar a um modelo, e
forma complexos por liga¢do de hidrogénio ou hibridizacdo
com o modelo para gerar um complexo iniciador/modelo para
iniciagdo de sintese por uma polimerase, que é estendida
pela adigdo de bases ligadas de forma covalente ligadas em

sua extremidade 3’ complementar ao modelo no processo de
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sintese de DNA.

Como aqui usado, o termo “marcador” ou “marcador de
oligonucleotideo” se refere a uma estrutura composta de um
polinuclebtideo, como definido acima, que contém uma
sequéncia de &cidos nucléicos complementar a uma sequéncia
de 4&acidos nucléicos presente no analisado de &cido
nucléico-alvo. As regides de polinucleotideo de marcadores
podem ser compostas de DNA, e/ou RNA, e/ou andlogos
sintéticos de nucleotideo. Quando um “marcador de
oligonucleotideo” deve ser usado em um ensaio de 5’
nuclease, tal como a técnica TagMan™, o marcador iré
conter pelo menos uma substdncia fluorescente e pelo menos
um extintor que €& digerido pela atividade de &5’
endonuclease de uma polimerase usada na reac¢dio a fim de
detectar quaisquer seqiéncias-alvo de oligonucleotideos
amplificadas. Nesse contexto, o) marcador de
oligonucleotideo terd um nimero suficiente de ligagdes de
fosfodiéster adjacentes & sua extremidade 5’ de forma que a
atividade de 5’ a 3’ nuclease empregada possa degradar
suficientemente o marcador ligado para separar as
substancias fluorescentes e extintores. Quando um marcador
de oligonucleotideo é wusado na técnica TMA, ele sera
adequadamente rotulado, como descrito abaixo.

Seréd observado que as seqg@éncias de hibridizac¢3o ndo
necessitam ter uma complementaridade perfeita para
fornecerem hibridos estaveis. Em muitas situacgdes, serdo
formados hibridos estéaveis quando menos do que cerca de 10%
das bases ndo combinam, ignorando alga de quatro ou mais
nucleotideos. Conseqlentemente, como aqui usado o termo

“complementar” se refere a um oligonucleotideo que forma
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uma dupla estdvel com seu “complemento” sob condigdes de
ensaio, geralmente quando h& cerca de 90% ou mais de
homologia.

Os termos “hibridiza” e *“hibridizag¢&o” se referem &
formagdo de complexos entre sequéncias de nucleotideos que
sdo suficientemente complementares para formarem complexos
por meio de pareamento de base de Watson-Crick. Quando um
iniciador “hibridiza” com alvo (modelo), tais complexos (ou
hibridos) s&8o suficientemente estiveis para servirem &
fungdo de preparagdo necessiria, por exemplo, pela DNA
polimerase para iniciar sintese de DNA.

Como aqui usado, o termo “par de ligac3o” se refere &
primeira e segunda moléculas que se ligam especificamente
entre elas, tais como pares complementares de
polinucleotideo capazes de formar duplas de &cido nucléico.
“*Ligagdo especifica” do primeiro membro do par de ligacdo
ao segundo membro do par de ligagdo em uma amostra &
evidenciada pela ligagdo do primeiro membro ao segundo
membro, ou vice-versa, com maior afinidade e especificidade
do que outros componentes na amostra. A ligagdo entre os
membros do par de ligagdo é tipicamente ndo-covalente. A
menos que o contexto indique claramente de forma diferente,
os termos "molécula de afinidade” e “analisado-alvo” sdo
aqui usados para se referirem ao primeiro e segundo membros
de um par de ligagdo, respectivamente.

Os termos “molécula de ligagdo especifica” e “molécula
de afinidade” s&8o aqui usados de forma intercambiivel e se
referem a uma molécula que ird se ligar seletivamente,
através de meios quimicos ou fisicos, a uma substéncia

detectéavel presente em uma amostra. Por “ligar
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seletivamente” significa que a molécula se liga
preferentemente ao alvo de interesse ou se liga com maior
afinidade para o alvo do gque para outras moléculas. Por
exemplo, uma molécula de DNA ird se ligar a uma seqiéncia
substancialmente complementar e ndo a seqgiéncias n3o-
relacionadas.

A “temperatura de fus3do” ou "I, de um DNA de
filamento duplo é definida como a temperatura na qual
metade da estrutura helicoidal do DNA é perdida devido ao
aquecimento ou outra dissociagdo da ligacd3o de hidrogénio
entre pares de base, por exemplo, por tratamento &cido ou
alcalino, ou outros mais. A T, de uma molécula de DNA
depende de seu comprimento e de sua composicd3o de base.
Moléculas de DNA ricas em pares de base GC té&m maior T, do
que aquelas que tém uma abundancia de pares de base AT.
Filamentos complementares separados de DNA se re-associam
espontaneamente ou se enrijecem para formarem dupla de DNA
quando a temperatura diminuida abaixo da T,. A maior taxa
de hibridizagdo de &cido nucléico ocorre aproximadamente
25°C abaixo da Tn. A T, pode ser estimada usando o seguinte
relacionamento: T, = 69,3 + 0,41 %(GC) (Marmur e cols.
(1962) J. Mol. Biol. 5: 109-118).

Como agqui usado, uma “amostra bioldgica” se refere a
uma amostra de tecido ou fluido isolada de um individuo,
que usualmente inclui anticorpos produzidos pelo individuo.
Amostras tipicas que incluem tais anticorpos s3o conhecidas
na técnica e incluem, mas n3o se limitam a, sangue, plasma,
soro, material fecal, wurina, medula &ssea, bile, fluido
espinhal, fluido linf&tico, amostras da pele, secregdes da

pele, do trato respiratdério, intestinal, e geniturinario,
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lagrimas, saliva, leite, células sangliineas, &rg3os,
bidpsias e também amostras de constituintes de cultura de
célula in vitro incluindo, mas nd3oc se limitando a, meio
condicionado que resulta do crescimento de células e
tecidos em meio de cultura, por exemplo, células
recombinantes, e componentes de célula.

Como aqui wusado, os termos “rétulo” e “rétulo
detectavel” ge referem a uma molécula capaz de detecgao,
incluindo, mas ndo limitado a, isétopos radioativos,
substdncias fluorescentes, subst&ncias quimioluminescentes,
crombforos, enzimas, substratos de enzima, co-fatores de
enzima, inibidores de enzima, croméforos, corantes, ions
metdlicos, solugdes de metal, ligantes (por exemplo,
biotina, avidina, estreptavidina ou haptenos) e outros
mais. O termo “fluorescer” se refere a uma substdncia ou a

uma porgdo desta que é capaz de exibir fluorescéncia na

faixa detectéavel.

IT. Modos de Realizar a Invengdo

Antes de descrever a presente invencdo em detalhe,
deve-se entender que essa invencdo n3o estid limitada as
formulacBes ou par@metros de processo em particular uma vez
que estes podem, evidentemente, variar. Deve-se entender
também que a terminologia aqui wusada tem somente a
finalidade de descrever modalidades particulares da
invengdo, e ndo visa ser limitante.

Embora inGmeras composi¢des e métodos similares ou
equivalentes aqueles aqui descritos possam ser usados na
prética da presente invenc3o, os materiais e métodos
preferidos sdo aqui descritos.

Como observado acima, a presente invencdo é baseada na
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descoberta de iniciadores e marcadores inéditos e métodos
diagndésticos para a detecgdo precisa de infecgdo por
parvovirus Bl9 em uma amostra bioldégica. Os métodos se
baseiam em técnicas sensiveis baseadas na deteccdo de acido
nucléico que permitem a identificacg3o de segiiéncias-alvo de
dcido nucléico de parvovirus B1l9 em amostras contendo
pequenas quantidades de virus.

Em particular, os inventores desta caracterizaram
regides dentro do genoma do parvovirus Bl9 que s3o alvos
desejaveis para testes diagndésticos. Iniciadores e
marcadores derivados dessas regides s3o extremamente Uteis
para deteccdo de infecgdo por parvovirus Bl9 em amostras
bioldgicas.

Iniciadores e marcadores de parvovirus B19 descritos
acima sdo usados em ensaios baseados em &cido nucléico para
a detecgdoc de infecgdo humana por parvovirus B1l9 em
amostras bioldgicas.

Em particular, iniciadores e marcadores para uso
nesses ensaios sdo preferentemente derivados do fragmento
de aproximadamente 4,7 kb do genoma do parvovirus B19
correspondendo as posig¢des de nucleotideo 217-4678 de Shade
e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936. As seqgUéncias de
nucleotideos dessa regido de dois isolados diferentes de
parvovirus Bl9 sdo reveladas nas Figuras 3A-3C e 4A-4C
desta. Como explicado acima, esse fragmento contém as
regides codificadoras NS1, VPl e VP2.

Iniciadores e marcadores particularmente preferidos
para uso com os presentes ensaios sdo designados de regides
altamente conservadas do genoma do parvovirus B1l9 para

permitir a detecgdo de infecg¢d3o por parvovirus B19 causada
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por varios isolados. Como aqui descrito, a regifo altamente
conservada do genoma do parvovirus B19 & encontrada dentro
da regido de 700 bp que se estende das posigdes de
nucleotideo 2936-3635, numeradas em relagdo ao genoma do
parvovirus Bl9 descrito em Shade e cols., J. Virol. (1986)
58: 921-936. Essa regido é encontrada dentro da regido VP1
do genoma. A seqiéncia dessa regido de 21 isolados
diferentes de parvovirus B1l9 é agui mostrada Figuras 2A-2U.
As seqlUéncias de um adicional de 26 isolados s3o mostradas
nas Figuras 11A-11Z desta. Uma comparac¢do dessas sequéncias
mostra que essa regido exibe de cerca de 98% a 99,5% de
homologia de seqgléncia de isolado para isolado, tornando-a
uma seqiiéncia-alvo altamente desejavel. Também é desejavel
para o projeto de iniciadores e marcadores a regidio de 370
bp encontrada dentro de VPl que se estende aproximadamente
das posigdes de nucleotideo 3073-3442, numeradas em relacso
a Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936, bem como o
fragmento de 214 bp revelado na Figura 1 que ocorre dentro
da porgdo 3’ do fragmento de 4,7 kb e se estende das
posigdes de nucleotideo 4728-4941, numeradas em relacgdo a
Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936.

As regiles de 4,7 kbp, 700 bp e 370 bp sio prontamente
obtidas de isolados adicionais usando porgdes da sequéncia
de parvovirus de Bi9 encontrada dentro dessas regides
particulares como iniciadores em reacdes de PCR tais como
aquelas aqui descritas, bem como nas Patentes U.S. Nos.
4.683.195, 4.683.202 e 4.889.818, e baseado nas sequéncias
aqui fornecidas. Outro método de obteng3o de seqliéncias de
nucleotideos com as sequéncias desejadas é por

enrijecimento de conjuntos complementares de
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oligonucleotideos sintéticos superpostos produzidos em um
sintetizador de polinucleotideo automatizado convencional,
seguido por ligagdo com uma DNA ligase apropriada e
amplificagdo da seqiéncia de nucleotideos ligada por meio
de PCR. Veja, por exemplo, Jayaraman e cols. (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88: 4084-4088. Uma vez que as
sequéncias tenham sido preparadas ou isoladas, elas podem
ser clonadas em qualquer vetor ou replicon adequado.
Numerosos vetores de clonagem s&o conhecidos por agqueles
experientes na técnica, e a seleg8o de um vetor de clonagem
apropriado € uma questdo de escolha. Vetores adequados
incluem, mas ndo est3o limitados a, plasmideos, fagos,
transposons, cosmideos, cromossomos ou virus que sejam
capazes de replicagdo quando associados com elementos de
controle apropriados.

Clones recombinantes s3c imediatamente identificados
por andlise de enzima de restrigdo e eletroforese em gel de
poliacrilamida ou agarose, usando técnicas bem conhecidas
na técnica, e descritas nos Exemplos abaixo.

Iniciadores e marcadores para uso nos ensaios nesta
sdao derivados dessas seqléncias e sdo prontamente
sintetizados por técnicas-padrdo, por exemplo, sintese em
fase s6lida por meio de quimica de fosforamidita, como
revelados nas Patentes U.S. Nos. 4.458.066 e 4.415.732;
Beaucage e cols. (1992) Tetrahedron 48: 2223-2311; e
Applied Biosystems User Bulletin No. 13 (1° de abril de
1987) . Outros métodos de sintese gquimica incluem, por
exemplo, o método de fosfotriéster descrito por Narang e
cols., Meth. Enzymol. (1979) 68: 90 e o método de

fosfodiéster revelado por Brown e cols., Meth. Enzymol.
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(1979) 68: 109. Poli (A) ou poli (C), ou outras extensdes
de nucleotideo ndo-complementares podem ser incorporadas em
marcadores usando esses mesmos métodos. Extensdes de &xido
de hexaetileno podem ser acopladas a marcadores por métodos
conhecidos na técnica. Cload e cols. (1991) J. Am. Chem.
Soc. 113: 6324-6326; Patente U.S. No. 4.914.210 para
Levenson e cols.; Durand e cols. (1990) Nucleic Acids Res.
18: 6353-6359; e Horn e cols. (1986) Tet. Lett. 27: 4705-
4708. Tipicamente, as seqUéncias iniciadoras est3oc na faixa
de entre 10-75 nucleotideos de comprimento, tal como 15-60,
20-40 e assim por diante, mais tipicamente na faixa de
entre 18-40 nucleotideos de comprimento, e qualquer
comprimento entre as faixas estabelecidas. O marcador
tipico estd na faixa entre 10-50 nucleotideos de
comprimento, tal como 15-40, 18-30, e assim por diante, e
qualquer comprimento entre as faixas estabelecidas.

Além disso, os marcadores podem ser acoplados a
rétulos para detecgdo. H4 varias formas conhecidas para a
derivagdo de oligonucleotideos com funcionalidades reativas
que permitem a adigdo de um rdtulo. Por exemplo, varias
abordagens estdo disponiveis para marcadores biotinilados
de forma que rétulos radiocativos, fluorescentes,
quimioluminescente, enzimidticos, ou eletrodensos possam ser
aderidos por meio de avidina. Veja, por exemplo, Broken e
cols., Nucl. Acids Res. (1978) 5: 363-384 que revela o uso
de rétulos de ferritina-avidina-biotina; e Chollet e cols.
Nucl. Acids Res. (1985) 13: 1529-1541 que revela
biotinilagdo dos terminais 5’ de oligonucleotidecs por meio
de um brago 1ligante de aminocalquilfosforamida. V&rios

métodos também estdo disponiveis para a sintese de
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oligonucleotideos amino-derivados que s3o rapidamente
rotulados por compostos fluorescentes ou de outros tipos de
compostos derivados por grupos amino-reativos, tais como
isotiocianato, N-hidroxisuccinimida, ou outros mais, veja,
por exemplo, Connolly (1987) Nucl. Acids Res. 15: 3131-
3139, Gibson e cols. (1987) Nucl. Acids Res. 15: 6455-6467
e Patente U.S. No. 4.605.735 para Miyoshi e cols. Também
estdo disponiveis métodos para a sintese de
oligonucleotideos sulfidril-derivados que podem reagir com
rétulos especificos para tiol, veja, por exemplo, Patente
U.S. No. 4.757.141 para Fung e cols., Connolly e cols.
(1985) Nucl. Acids Res. 13: 4485-4502 e Spoat e cols.
(1987) Nucl. Acids Res. 15: 4837-4848. Uma revisdo
abrangente de metodologias para a rotulagem de fragmentos
de DNA é fornecida em Matthews e cols., Anal. Biochem.
(1988) 169: 1-25.

Por exemplo, marcadores podem ser rotulados de forma
fluorescente pela ligac3o de uma molécula fluorescente ao
terminal ndo-ligante do marcador. Um guia para a selegdo de
rétulos fluorescentes apropriados pode ser pode ser
encontrado em Smith e cols., Meth.Enzymol. (1987) 155: 260-
301; Karger e cols., Nucl. Acids Res. (1991) 19: 4955-4962;
Haugland (1989) Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR). Rbétulos
fluorescentes preferidos incluem fluoresceina e derivados
desta, tal como revelado na Patente U.S. No. 4.318.846 e
Lee e cols., Cytometry (1989) 10:151-164, e 6-FAM, JOE,
TAMRA, ROX, HEX-1, HEX-2, ZOE, TET-1 ou NAN-2, e outros

mais.

Adicionalmente, marcadores podem ser rotulados com um
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éster de acridinio (AE) usando as técnicas descritas
abaixo. Tecnologias atuais permitem que o rétulo de AE seja
colocado em qualquer localizagdo dentro do marcador. Veja,
por exemplo, Nelson e cols. (1985) “Detection of Acridinium
Esters by Chemiluminescence” em Nonisotopic Probing,
Blotting and Sequencing, Kricka L.J. (ed) Academic Press,
San Diego, CA; Nelson e cols. (1994) “Application of the
Hybridization Protection Assay (HPA) to PCR” em The
Polymerase Chain Reaction, Mullis e cols. (eds.)
Birkhauser, Boston, MA; Weeks e cols., Clin. Chem. (1983)
29: 1474-1479; Berry e cols., Clin. Chem. (1988) 34: 2087-
2090. Uma molécula de AE pode ser diretamente anexada ao
marcador usando quimica de brago ligante n3o baseado em
nucleotideo que permite a colocagdo do rétulo em qualquer
localizagdo dentro do marcador. Veja, por exemplo, Patentes
U.S. Nos. 5.585.481 e 5.185.439.

Em certas modalidades, um controle interno (IC) ou um
padrdo interno € adicionado para servir como um controle
para a captura e amplifica¢do do alvo. Preferentemente, o
IC inclui uma seqUéncia que difere da seqiéncia-alvo, é
capaz de hibridizar com as seqléncias marcadoras usadas
para a separagdo dos oligonucleotideos especificos para o
organismo da amostra, e & capaz de amplificac3o. O uso do
IC permite o controle do processo de separacdo, do processo
de amplificagdo, e do sistema de detecg3o, e permite o
monitoramento da performance do ensaio e quantificacdo para
a amostra (s). Uma seqléncia representativa da qual o IC
pode ser obtido é mostrada na Figura 12. O IC pode ser
incluido em qualquer ponto adequado, por exemplo, no tampio

de lise. Em uma modalidade, o IC compreende M13 ssDNA
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contendo uma seqiéncia de nucleotideos de um parvovirus B19
e uma seqléncia exclusiva que hibridiza com o marcador, por
exemplo, compreendendo sequéncias da regido VP1l, onde uma
seqiiéncia-alvo &€ modificada pela substitui¢do ou delecgdo de
5-20 bases ou mais, preferentemente 5-15 bases, tais como
5, 10 ou 15, bases ou qualquer nimero entre essas faixas.
As bases substituidas ou deletadas preferentemente ocorrem
sobre todo o comprimento da seqUéncia-alvo de forma dque
somente 2 ou 3 seqUéncias consecutivas seja substituidas.
Dessa forma, por exemplo, se a sequéncia-alvo for
CTACTTGCTGCGGGAGAAAAACACCT (ID. DE SEQ. N°: 91), entdo a
seqUéncia pode ser substituida com, por exemplo,
AGCTAGACCTGCATGTCACTG (ID. DE SEQ. N°: 90) no IC.

0 suporte s6lido pode adicionalmente incluir
marcadores especificos para o padrdoc interno (marcador de
IC), facilitando assim a captura gquando se usa o marcador
de IC. O marcador de IC pode opcionalmente ser acoplado com
um rétulo detectdvel que é diferente do rétulo detectével
para a sequéncia-alvo. Em modalidades onde o rétulo
detectavel & um fluordforo, o IC pode ser quantificado de
forma espectrofotométrica e pode estudos de limite de
detecgdo. Tipicamente, o nuimero de cdépia do IC que ndo
interfere com a detecgdo-alvo é determinado pela titulacgdo
do IC com wum IU fixo de alvo, preferentemente na
extremidade inferior, e uma curva-padrdo é gerada pela
diluicdo de uma amostra de IC internacionalmente aceito.
Para quantificagdo de parvovirus Bl9, um painel de oito
membros de 8000 IU - 125 IU pode ser usado.

Em outra modalidade, um IC, como aqui descrito, é

combinado com RNA isclado da amostra de acordo com
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técnicas-padrdo conhecidas por aqueles experientes na
técnica, e aqui descritas. O RNA €& entdo transcrito de
forma reversa wusando uma transcriptase reversa para
fornecer DNA de «cépia. As sequiéncias de cDNA podem
opcionalmente ser amplificadas (por exemplo, por PCR)
usando iniciadores rotulados. Os produtos de amplificacso
sdo separados, tipicamente por eletroforese, e a quantidade
de radiocatividade (proporcional & quantidade de produto
amplificado) é determinada. A quantidade de mRNA na amostra
é entdo calculada por comparagdo com o sinal produzido
pelos padrdes conhecidos.

Os iniciadores e marcadores acima descritos podem ser
usados em técnicas baseadas na reac3o em cadeia de
polimerase (PCR) para detectar infeccdo por parvovirus B19
em amostras bioldgicas. PCR € uma técnica para amplificacdo
de uma sequéncia-alvo de Acidos nucléicos desejada contida
em uma molécula de &cido nucléico ou mistura de moléculas.
Em PCR, um par de iniciadores é empregado em excesso para
hibridizar para os filamentos complementares do &cido
nucléico-alvo. Os iniciadores s3o cada um estendido por uma
polimerase usando o &cido nucléico-alvo como um modelo. Os
produtos de extensdo se tornam eles mesmos sequéncias-alvo
apbs dissociacdo do filamento-alvo original. Novos
iniciadores sdo entdo hibridizados e estendidos por uma
polimerase, e o} ciclo pe repetido para aumentar
geometricamente o nimero de moléculas de sequéncia-alvo. O
método de PCR para amplificac3o seqléncias-alvo de &cido
nucléico em uma amostra é bem conhecido na técnica e foi
descrito em, por exemplo, Innis e cols. (eds.) PCR

Protocols (Academic Press, NY 1990); Taylor (1991)
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Polymerase chain reaction: basic principles and automation,
in PCR: A Practical Approach, McPherson e cols. (eds.) IRL
Press, Oxford; Saiki e cols. (1986) Nature 324: 163; bem
como nas Patentes U.S. Nos. 4.683.195, 4.683.202 e
4.889.818.

Em particular, PCR usa iniciadores de oligonucleotideo
relativamente curtos que flanqueiam a seqléncia-alvo de
nucleotideos a ser amplificada, orientado de tal forma que
suas extremidades 3’ fiam diante uma da outra, cada
iniciador se estendendo em direg¢do ao outro. A amostra de
polinucleotideo &€ extraida e desnaturada, preferentemente
por aquecimento, e hibridizada com primeiro e segundo
iniciadores que estdo presentes em excesso molar. A
polimerizacdo é catalisada na ©presenca dos quatro
desoxirribonucleotideo trifosfatos (dNTPs - dATP, dGTP,
dCTP e dTTP) wusando um agente de polimerizagdo de
polinucleotideo dependente de iniciador e de modelo, tal
como qualquer enzima capaz de produzir produtos de extensao
de iniciador, por exemplo, DNA polimerase I de E. coli,
fragmento de Klenow de DNA polimerase I, T4 DNA polimerase,
DNA polimerases termoestdveis isoladas de Thermus aquaticus
(Taq) , disponiveis a partir de véarias fontes (por exemplo,
Perkin Elmer), Thermus thermophilus (United States
Biochemicals), Bacillus stereothermophilus (Bio-Rad), ou
Thermococcus litoralis (polimerase “Vent”, New England
Biolabs). Isso resulta em dois “produtos longos” que contém
Os respectivos iniciadores em suas extremidades 5’ ligados
de forma covalente aos complementos recentemente
sintetizados dos filamentos originais. A mistura de reagdo

& entdo retornada as condi¢des de polimerizagdo, por
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exemplo, pela diminuicdo da temperatura, inativagdo do
agente de desnaturagdo, ou adig¢do de mais polimerase, e um
segundo ciclo é iniciado. O segundo ciclo fornece os dois
filamentos originais, os dois produtos longos do primeiro
ciclo, dois novos produtos longos replicados dos filamentos
originais, e dois “produtos curtos” replicados dos produtos
longos. Os produtos curtos tém a seqiéncia da sequéncia-
alvo com um iniciador em cada extremidade. Em cada ciclo
adicional, dois produtos longos adicionais s&@o produzidos,
e um numero de produtos curtos igual ao nimero de produtos
longos e curtos que permanecem na extremidade do ciclo
prévio. Dessa forma, o nimeroc de produtos curtos contendo a
seguéncia-alvo cresce exponencialmente com cada ciclo.
Preferentemente, PCR é realizada com um ciclador térmico
comercialmente disponivel por, por exemplo, Perkin Elmer.

RNAs podem ser amplificados pela transcrigdo reversa
do mRNA em cDNA, e entdo realizagdo de PCR (RT-PCR), como
descrito acima. Alternativamente, uma Gnica enzima pode ser
usada para ambas as etapas como descrito na Patente U.S.
No. 5.322.770. mRNA também pode ser transcrito de forma
reversa em cDNA, seguido por reagdo em cadeia de ligase de
intervalo assimétrico (RT-AGLCR) como descrito por Marshall
e cols. (1994) PCR Meth. App. 4: 80-84.

O ensaio fluorogénico de 5’ nuclease, conhecido como o
ensaio TaqManTM (Perkin-Elmer), é um poderoso e versatil
sistema de detecgdo baseado em PCR para alvos de é&cido
nucléico. Dessa forma, iniciadores e marcadores derivados
de regides do genoma do parvovirus Bl9 aqui descritos,
podem ser usados em anadlises TagMan™ para detectar a

presenga de infecgdo em uma amostra bioldgica. A andlise é
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realizada em conjunto com ciclagem térmica monitorando-se a
geragdo de sinais de fluorescéncia. O sistema de ensaio
dispensa a necessidade de anédlise eletroforética em gel, e
tem a capacidade de gerar dados quantitativos que permitem
a determinagdo de nimeros de cdpia de alvo.

O ensaio fluorogénico de 5’ nuclease é realizado
convenientemente usando, por exemplo, AmpliTag Gold™ DNA
polimerase, que tem atividade enddgena de 5’ nuclease, para
digerir um marcador de oligonucleotideo interno rotulado
tanto com um corante relator fluorescente como com um
extintor (veja, Holland e cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1991) 88: 7276-7280; e Lee e cols., Nucl. Acids Res.
(1993) 21: 3761-3766). Os vresultados do ensaio sdo
detectados pela medigdo das mudangas em fluorescéncia gque
ocorrem durante o ciclo de amplificagdo a medida em que o
marcador fluorescente é digerido, desacoplando os rdtulos
do corante e extintor e causando um aumento no sinal
fluorescente que é proporcional a amplificagdo de DNA-alvo.

Os produtos de amplificagdo podem ser detectados em
solugdo ou usando suportes sdlidos. Nesse método, o©O
marcador TagMan™ é designado para hibridizar para uma
sequéncia-alvo dentro do produto de PCR desejado. A
extremidade 5’ do marcador TagMan™ contém um corante
relator fluorescente. A extremidade 3’ do marcador é
blogqueada para evitar a extensdo do marcador e contém um
corante que iré& extinguir a fluorescéncia do fluordéforo 5'.
Durante amplificagdo subseqlente, o rétulo fluorescente 5’
€ retirado por clivagem se uma polimerase com atividade de
5’ exonuclease estiver presente na reacdo. A excisdo do

fluoréforo 5’ resulta em um aumento na fluorescéncia que
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pode ser detectado.

Em particular, o marcador de oligonucleotideo &
construido de forma que o marcador existe em pelo menos uma
conformagdo de filamento Gnico quando ndo-hibridizado onde
a molécula extintora estiver prdéxima o bastante da molécula
relatora para extinguir a fluorescéncia da molécula
relatora. O marcador de oligonucleotideo também existe em
pelo menos uma conformagdo quando hibridizado para um
polinucleotideo-alvo de forma que a molécula extintora ndo
esteja posicionada prdéxima o bastante da molécula relatora
para extinguir a fluorescéncia da molécula relatora.
Adotando-se essas conformag¢des hibridizadas e nao-
hibridizadas, a molécula relatora e molécula extintora no
marcador exibem intensidades diferentes de sinal de
fluorescéncia quando o marcador estd hibridizado e ndo-
hibridizado. Como resultado, €é possivel determinar se o
marcador estd hibridizado ou ndo-hibridizado com base em
uma mudan¢a na intensidade de fluorescéncia da molécula
relatora, da molécula extintora, ou uma combinag¢do destas.
Em adicdo, pelo fato do marcador poder ser designado de
forma que a molécula extintora extingue a molécula relatora
quando o marcador estd ndo-hibridizado, o marcador pode ser
designado de forma que a molécula relatora exibe
fluorescéncia limitada, a menos que o marcador esteja tanto
hibridizado como digerido.

Conseqlientemente, a presente invencdo se relaciona a
métodos para amplificagdoc de uma éeqﬁéncia—alvo de
nucleotideos de parvovirus B19 usando um A&acido nucléico
polimerase que tem atividade de 5’ a 3’ nuclease, um ou

mais iniciadores capazes de hibridizar para a sequéncia-
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alvo de B1l9, e um marcador de oligonucleotideo capaz de
hibridizar para a seqUéncia-alvo de Bl9 3’ em relagdo ao
iniciador. Durante amplifica¢do, a polimerase digere o
marcador de oligonucleotideo quando ele estd hibridizado
para a sequéncia-alvo, separando, dessa forma, a molécula
relatora da molécula extintora. A medida em dque a
amplificagdo €é conduzida, a fluorescéncia da molécula
relatora & monitorada, com a fluorescéncia que corresponde
a ocorréncia de amplificagdo de &cido nucléico. A molécula
relatora & preferentemente um corante de fluoresceina e a
molécula extintora é ©preferentemente um corante de
rodamina.

Embora o comprimento dos iniciadores e marcadores
possa variar, as seqléncias marcadoras sdo selecionadas de
forma que elas tenham uma temperatura de fusdo mais baixa
do que as seqUéncias iniciadoras. essa forma, as segiéncias
iniciadoras sdo geralmente mais longas do que as sequéncias
marcadoras. Tipicamente, as sequéncias iniciadoras estdo na
faixa de entre 10-75 nucleotideos de comprimento, mais
tipicamente na faixa de 20-45. O marcador tipico estd na
faixa de entre 10-50 nucleotideos de comprimento, mais
tipicamente 15-40 nucleotideos de comprimento.

Se for wusado um suporte sbélido, o marcador de
oligonucleotideo pode ser anexado ao suporte sélido de
varias maneiras. Por exemplo, o marcador pode ser anexado
ao suporte sblido por adesdo do nucleotideo terminal 3’ ou
5’ do marcador ao suporte sdblidco. Mais preferentemente, o©
marcador é anexado ao suporte sélido por um ligante que
serve para distanciar o marcador do suporte sdlido. O

ligante usualmente tem comprimento de pelo menos 1530
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atomos, mais preferentemente comprimento de pelo menos 15-
50 dtomos. O comprimento necessdrio do ligante ira depender
do suporte sdélido particular usado. Por exemplo, um ligante
de seis &tomos é geralmente suficiente quando é usado
poliestireno de alta entrecruzado é usado como o suporte
sbélido.

Uma ampla variedade de ligantes é conhecida na técnica
que podem ser usados ©para anexar o marcador de
oligonucleotideo ao suporte sélido. O ligante pode ser
formado de qualquer composto que nao interfira
significativamente com a hibridizagdo da sequéncia-alvo
para o marcador aderido ao suporte sdlido. O ligante pode
ser formado de um oligonucleotideo homopolimérico que pode
ser rapidamente adicionado ao ligante ©por sintese
automatizada. Alternativamente, polimeros tais como
polietileno glicol funcionalizado pode ser usado como o
ligante. Tais polimeros sdo preferidos em relacdo aos
oligonucleotideos homopoliméricos porgue eles nao
interferem significativamente com a  hibridizacgao de
marcador para o oligonucleotideo-alvo. Polietileno glicol é
particularmente preferido.

As ligagbes entre o suporte sdlido, o 1ligante e o
marcador sdo preferentemente ndo clivadas durante a remocio
de grupos de protegdo de base sob condicdes basicas em alta
temperatura. Exemplos de liga¢des preferidas incluem
ligagdes de carbamato e amida.

Exemplos de tipos preferidos de suportes sdélidos para
imobilizagdo do marcador de oligonucleotideo incluem vidro
porcso controlado, placas de vidro, poliestireno, glébulos

de poliestireno cobertos por avidina, celulose, ndilon, gel
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de acrilamida e dextrana ativada.

Para uma descrigdo detalhada do ensaio TagMan™,
reagentes e condig¢des para uso nesta, veja, por exemplo,
Holland e cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1991) 88
7276-7280; Patentes U.S. Nos. 5.538.848, 5.723.591, e
5.876.930.

As seqUéncias de parvovirus Bl9 aqui descritas também
podem ser usadas como uma base para ensaios de amplificagdo
mediada por transcrigdo (TMA). TMA fornece um método de
identificagdo de sequéncias-alvo de acido nucléico
presentes em gquantidades muito pequenas em uma amostra
biolégica. Tais sequéncias podem ser dificeis ou
impossiveis de serem detectadas usando métodos diretos de
ensaio. Em particular, TMA um sistema de amplificagdo de
dcido nucléico-alvo isotérmico, autocatalitico, que pode
fornecer mais de um bilhdc de cdpias de RNA de uma
sequéncia-alvo. O ensaio pode ser feito qualitativamente,
para detectar com precisdo a presenga ou auséncia da
sequéncia-alvo em uma amostra biolégiéa. O ensaio também
pode fornecer uma medida quantitativa da quantidade de
seqiéncia-alvo em relagdo & faixa de concentragdo de varias
ordens de magnitude. TMA fornece um método para sintetizar
de forma autocatalitica cdpias miltiplas de uma sequéncia-
alvo de A&acidos nucléicos sem manipulagdo repetitiva de
condic¢des de reacgdo tais como temperatura, forga idnica e
pPH.

De forma geral, TMA inclui as seguintes etapas: (a)
isolamento do &cido nucléico, incluindo RNA, da amostra
biolégica de interesse suspeita de estar infectada com

parvovirus B19; e (b) combinag¢do na mistura de reagdo (i)
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do &cido nucléico isolado, (ii) do primeiro e do segundo
iniciadores de oligonucleotideo, o primeiro iniciador tendo
uma seqUéncia de formagdo de complexo suficientemente
complementar & porgdo do terminal 3’ de uma seqiéncia-alvo
de RNA, se presente (por exemplo o filamento (+)), para com
ela formar um complexo, e o segundo iniciador tendo uma
sequéncia de formagao de complexo suficientemente
complementar a porgdo do terminal 3’ da seqgléncia-alvo de
seu complemento (por exemplo, o filamento (-)) para com ela
formar um complexo, onde o primeiro oligonucleotideo ainda
compreende uma seqUéncia 5’ & seqUéncia de formagdo de
complexo que inclui um promotor, (iii) wuma transcriptase
reversa ou DNA polimerases dependentes de RNA e DNA, (iv)
uma atividade de enzima gque degrada seletivamente o
filamento de RNA de um complexo RNA-DNA (tal como uma RNAse
H) e (v) uma RNA polimerase que reccnhece o promoter.

Os componentes da mistura de reagdo podem ser
combinados em etapas ou de uma vez. A mistura de reagdo é
incubada sob condigdes pelas quais um oligonucleotideo
/seqiéncia-alvo é formado, incluindo preparagdo de DNA e
condigdes de sintese de Aacido nucléico (incluindo
ribonucleotideo trifosfatos e desoxirribonucleotideo
trifosfatos) por um periodo de tempo suficiente para
fornecer miltiplas cdpias da sequéncia-alvo. A reagdo de
forma vantajosa ocorre sob condigdes adequadas para
manutengdo da estabilidade de componentes da reac¢do tais
como as enzimas componentes e sem requerer modificagao ou
manipulagdo de condigdes de reagdo durante o curso da
reacdo de amplificagdo. ConsequUentemente, a reagdao pode

ocorrer sob condigbes que sdo substancialmente isotérmicas
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e incluem forga idnica e pH substancialmente constantes. A
reacgao convenientemente nao requer uma etapa de
desnaturagdo para separar o complexo RNA-DNA produzido pela
primeira reagdo de extens3o de DNA.

DNA  polimerases adequadas incluem transcriptases
reversas, tais como transcriptase reversa de virus de
mieloblastose avidria (AMV) (disponivel por, por exemplo,
Seikagaku America, Inc.) e transcriptase reversa do virus
da leucemia muridea de Moloney (MMLV) (disponivel, por
exemplo, por Bethesda Research Laboratories) .

Promotores ou sequéncias promotoras adequadas para
incorporagdo nos iniciadores s3o seqiéncias de 4&cido
nucléico (sejam de ocorréncia natural, produzidas
sinteticamente ou um produto de uma digestd3o por restrigao)
que sdo reconhecidas especificamente por uma RNA polimerase
que reconhece e se liga a&quela seqliéncia e inicia o
processo de transcricdo pelo qual sdo produzidos
transcritos de RNA. A sequéncia pode opcionalmente incluir
bases de nucleotideo que se estendem além do real sitio de
reconhecimento para a RNA polimerase que pode conferir
estabilidade ou susceptibilidade adicional aos processos de
degradagdo ou eficiéncia de transcric3o aumentada. Exemplos
de promotores fGteis incluem aqueles que s3c reconhecidos
por certas polimerases de bacteridéfago tais como aqueles de
bacteriéfago T3, T7 ou SP6, ou um promotor de E. coli.
Essas RNA polimerases estdo rapidamente disponiveis por
fontes comerciais, tais como New England Biolabs e
Epicentre.

Algumas das transcriptase reversas adequadas para uso

nos métodos desta té&m uma atividade de RNAse H, tal ccmo
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transcriptase reversa de AMV. Pode, no entanto, ser
preferivel adicionar RNAse H exdgena, tal como RNAse H de
E. coli, mesmo quando for usada transcriptase reversa de
AMV. RNAse H estd prontamente disponivel por, por exemplo,
Bethesda Research Laboratories.

Os transcritos de RNA produzidos por esses métodos
podem servir como modelos para a produgdo de cdpias
adicionais da seqliéncia-alvo através dos mecanismos acima
descritos. O sistema é autocatalitico e a amplificagdo
ocorre de forma autocatalitica sem a necessidade de se
modificar ou mudar repetidamente as condig¢des de reagdo
tais como temperatura, pH, forga idnica ou outras mais.

A detecgdo pode ser feita usando uma ampla variedade
de métodos, incluindo seqlenciamento direto, hibridizagao
com oligbmeros com especificidade de sequéncia,
eletroforese em gel e espectrometria de massa. Esses
métodos podem usar formatos heterogéneos ou homogéneos,
rétulos isotdpicos ou ndo-isotdpicos, bem como nenhum
rétulo.

Um método de detecgdo preferivel é o uso de marcadores
de oligonucleotideo com especificidade de seqténcia-alvo,
derivados dos fragmentos de 4,7 kbp, 700 bp, 370 bp e 214
bp acima descritos. Os marcadores podem ser usados em
ensaios de protec¢do de hibridizacao (HPA) . Nessa
modalidade, os marcadores s3o convenientemente zrotulados
com éster de acridinio (AE), uma molécula altamente
quimioluminescente. Veja, por exemplo, Nelson e cols.
(1995) “Detection of Acridinium Esters by
Chemiluminescence” em Nonisotopic Probing, Blotting and

Sequencing, Kricka L.J. (ed) Academic Press, San Diego, CA;
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Nelson e cols. (1994) “Application of the Hybridization
Protection Assay (HPA) to PCR” em The Polymerase Chain
Reaction, Mullis e cols. (eds.) Birkhauser, Boston, MA;
Weeks e cols., Clin. Chem. (1983) 29: 1474-1479; Berry e
cols., Clin. Chem. (1988) 34: 2087-2090. Uma molécula de AE
é diretamente anexada ao marcador usando uma quimica de
brago ligante ndoc baseado em nucleotideo que permite a
colocagdo do rdétulo em qualquer localizagcdo dentro do
marcador. Veja, por exemplo, Patentes U.S. Nos. 5.585.481 e
5.185.439. Quimiluminescéncia é desencadeada por reagdo com
perdéxido de hidrogénio alcalino que rende um perdxido de
hidrogénio excitado que subseqlentemente colapsa para o
estado fundamental com a emissao de um féton.
Adicionalmente, AE causa hidrdlise de éster que rende o
dcido metil acridinio carboxilico ndo-quimioluminescente.

Quando a molécula de AE é anexada de forma covalente a
um marcador de &cido nucléico, hidrdélise é rapida sob
condigdes levemente alcalinas. Quando o marcador rotulado
por AE é exatamente complementar ao &cido nucléico-alvo, a
taxa de hidrdlise de AE €& grandemente reduzida. Dessa
forma, marcador rotulado por AE hibridizado e ndo-
hibridizado pode ser detectado diretamente em solugdo, sem
a necessidade de separagdo fisica.

HPA geralmente consiste nas seguintes etapas: (a) o
marcador rotulado por AE é  hibridizado com o A&cido
nucléico-alvo em solugdo por cerca de 15 a cerca de 30
minutos. Uma solugdo levemente alcalina é entdo adicionada
e AE acoplado ao marcador ndo-hibridizado é hidrolisado.
Essa reagdo leva aproximadamente 5 a 10 minutos. O A0

P

associado com hibrido restante é detectado como uma medida
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da quantidade de alvo presente. Essa etapa leva
aproximadamente 2 a 5 segundos. Preferentemente, a etapa de
hidrélise diferencial é conduzida na mesma temperatura que
a etapa de hibridizagdo, tipicamente a 50 a 70°cC.
Alternativamente, uma segunda etapa de hidrélise
diferencial pode ser conduzida em temperatura ambiente.
Isso permite que sejam usados pHs elevados, por exemplo na
faixa de 10-11, que geram diferencas maiores na taxa de
hidrdlise entre marcador rotulado por AE hibridizado e nio-
hibridizado. HPA é descrito em detalhe, por exemplo, nas
Patentes U.S. Nos. 6.004.745; 5.948.899; e 5,283.174.

TMA é descrito em detalhe, por exemplo, na Patente
U.S5. No. 5.399.491. Em um Exemplo de um ensaio tipico, uma
amostra isolada de &cido nucléico, suspeita de conter uma
sequéncia-alvo de parvovirus B19, é misturada com um
concentrado de tampdo contendo o tampdo, sais, magnésio,
nucleotideo trifosfatos, iniciadores, ditiotreitol, e
espermidina. A reagdo é opcionalmente incubada a cerca de
100°C por aproximadamente dois minutos para desnaturar
qualquer estrutura secundidria. Apdés resfriamento até a
temperatura ambiente, transcriptase reversa, RNA
polimerase, e RNAse H s3o adicionadas e a mistura &
incubada por duas a quatro horas a 37°C. A reagdao pode
entdo ser testada pela desnaturagdo do produto, adigdo de
uma solugdo de marcador, incubagdo por 20 minutos a 60°C,
adigdo de uma solugd3o para hidrolisar seletivamente o
marcador nao-hibridizado, incubagdo da reac3do por seis
minutos a 60°C, e medicd3o da quimiluminescéncia restante em

um lumindmetro.

As moléculas de oligonucleotideo da presente invencio
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também podem ser usadas em amplificag¢do baseada em
sequéncia de A&cido nucléico (NASBA). Esse método €& um
processo dirigido por promotor, enzimdtico, gque induz
amplificagdo homogénea e isotérmica continua in vitro, de
um &cido nucléico especifico para fornecer cdpias de RNA do
dcido nucléico. Os reagentes para a condugdo de NASBA
incluem um primeiro iniciador de DNA com uma cauda de 5’
que compreende um promotor, um segundo iniciador de DNA,
transcriptase reversa, RNAse-H, T7 RNA polimerase, NTP's e
dNTP’s. Usando NASBA, sdo geradas grandes gquantidades de
RNA de filamento a partir de RNA ou DNA de filamento dnico,
ou DNA de filamento duplo. Quando RNA deve ser amplificado,
o ssRNA serve como um modelo para a sintese de um primeiro
filamento de DNA por prolongamento de um primeiro iniciador
contendo um sitio de reconhecimento de RNA polimerase. Esse
filamento de DNA por sua vez serve como O modelo para a
sintese de um segundo filamento de DNA, complementar, por
prolongamento de um segundo iniciador, resultando em um
sitio de promotor de RNA-polimerase de filamento duplo, e o
segundo filamento de DNA serve como um modelo para a
sintese de grandes quantidades do primeiro modelo, o ssRNA,
com o auxilio de uma RNA polimerase. A técnica NASBA &
conhecida na técnica e descrita em, por exemplo, Patente
Européia 329.822, Aplicagdo de Patente Internacional No. WO
91/02814, e Patentes U.S. Nos. 6.063.603, 5.554.517 e
5.409.818.

As seqglUéncias de parvovirus Bl9 aqui descritas também
sdo Gteis em técnicas de hibridizagdo de acido nucléico e
amplificag¢do gque utilizam molécula de DNA ramificado. Em um

ensaio bésico de hibridizagdaoc de acido nucléico, acido
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nucléico analisado de filamento Gnico é hibridizado para um
marcador rotulado de &acido nucléico de filamento UGnico e
sdo detectadas duplas rotuladas resultantes. Variagdes
desse esquema bésico foram desenvolvidas para facilitar a
separagdo das duplas a serem detectadas de materiais
extrinsecos e/ou para amplificar o sinal que é detectado.
Um método para amplificagdo do sinal usa multimeros de
amplificagdo que sdo polinucleotideos com um primeiro
segmento que hibridiza especificamente para o &acido
nucléico analisado ou um filamento de &cido nucléico ligado
ac analisado e interagdes de um segundo segmento que
hibridiza especificamente para um marcador rotulado. A
amplificagdo €é teoricamente proporcional ao nUmero de
intera¢des do segundo segmento. Os multimeros podem ser
tanto lineares gquanto ramificados. Dois tipos gerais de
multimeros ramificados sdo Gteis nessas técnicas: divididos
e penteados. Métodos para fabricagdo e uso de moléculas de
dcido nucléico ramificados s8o conhecidos na técnica e
descritos em, por exemplo, Patente U.S. No. 5.849.481.

Em outro aspecto da invengdo, dois ou mais dos testes
acima descritos sdo realizados para confirmar a presenga do
organismo. Por exemplo, sSe o primeiro teste usou a
amplificagdo mediada por transcric3o (TMA) para amplificar
0s &cidos nucléicos para detecgdo, entd3o é realizado um
ensaio de teste alternativo de &cido nucléico (NAT), por
exemplo, pelo uso de amplificagdo por PCR, RT PCR, e outros
mais, comc aqui descritos. Dessa forma, parvovirus B1l9 pode
ser especificamente e seletivamente detectado mesmo quando
a amostra contém outros organismos, tais como HIV, e virus

da Hepatite B, por exemplo.
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Como & facilmente aparente, o projeto dos ensaios aqui
descritos estdo sujeitos a grande possibilidade de
variagdo, e muitos formatos s3o conhecidos na técnica. As
descrigdes acima sdo fornecidas meramente como um guia, e
aquele experiente na técnica pode facilmente modificar os
protocolos descritos, usando técnicas bem conhecidas na
técnica.

Os reagentes de ensaio acima descritos, incluindo os
iniciadores, marcadores, suporte sélido com marcadores
ligados, bem como outros reagentes de detecc¢3c, podem ser
fornecidos em kits, com instrugdes adequadas e outros
reagentes necesséarios, a fim de conduzir os ensaios como
descrito acima. O kit ird normalmente conter em recipientes
separados a combinagdo de iniciadores e marcadores (ja
unidos a uma matriz sélida ou separados com reagentes para
uni-los a matriz), formulagdes de controle (positivas e/ou
negativas), reagentes rotulados quando o formato do ensaio
requerer oOs mesmos e reagentes de geragdo de sinal (por
exemplo, substrato de enzima) se o rétulo nd3o gera um sinal
diretamente. Instrugdes (por exemplo, escritas, fitas, VCR,
CD-ROM, etc.) para a realizagdo do ensaio usualmente serio
incluidas no kit. O kit também pode conter, dependendo do
ensaio em particular usado, outros reagentes e materiais
embalados (ou seja tampdes de lavagem e outros mais).
Ensaios-padrdo, tais como aqueles acima descritos, podem
ser realizados usando esses kits.

ITITI. Experimental

Abaixo estdo Exemplos de modalidades especificas para
a realizagdo da presente invengdo. Os Exemplos sd3o

oferecidos somente para fins ilustrativos, e n3o visam
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limitar o escopo da presente invengdo de qualquer forma.

Foram feitos esforgos para assegurar a precisdao com
relagcdo aos numeros usados (por exemplo, guantidades,
temperaturas, etc.), mas alguns erros e desvios
experimentais devem, evidentemente, ser permitidos.

Nos seguintes Exemplos, enzimas foram adquiridas de
fontes comerciais, e usadas de acordo com as instrug¢des dos
fabricantes. Filtros de nitrocelulose e outros mais também
foram adquiridos de fontes comerciais.

O 1isolamento de fragmentos de DNA, exceto gquando
observado, todas as manipulagdes de DNA foram feitas de
acordo com procedimentos-padrdo. Veja, Sambrook e cols.,
supra. Enzimas de restrigdo, T4 DNA ligase, E. coli, DNA
polimerase I, fragmento de Klenow, e outros reagentes
bioldégicos podem ser adquiridos de fornecedores comerciais
e usados de acordo com as instrugdes dos fabricantes.
Fragmentos de DNA de filamento duplo foram separados em
géis de agarose.

Exemplo 1

Extracdo de Acido Nucléico de Parvovirus B19 para PCR

Amostras de soro humano que foram testadas positivas
previamente para parvovirus B19 humano tanto por IgM quanto
por testes PCR foram obtidas de fontes comerciais e usadas
para isolar DNA para subseqlentes experimentos de PCR.
Amostras foram estocadas a -80°C até usadas.

DNA foi extraido de 0,2 ml de soro usando o Mini Kit
QIAamp DNA Blood (QIAGEN, Valencia, CA) seguindo as
especificag¢des do fabricante com as seguintes
consideracdes. Foi adicionado DNA transportador ao tampao

de lise para melhorar o rendimento e ligagdo de a&cido
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nucléico. Em particular, foi adicionada uma quantidade de
5,6 Mg por amostra de &acido poliadenilico 5’ (Sigma, St.
Louis, MO) ou poli-da (Roche, Indianapolis, IN) .
Adicionalmente, DNA de parvovirus Bl9 foi eluido com 200 puL
de tampao AE (Qiagen) ao invés de &gua.

Exemplo 2

Detecgdo de Amostras de Acido Nucléico de Parvovirus B19-

Positivas por PCR

Foram usados dois procedimentos de PCR diferentes para
amplificar fragmentos de parvovirus 19. Um método, descrito
em detalhe abaixo, foi usado para amplificar fragmentos de
aproximadamente 700 bp, 370 bp e 214 bp (veja, Figura 1).
Foi usado “High Fidelity Expand PCR” (Roche) para
amplificar fragmentos de aproximadamente 4,7 kb. 0
fragmento de aproximadamente 700 bp Aas posicdes de
nucleotideo 2936-3635 do genoma do parvovirus Bl9 descrito
em Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936. O de
aproximadamente 370 bp ocorre dentro do fragmento de 700 bp
nas posigdes de nucleotideo 3073-3442. O fragmento de
aproximadamente 4,7 kb é um fragmento de 4677 nucleotideos
que corresponde as posicdes de nucleotideo 217-4893 de
Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936.

A fim de amplificar os fragmentos de Bl19 de
aproximadamente 700 bp, 370 bp e 214 bp, foram usados os

iniciadores mostrados na Tabela 1.

Tabela 1
Regido Sequéncia Produto Gendmico
Do Iniciador de PCR
VP-5 AGGAAGTTTGCCGGAAGTTC (ID.DE SEQ.N°:36) 370 bp VP1

VP-3 GTGCTGAAACTCTAAAGGTG (ID.DE SEQ.N°:37) 370 bp VP1
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VP2-5 GACATGGATATGAAAAGCCTGAAG

(ID.DE SEQ.N°: 38) 214 bp
VP1/VP2 GTTGTTCATATCTGGTTAAGTACT

(ID.DE SEQ.N°: 39) 214 bp
VP1/VP2
K-1sp ATAAATCCATATACTCATT (ID.DE SEQ.N°: 40) 700 bp
VP1/VP2
K-2sp CTAAAGTATCCTGACCTTG (ID.DE SEQ.N°: 41) 700 bp
VP1/VP2

Para esse experimento, PCR foi realizada em um volume
final de 100 pL usando 2 pL de DNA purificado de parvovirus
B19 (purificado como descrito acima), 0,2 mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato e 1,25 unidades de Pfu DNA
polimerase (Stratagene, La Jolla, CA). O perfil de
amplificagdoc envolveu desnaturagdo a 94°C por 2 minutos,
enrijecimento de iniciador a 37°C por 3 minutos e extensdo
a 72°C por 3 minutos por 35 ciclos. Uma pré-incubacdoc de 3
minutos a 94°C para assegurar desnaturac¢do inicial e uma
incubagdo final de 7 minutos a 72°C para assegurar a
extensdo completa de fragmentos precedeu e seguiu,
respectivamente, os 35 ciclos de PCR. Produtos de PCR foram
submetidos & eletroforese em géis de poliacrilamida 7%,
corados com brometo de etidio e visualizados sob uma fonte
de UV. A purificagdo de fragmentos amplificados foi
realizada usando o kit de purificagiio de PCR QiaQuick
(QIAGEN) .

Foi realizada PCR abrigada para amplificar o fragmento
de B19 de 370 bp quando a banda de 700 bp n3o foi
visualizada nos géis de poliacrilamida. O material de DNA

de 700 bp foi usado para a PCR abrigada usando iniciadores
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mostrados na Tabela 1.

“High Fidelity Expand PCR” (Roche) foi wusada para
amplificar o fragmento de parvovirus B1l9 de 4,7 kb como
segue. O kit “High Fidelity Expand PCR” (Roche) e
iniciadores Hicks-5 (5’CCCGCCTTATGCAAATGGGCAG3') (ID. DE
SEQ. N°: 42) e Hicks-3 (5' TTGTGTTAGGCTGTCTTATAGG3’) (ID. DE
SEQ. N°: 43) foram usados seguindo as recomendacdes do
vendedor. As condigdes de amplificacd3o foram 94°C por 1
minuto, 50°C por 2 minutos e 68°C por 4 minutos por 35 ou
45 ciclos. Uma pré-incubagdo a 94°C por 2 minutos e uma
pds-incubagdo a 75°C por 7 minutos também foram incluidas.
Os produtos de PCR foram separados em géis de agarose 1% e
purificados usando o kit de Purificagiio de PCR (Promega,
Madison, WI).

Exemplo 3

Clonagem de Fragmentos de DNA de Parvovirus B19

Os fragmentos de PCR foram clonados em vetores TOPO-TA
(Invitrogen, Carlsbad, CA). A clonagem nesses vetores &
altamente facilitada quando o DNA amplificado contém uma
tnica desoxiadenosina (A) em sua extremidade 3.
Consequentemente, uma reagdo catalitica para adicionar a 3’
(A) acima foi usada. Uma mistura de reag3o continha 1,25 mM
de dATP, 0,5 unidades de Tag polimerase (Perkin Elmer,
Boston, MA) e procedeu a 72°C por 15 minutos.

Fragmentos de PCR foram clonados no vetor pCR2.1-TOPO
usando kit de clonagem TA da Invitrogen (“TOPO™TA Cloning
Kit” com “One Shot TOP 10 Electrocompetent Cells”) seguindo
as especificag¢les do fabricante. Células bacterianas foram
incubadas a 37°C em placas de Meio de Cultura Luria

contendo ampicilina a 100 pg/ml, 0,66 mM IPTG e X-Gal
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0,033%. Um ntmero de coldnias brancas foi inoculado em 4 ml
de Meio de Cultura Luria ampicilina (100 ug/ml) e incubado
de um dia para o outro a 37°C com agitagdo. Trés ml das
culturas que permaneceram de um dia para o outro foram
usados para preparar DNA de plasmideo usando o kit QIAprep
Miniprep (QIAGEN). Clones recombinantes foram identificados
por andlise de enzima de restrigdo com EcoRI (New England e
Biolabs) e eletroforese em gel de poliacrilamida 7% ou de
agarose 1 % como descrito acima.

A fim de determinar as seqliéncias de DNA dos clones,
grandes quantidades de plasmideos de clones recombinantes
foram preparadas como acima e o DNA suspenso em TE (10 mM
Tris-HC1l, pH 8,0, 1 mM EDTA) a 0,2 mg/ml. A determinagdo da
seqiéncia de nucleotideos dos fragmentos de parvovirus 19
foi realizada usando um sistema Seqlenciador de DNA Applied
Biosystems Modelo 373 (ou Modelo 377).

Figuras 2A até 2U (IDS. DE SEQ. N°°: 1-21) revelam
seqiiéncias de DNA de 21 1isolados de parvovirus B19,
purificados, amplificados e seqlenciados como descrito
acima, que correspondem a posigdes de nucleotideo 2936-3635
do genoma do parvovirus B1l9 descrito em Shade e cols., J.
Virol. (1986) 58: 921-936 (o fragmento de 700 bp da Figura
1 e descrito acima). Figura 2A (ID. DE SEQ. N°: 1) é a
seqiéncia do isolado CH47-26; Figura 2B (ID. DE SEQ. N°: 2)
& a sequéncia do isolado CH48-29; Figura 2C (ID. DE SEQ.
N°: 3) é a sequéncia do isolado CH33-2; Figura 2D (ID. DE
SEQ. N°: 4) é a seqUéncia do isolado CH33-3; Figura 2E (ID.
DE SEQ. N°:5) é a sequéncia do isolado CH33-4; Figura 2F
(ID. DE SEQ. N°: 6) é a sequéncia do isolado CH42-7; Figura

2G (ID. DE SEQ. N°: 7) é a sequéncia do isolado CH42-18;
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Figura 2H (ID. DE SEQ. N°: 8) é a seqUéncia do isolado
CH42-19; Figura 21 (ID. DE SEQ. N°: 9) é a seglifncia do
isolado CH46-23; Figura 2J (ID. DE SEQ. N°: 10) é a
seqiéncia do isolado CH1-1; Figura 2K (ID. DE SEQ. N°: 11)
€ a seqléncia do isolado CH1-6; Figura 2L (ID. DE SEQ. N°:
12) é a seqgléncia do isolado CH2-8; Figura 2M (ID. DE SEQ.
N°: 13) & a sequéncia do isolado CH2-10; Figura 2N (ID. DE
SEQ. N°: 14) €& a seqiéncia do isolado CH2-11C; Figura 20
(ID. DE SEQ. N°: 15) é a seqguéncia do isolado CH5-13;
Figura 2P (ID. DE SEQ. N°: 16) é a seqUéncia do isolado
CH7-22; Figura 2Q (ID. DE SEQ. N°: 17) é a seqgliéncia do
isolado CH13-27; Figura 2R (ID. DE SEQ. N°: 18) é& a
sequéncia do isolado CH14-33; Figura 2S (ID. DE SEQ. N°:
19) é a seqgliéncia do isolado CH62-2; Figura 2T (ID. DE SEQ.
N°: 20) & a seqUéncia do isolado CH64-2; e Figura 2U (ID.
DE SEQ. N°: 21) é a sequéncia do isolado CH67-2.

Figuras 11A até 11Z (ID. DE SEQ. N°®: 62-87) revelam
sequéncias de DNA de um adicional de 26 isolados de
parvovirus B19, purificados, amplificados e seglienciados
como descrito acima, gque corresponde as posicgdes de
nucleotideo 2936-3635 do genoma do parvovirus B19 descrito
em Shade e cols., J. Virol. (1986) 58:921-936 (o fragmento
de 700 bp da Figura 1 e descrito acima). Figura 11A (ID. DE
SEQ. N°: 62) é a seqguéncia do isolado CH80-1; Figura 11B
(ID. DE SEQ. N°: 63) é a sequéncia do isolado CH81-3;
Figura 11C (ID. DE SEQ. N°: 64) é a seqUéncia do isolado
B19SCL14; Figura 11D (ID. DE SEQ. N°: 65) é a sequéncia do
isolado B19SCL2-1; Figura 11E (ID. DE SEQ. N°: 66) é a
seqiéncia do isolado B19SCL3-1; Figura 11F (ID. DE SEQ. N°:

67) &€ a seqgliéncia do isolado B19SCL4-3; Figura 11G (ID. DE
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SEQ. N°: 68) & a sequéncia do isolado B19SCL5-2; Figura 11H
(ID. DE SEQ. N°: 69) & a seqliéncia do isolado B19SCL6-2;
Figura 111 (ID. DE SEQ. N°: 70) é a seqiéncia do isolado
B19SCL7-3; Figura 11J (ID. DE SEQ. N°: 71) é a seqgliéncia do
isolado B19SCL8-2; Figura 11K (ID. DE SEQ. N°: 72) é a
seqiéncia do isolado B19SCL9-1; Figura 11L (ID. DE SEQ. N°:
73) € a seqtiéncia do isolado B19SCL9-9; Figura 11M (ID. DE
SEQ. N°: 74) €& a seqliéncia do isolado B19SCL10-2; Figura
11N (ID. DE SEQ. N°: 75) é a seqUéncia do isolado B19SCL11-
1; Figura 110 (ID. DE SEQ. N°: 76) é a seqiéncia do isolado
B19SCL12-1; Figura 11P (ID. DE SEQ. N°: 77) & a sequéncia
do isolado B19SCL13-3; Figura 11Q (ID. DE SEQ. N°: 78) é a
sequéncia do isolado B19SCL141; Figura 11R (ID. DE SEQ. N°:
79) é a sequéncia do isolado B19SCL15-3; Figura 11S (ID. DE
SEQ. N°: 80) é a sequéncia do isolado B19SCL16-2; Figura
11T (ID. DE SEQ. N°:81) é a seqgiéncia do isolado B19SCL17-
1; Figura 11U (ID. DE SEQ. N°: 82) é a seqiéncia do isolado
B19SCL18-1; Figura 11V (ID. DE SEQ. N°: 83) é a sequéncia
do isolado B19SCL19-1; Figura 11W (ID. DE SEQ. N°: 84) é a
seqiéncia do isolado B19SCL20-3; Figura 11X (ID. DE SEQ.
N°: 85) & a seqgliéncia do isolado B19SCL213; Figura 11Y (ID.
DE SEQ. N°: 86) é a seqléncia do isolado B19SCL22-11;
Figura 11Z (ID. DE SEQ. N°: 87) é a sequéncia do isolado
B19SCL2-14.

Comparagdes de sequéncia revelaram aproximadamente 98%
a 99,5% de homologia de seqliéncia dessa seqliiéncia de 700 bp
entre os varios isolados.

Figuras 3A-3C (ID. DE SEQ. N°: 22) mostram a seqiiéncia
para o fragmento de PCR de aproximadamente 4,7 kbp mostrada

na Figura 1 e descrita acima, do clone 2-Bl de parvovirus
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B19. A seqUéncia revelada nas figuras é um fragmento de
4677 nucleotideos correspondendo as posicgdes de nucleotideo
217-4893 de Shade e cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936. A
seqiiéncia revelada contém a estrutura de leitura aberta de
comprimento total de parvovirus B1l9 que codifica NS1, VPl e
VP2, mais seqiéncias ndo-traduzidas adicionais 5’ e 3’. O
fragmento seqienciado continha um nucleotideo adicional na
regido ndo-codificadora 5’ entre a posigdo de nucleotideo
367 e 368 da seqgUéncia de B1l9 reatada por Shade e cols., J.
Virol. (1986) 58: 921-936.

Figuras 4A-4C (ID. DE SEQ. N°: 23) mostram a sequéncia
para o fragmento de PCR de aproximadamente 4,7 kbp mostrada
na Figura 1 do clone 2-B6 de parvovirus Bl9. A seqléncia é
um fragmento de 4677 nucleotideos correspondendo as
posig¢des de nucleotideo 217-4893 de Shade e cols., J.
Virol. (1986) 58: 921-936. A seqlUéncia revelada contém a
estrutura de leitura aberta de comprimento total de
parvovirus Bl9 que codifica NS1, VPl e VP2, mais seqléncias
ndo-traduzidas adicionais 5’ e 3’. O fragmento seqlenciado
continha um nucleotideo adicional na regiao ndo-
codificadora 5’ entre a posigdo de nuclecotideo 367 e 368 da

sequéncia de B1l9 relatada por Shade e cols., J. Virol.

(1986) 58: 921-936.

Exemplo 4

Clonagem e Expressdo de Proteinas Recombinantes de

Parvovirus B19 NS1, VPl e VP2,

Fragmentos que codificam NS1, VPl e VP2 (veja Figura
1) foram amplificados usando o fragmento de 4,7 kb de
parvovirus B19 clonado em pCR2.1-TOPO (descrito acima). Em

particular, iniciadores de PCR (veja abaixo) foram
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designados para PCR fora das regides NS1, VP1l, e VP2 de
parvovirus Bl9. Para facilitar a clonagem dessas regides em
vetores de expressdo de levedura, foram introduzidos sitios
de restrigdo Xbal, HindIII e Sall nos iniciadores como
necessario.

Os 1iniciadores wusados para clonar e amplificar
fragmentos de parvovirus 19 para expressdo de levedura de
proteinas recombinantes NS1, VPl e VP2 eram baseados nas
seqiéncias obtidas acima e eram como segue:

NS1-5 (iniciador senso)
5'ATACTCTCTAGACAAAACAAAATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAAGTTTCTS !
(ID. DE SEQ. N°: 44)

NS1-3 (iniciador anti-senso)
5"GAGTATGTCGACTTACTCATAATCTACAAAGCTTTGCAATCCAGACAG3

(ID. DE SEQ. N°: 45)

VP1-5SN (iniciador senso)
5'ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGAGTAAAGAAAGTGGCAAATGGTGGGAAAGT3 !
(ID. DE SEQ. N°: 46)

VPALL-3 (iniciador anti-senso)
5'GAGTATGTCGACTTACAATGGGTGCACACGGCTTTTGGCTGTCCACAATTC3

(ID. DE SEQ. N°: 47)

VP2-5SN (iniciador senso)
5'ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACT3 !
(ID. DE SEQ. N°: 48)

Iniciadores de PCR foram sintetizados, purificados e
suspensos em 300 pul de dH,0 e suas densidades épticas a 260
nm determinadas. A mistura de reagdo continha 0,25 ng de
modelo, 100 pmol de cada iniciador, 10 pl de 1,25 mM de
cada dNTP e 1 unidade de Tag polimerase (Perkin Elmer,

Boston, MA) em um volume final de 50 pl. As condigdes de
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amplificagdo foram 94°C por 1 minuto, 50°C por 2 minutos e
68°C por 4 minutos para 35 ciclos. Uma pds-incubacdo de 7
minutos a 75°C foi adicionada para assegurar a extensdo
completa de fragmentos. Aliquotas de 5 pl foram usadas para
checar sintese de PCR por eletroforese em géis de agarose
1%. Todo o produto PCR foi ent3o submetido a eletroforese e
fragmentos que exibiam os tamanhos esperados foram
purificados dos géis usando o kit de Purificacdo de PCR
(Promega) seguindo as recomendacgdes do vendedor.
Aproximadamente 0,8 pg de DNA de PCR purificado foi
digerido com as enzimas de restrigd3o apropriadas (Roche)

por 3 horas a 37°C e os produtos foram adicionalmente

- purificados usando o kit de Purificagdo de PCR da Promega.

Plasmideo pBS24.1 foi usado para expressdo heterdloga
das proteinas recombinantes de parvovirus Bl9. Esse vetor
de expressdo de levedura contém sequéncias de 2 u e
repetigdes invertidas (IR) para replicac3dio autdnoma em
levedura, o terminador de fator-a para assegurar a
terminagdo de transcrigdo, e a levedura leu2-d e URA3 para
selegdo. A origem de replicagdo ColEl e o gene de B-
lactamase também estdo presentes para propagagdo e selecdo
em E. coli (Pichuantes e cols. (1996) “Expression of
Heterologous Gene Products in Yeast”. Em: Protein
Engineering: A Guide to Design e Production, Capitulo 5. J.
L. Cleland e C. Craik, eds., Wiley-Liss, Inc., New York, N.
Y. pp. 129-161). Plasmideo pBS24.1 foi digerido com
BamHI/Sall e desfosforilado com 10 unidades de fosfatase
alcalina de intestino de bezerro (Boheringer Manheim,
Indianapolis, 1IN) sob as condigdes recomendadas pelo

vendedor. Os fragmentos de PCR digeridos e purificados
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foram misturados com BamHI/Sall digerido pBS24.1 e com um
fragmento de DNA contendo o promotor hibrido de levedura
ADH2/GAPDH (Cousens e cols., Gene (1987) 61: 265- 275)
digerido ou com BamHI/Sful ou com um BamHI/HindIII,
dependendo dos sitios de restrigdo presentes nos fragmentos
de PCR a serem clonados. A ligac3o foi realizada com o kit
e protocolo do "“Roche Rapid Ligation kit”. A mistura de
ligagédo foi entao usada para transformar células
competentes HB10l1 de E. coli e transformantes foram
selecionados em placas de Meio de Cultura Luria contendo
ampicilina a 100 g/ml apds uma incubag¢do de um dia para o
outro a 37°C.

Varias colbnias de cada transformacgido foram retiradas
e 1inoculadas em 3 ml de Meio de Cultura Luria com
ampicilina a 100 g/ml e incubadas a 37°C com agitacdo de um
dia para o outro.

DNA de plasmideo foi preparado wusando 1,5 ml de
culturas o kit QIAprep Miniprep (QIAGEN) . Clones
recombinantes foram identificados por andlise analitica de
enzima de restricgdo com BamHI-Sall. Foram feitas
preparagdes em larga escala de plasmideos recombinantes
para realizar o sequUenciamento para confirmar a seqiéncia
de nucleotideos dos fragmentos clonados de parvovirus 19.

Plasmideos de expressdo de levedura que exibiam a
seqiéncia esperada para NS1, VPl e VP2 foram usados para
transformagdo de levedura como segue. Células AD#
competentes de Saccharomyces cerevisiae [Mat a, trpl+,
ura3-52, prbl-1122, pep4-3, prcl-407, [cir®],::pDM15
(PGAP/ADR1::G418%)1, 1leu2(AAD)] foram transformadas com

DNAs de plasmideo gue codificam NS1, VPl ou VP2, clonados
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como descrito acima. A selegdo de recombinantes de levedura
foi obtida por duas rodadas de placas deficientes em uracil
seguidas por uma rodada de placas deficientes em leucina
apbs incubagdo a 30°C por 48-72 horas. As culturas
cresceram entdo em meios deficientes em leucina e ent3o em
YEP suplementado com glicose 2% (Pichuantes e cols.,
Proteins: Struct. Funct. Genet. (1989) 6: 324-337) por 48
horas antes de se checar a expressdo das proteinas
recombinantes.

As sequéncias para as varias proteinas de dois
isolados diferentes s&o mostradas nas Figuras 5-10. Em
particular, Figuras 5A (ID. DE SEQ. N°: 24) e 5B (ID. DE
SEQ. N°: 25) mostram as sequéncias de nucleotideos e
proteina de NS1, respectivamente, do <clone 2-Bl de
parvovirus B19. Figuras 6A (ID. DE SEQ. N°: 26) e 6B (ID.
DE SEQ. N°: 27) mostram as sequéncias de nucleotideos e
proteina de VPl, respectivamente, do <clone 2-Bl de
parvovirus B1l9. Figuras 7A (ID. DE SEQ. N°: 28) e 7B (ID.
DE SEQ. N°: 29) mostram as sequéncias de nucleotideos e
proteina de VP2, respectivamente, do «clone 2-Bl de
parvovirus B19. Figuras 8A (ID. DE SEQ. N°: 30) e 8B (ID.
DE SEQ. N°: 31) mostram as sequéncias de nucleotideo e
proteina de NS1, respectivamente, do clone 2-B6 de
parvovirus B19. Figuras 9A (ID. DE SEQ. N°: 32) e 9B (ID.
DE SEQ. N°: 33) mostram as seqUéncias de nucleotideos e
proteina de VP1l, respectivamente, do clone 2-B6 de
parvovirus B19. Figuras 10A (ID. DE SEQ. N°: 34) e 10B (ID.
DE SEQ. N°: 35) mostram as seqUéncias de nucleotideos e
proteina de VP2, respectivamente, do clone 2-B6 de

parvovirus B19.
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Exemplo 5

Detecgdo e Quantificagdo de DNA de Parvovirus Bl9 por

TaqMadTM

Un método diagndstico sensivel para a detecgdo de
infecgdo por parvovirus Bl9 foi designado como segue. Em
particular,tecnologia de PCR TagMan™ foi usada para
detectar e quantificar DNA de parvovirus B19. PCR
quantitativa requer extragdo eficiente de &cido nucléico. O
volume de plasma/soro usado para extracdo de DNA também
influencia a sensibilidade de detec¢io. Foram usadas duas
abordagens para isolar &cido nucléico de 0,5 ml de
plasma/soro. Em particular, DNA foi extraido por (a)
ligagao a gsilica; e (b) enrijecimento para
oligonucleotideos com especificidade de alvo.

(a) Isolamento de &cido nucléico por ligacdo & silica.

Na presenga de altas concentragdes de sal caotrdpico
tal como isotiocianato de guanidinio, &cidos nucléicos se
ligam & silica. Acidos nucléicos de tamanho pegqueno se
ligam mais eficientemente & silica sob condigdes de pH
dcido. Os &cidos nucléicos ligados s3o eficientemente
eluidos em sal inferior, tampdo de pH alcalino em
temperaturas elevadas. A substituigdo de silica magnetizada
por silica regular facilita grandemente as etapas de
lavagem e eluigdo de isolamento de &cido nucléico. Uma base
magnética foi usada para capturar as particulas de &cido
nucléico ligado a silica, eliminando dessa forma
centrifugagdes necessidrias para sedimentar as particulas de
silica regular.

O tampdo de lise usado foi da Organon-Teknika (Durham,

NC) . Esse tampdo de lise contém isotiocianato de guanidinio
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para solubilizar proteinas e inativar RNases e DNases. O
detergente Triton X-100 facilita ainda mais o processo de
solubilizagdo e desintegragdo da estrutura celular e
proteinas nucleares, liberando dessa forma &acido nucléico.
O reagente de lise foi acidificado para melhorar a ligacgio
do éacido nucléico, e 50 puL de tampdo de eluigdo alcalino
foram usados para eluir o &cido nucléico ligado. Apds o
isolamento de &cido nucléico, a presengca de DNA de
parvovirus foi determinada pela realizag¢3o de PCR TaqMan™,
como descrito abaixo.

(b) TIsolamento de &cido nucléico por enrijecimento

para oligonucleotideos com especificidade de alvo.

Embora o uso de silica magnetizada facilita
grandemente a manipulagdo réapida e facil durante as etapas
de lavagem e eluigdo, isolamento de &cido nucléico ainda é
trabalhoso e demorado. Portanto, foi usada captura em uma
etapa de alvo especifico de &acido nucléico de plasma ou
soro usando glébulos magnéticos. A fim de tornar esse
processo aplicadvel para uma ampla variedade de testes de
captura de A&cido nucléico viral, foram usados glébulos
magnéticos genéricos acoplados com oligo dT. Glébulos
magnéticos oligo (dT) Sera-Mag (Seradyn, Indianapolis, IN)
com um comprimento de oligo dT de 1l4meros foram usados em
combinagdo com oligonucleotideos de Captura contendo 20
poli A’s na extremidade 3’ contigua com a sequéncia
especifica para parvovirus usada (designada na extremidade
da sequéncia especificada abaixo).

Os oligonucleotideos anti-senso de captura usados eram
derivados do fragmento de 700 bp e eram como segue:

VSPC1 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCCTTAACAGCAATTTCTGATA (nt
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3492-3514) (*) (ID. DE SEQ. N°: 49)

VSPC2 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACGCCCTGTAGTGCTGTCAG (nt 3549-
3568) (ID. DE SEQ. N°: 50)

VSPC3 - AAAAAAAANAAAAAAAAAAAATATACCCAAATAGGAAGTTCTG (nt
3639-3660) (ID. DE SEQ. N°:51)

VSPC4 - AAAAAAAAAAARAAAAAAAATAAAATGCTGATTCTTCACTTGC (nt
3737-3759) (ID. DE SEQ. N°: 52)

VSPC5 - AAAAAAAAAAAAAAAARAAATGCTGTACCTCCTGTACCTA (nt 3789-
3808) (ID. DE SEQ. N°: 53)

VSPC6 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCCCTCTAAATTTTCTGGG (nt 3838-
3857) (ID. DE SEQ. N°: 54)

VSPC7 - AAAAAAAAAAAARAAAAAAACTCCTAATGTGTCAGGAACC (nt 3910-
3929) (ID. DE SEQ. N°: 55)

(*) NOmeros de nucleotideo est3o de accrdo com Shade e
cols., J. Virol. (1986) 58: 921-936.

Os gldébulos magnéticos foram suspensos em tampdo de
lise Novagen (Madison, WI) e uma série de sete
oligonucleotideos de captura (VSPCl1 - VSPC7, descritos
acima) foram testados individualmente ou em combinacéo,
para capturar DNA de parvovirus Bl9 de um painel obtido do
"FDA Center for Biologic Evaluation and Research, U.S.
Department of Health and Human Services (FDA-CBER)”.

(c) Lavagem dos glébulos com um tampdo de lavagem.

Apbds capture, os glébulos foram lavados com um tampdo
contendo 10 mM Hepes tamponado até pH 7,5 em 0,3 M NaCl, e
NP-40 0,5%. Apds tratamento do soro com tampdo de lise,
hibridizagdo, adsorgdo magnética de gldbulos, e remocgdo do
tampdo de 1lise, 1,5 ml do tampdo de lavagem foram
adicionados aos gldébulos. Apds o turbilhonamento, adsorgido

magnética, e remogdo do tampdo de lavagem usuais, os
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glébulos foram lavados uma segunda vez em 0,5 ml do mesmo
tampdo, de forma que os gldébulos magnéticos possam ser
compactados, para facilitar suspensdo em 100 ml de tampdo
de PCR Universal contendo todos os reagentes para o ensaio
Tagman. Os gldébulos com o DNA capturado foram transferidos
para a placa de TagMan™ para detecgdo por PCR TagMan™,
como descrito abaixo. Vérias combinag¢des de
oligonucleotideo foram eficientes na captura de Bl9 as como
detectado por ensaio TagMan™.

Em particular, a tecnologia TagMan™ amplifica &cido
nucléico-alvo capturado como DNA amplicons. Uma alternativa
€ amplificagdo do alvo capturado como RNA. Para 1isso,
cligonucleotideos de amplificagao consistiam em um
iniciador especifico para parvovirus B1l9 com uma sequéncia
promotora T7, a fim de gerar amplicons de RNA usando T7 RNA
polimerase. Tré&s iniciadores de amplificagdo (VSA1l-A3,
descritos abaixo), derivados da seqiéncia de 700 bp que
corresponde aos nucleotideos 2936-3635 do genoma do
parvovirus B1l9 descrito em Shade e cols., J. Virol. (1986)
58: 921-936 foram testados quanto a sua habilidade para
amplificar. Os iniciadores eram comd segue:

Iniciadores de amplificagdo de filamento senso

VSAl1 - AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCATATACTCATTGGACTGT
(nt 2942-2961) (ID. DE SEQ. N°: 56)

VSA2 - AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCAGAGCACCATTATAA (nt
3272-3288) (ID. DE SEQ. N°: 57)

VSA3 - AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCACAATGCCAGTGGAAA (nt
3317-3333) (ID. DE SEQ. N°: 58)

VSP2 - GTGCTGAAACTCTAAAGGT (Iniciador Anti-senso - nt 3424-

3442) (ID. DE SEQ. N°: 59)
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Foram empregados reagentes do kit RNamplifire (Qiagen)
para examinar a eficiéncia de amplificag¢d@o usando 50 cdpias
do DNA de parvovirus como alvo em um volume final de 20 ml.
Os iniciadores de amplificagdo .foram testados individualmente
ou em combinag¢do usando VSP2 como o segundo iniciador. Apds
1 (uma) hora de incubagdo em uma temperatura de 42°C como
recomendado pelo fabricante, wuma aliquota do material
amplificado foi diluida 100 vezes, para detecgdo pelo
ensaio TagMan™ para avaliar a eficiéncia dos iniciadores
de amplificagdo. Uma combinagdo de dois iniciadores de
amplificagdo, VSA2 e VSA3 com VSP2, foi altamente eficiente
na geragao de amplicons de RNA.

A sensibilidade do ensaio TagMan™, a adegtiabilidade
dos iniciadores de PCR e as condigdes de reagdo O6timas
foram estabelecidas empregando DNA de plasmideo contendo o
fragmento de 4,7 kb descrito acima. Esse fragmento inclui a
regido VP1l, bem como as regides NS1 e VP2 (veja Figura 1).
Foram usados iniciadores de amplificagdo de PCR derivados
da regido VP1l, conforme detalhados abaixo. A numeracdo é em
relagdo a Shade et al., J. Virol. (1986) 658:921-936. X
representa 5’-fluoresceina fosforamidita e Z representa
DABCYL-dT, ambos obtidos de Glen Research Corporation,
Sterling, VA. Os numeros designados & direita da seqliéncia
se referem aos nucleotideos nos iniciadores da seqiiéncia de
parvovirus B19.

VSP1 - GGAGGCAAAGGTTTGCA (Iniciador Senso-nt 3334-3350)
(ID. DE SEQ. N°: 60)
VSP2 - GTGCTGAAACTCTAAAGGT (Iniciador Anti-Senso-nt 3424-3442)
(ID. DE SEQ. N°: 59)

VSPPR1 - XCCCATGGAGATATTTAGATTZ (Marcador-nt 3379-3398)
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(ID. DE SEQ. N°: 61)

Vpara 8: TCCATATGACCCAGAGCACCA (nt 3262-3282) (ID. DE SEQ.
N°: 88)

Vpara 9: TTTCCACTGGCATTGTGGC (Iniciador Anti-Senso-nt 3315-
3333) (ID. DE SEQ. N°: 89)

Vpara 10: X TAAGGTGTTTTCTCCCGCAGCGAGT Z, onde X é Fam e Z é
Tamra. (nt 3286-3310) (ID. DE SEQ. N°: 93)

A concentragao de DNA de plasmideo foi estimada de
forma espectrofotométrica, e foi realizada diluicdo serial
para se obter 5.000-10 cépias/20 pl. A mistura de reac¢do em
um volume final de 50 pl continha amostra de 20 pl, tampdo
de amplificagdo 1X Gold Tag (Perkin Elmer) com 3,2 mM MgCl,,
300 uM de cada um dos dNTPs, 1 pmol de cada dos iniciadores
de amplificagdo, 0,4 pmol do marcador, e 1 unidade de enzima
AmpliTag. As condig¢des de reagdo incluiam 10 minutos a 95°C
para ativar a enzima seguidos por 45 ciclos de 30 segundos
a 95°C, alternando com 60°C em um Detector de Segténcia ABI
7700.

Usando o par de iniciador VSPl1l e VSP2 gue gerou um
produto de PCR de 109 bp e o marcador VSPPR1l, apenas 10
cbépias/ensaio foram detectadas. Uma vez que o volume da
amostra era 20 pl em um volume final de 50 upl, isso sugere
gque amostras de plasma contendo apenas 50 cdpias/ml de DNA
de parvovirus B1l9 poderiam ser extraidas e detectadas por
tecnologia TagMan™. Uma vez que parvovirus é um virus de
alta titulagdo, volumes de plasma/soro de 50 pl poderiam
ser extraidos e usados para analise.

Usando a amostra positiva de DNA de parvovirus
B19 FDA-CBER (10° cépias/ml) a tecnologia TagMan™ detectou

tantas pequenas quantidades como 50 cdpias por ensaio. Em uma
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tentativa de correlacionar o &cido nucléico e a titulagdo
imune, a carga de DNA viral foi quantificada em varias
amostras anticorpo-positivas.

Conseqguentemente, sequéncias inéditas de parvovirus
B19 humano e ensaios de detecgdo que usam essas seqliéncias
foram revelados. A partir do precedente, serd observado
que, embora tenham sido aqui descritas modalidades
especificas da invengdo para fins de ilustracdo, varias
modificagdes podem ser feitas sem se desviar do espirito e

escopo desta.
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REIVINDICAGOES
1. Método para detectar parvovirus B1l9 humano em uma

amostra bioldgica, caracterizado pelo fato do método

compreender:

(a) isolar 4&cidos nucléicos a partir de uma amostra
biolégica suspeita de conter DNA de parvovirus B1l9 humano,
mediante o contato com gldbulos magnéticos compreendendo
dcidos nucléicos de captura associados aos mesmos com a
amostra bioldgica sob condig¢des de hibridizacdo, onde as
sequéncias de 4cido nucleico-alvo, se presentes na amostra
biolégica, hibridizam com os &cidos nucléicos de captura, em
que os Aacidos nucleicos de captura compreendem um ou mais
oligonucleotideos, selecionados a partir do grupo consistindo
em SEQ ID Nos:49-55, e separacdo dos gldébulos magnéticos da
amostra;

(b) amplificar os &dcidos nucléicos usando um iniciador
senso e um anti-senso onde cada um dos iniciadores nédo possui
mais do que 60 nucleotideos de comprimento, e é complementar
a uma porgao dos filamentos senso e anti-senso,
respectivamente, do &cido nucleico isoclado para hibridizar com
0 mesmo; em que (i) o iniciador senso compreende SEQ ID NO:60
e o0 iniciador anti-senso SEQ ID NO:59, ou (ii)o iniciador
senso compreende SEQ ID NO:88 e o inciador anti-senso
compreende SEQ ID NO:89; e

(c) detectar a presenca de acidos nucleicos
amplificados utilizando um marcador de ndo mais do que 50
nucleotideos de comprimento, e que compreende (i) a sequéncia
de nucleotideo de SEQ ID NO:61 gquando o iniciador senso
compreender SEQ ID NO:60, ou (ii) a sequéncia de nucleotideo
de SEQ ID NO:90 guando o iniciador senso compreender SEQ ID

NO:88, como uma indicacdo da presenca do parvovirus B19
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humano na maostra;

em que os acidos nucleicos de captura compreendem ainda
uma cadeia homopolimérica para ligar os Aacidos nucléicos de
captura aos gldébulos magnéticos, tal cadeia homopolimérica
sendo 20 poli A’s na extremidade 3’ contigua com os ditos
acidos nucleicos de captura.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a amplificacdo compreende RT-

PCR, amplificacdo mediada por transcricgao, um ensaio
fluorogénico de 5’ nuclease, ou uma combina¢do dos mesmos.
3. Método, de acordo com a reivindicacao 2,

caracterizado pelo fato de que a amplificagcdo compreende um

ensaio fluorogénico de 5’ nuclease usando o iniciador senso e
o iniciador anti-senso, e a deteccdo é feita wusando pelo
menos um marcador compreendendo um rétulo detectédvel.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 3,

caracterizado pelo fato de que o rétulo detectavel ¢é

selecionado a partir do grupo consistindo em 66—
carboxifluoresceina (6-FAM), tetrametil rodamina (TAMRA) e 2/,
4’, 57, 7',-tetracloro-4-7-diclorofluoresceina (TET).

5. Método, de acordo com a reivindicacéao 4,

caracterizado pelo fato de que o marcador compreende ainda

rétulos detectdveis na extremidade 5’ e na extremidade 37.
6. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que uma sequéncia de controle

interno estd presente.
7. Método, de acordo com a reivindicacéao 6,

caracterizado pelo fato de que a sequéncia de controle

interno é derivada da sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:
92.

8. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
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caracterizado pelo fato de compreender ainda uma sequéncia de

marcador rotulado de forma detectdvel para a sequéncia de
controle interno.
9. Kit para detectar parvovirus B1l9 humano em uma

amostra bioldgica, o kit caracterizado pelo fato de

compreender:

dcidos nucleicos de captura compreendendo um ou mais
oligonucleotideos selecionados a partir do grupo consistindo
em SEQ ID NOs: 49-55;

um par de oligonucleotideos iniciadores em que cada um
dos oligonucleotideos iniciadores ndo possui mais do que 60
nucleotideos em comprimento e (i) um dos oligonucleotideos
iniciadores compreende SEQ ID NO: 60 e o) outro
oligonucleotideo iniciador compreende SEQ ID NO: 59, ou (ii)
um dos oligonucleotideos iniciadores compreende SEQ ID NO: 88
e o outro oligonucleotideo iniciador compreende SEQ ID NO:
89; e

instrugcdes escritas para identificar a presenca de
parvovirus B19 humano.

10. Kit, de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado

por compreender ainda uma polimerase e tampdes.

11. Kit, de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado

por compreender ainda pelo menos um oligonucleotideo marcador
compreendendo um rdétulo detectdvel.

12. Kit, de acordo com a reivindicacgdo 11, caracterizado

pelo fato do rétulo detectdvel ser um rdétulo fluorescente
selecionado a partir do grupo consistindo em 6-carboxi-
fluoresceina (6-FAM), tetrametil rodamina (TAMRA) e 27, 47,
57, 7’,-tetracloro-4-7-diclorofluoresceina (TET).

13. Kit, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado

pelo fato do marcador compreender ainda rétulos detectdveis
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na extremidade 5’ e na extremidade 37'.

14. Kit, de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizado

pelo fato de pelo menos um marcador ndo possuir mais do que
50 nucleotideos em comprimento e compreender (i) a sequéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO: 61 quando um dos
oligonucleotideos iniciadores compreender SEQ. ID NO: 60, ou
(ii) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 90 quando um
dos oligonucleotideos iniciadores compreender SEQ ID NO: 88.

15. Kit, de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado

pelo fato de compreender ainda um controle interno derivado

da sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 92.
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CHA47-26
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactftactttaaaaggtgeagcetgeccctgtggeccattticaaggaagtttgec
gpaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgeagaagecageac
tggtgecaggagggpggggcagtaatcctgitaaaageatgtggagtgaggeggcecacttittagtgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctccegea
gcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgecaccattagtcecataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttgtttttticacctttagagtitcageatttaatigaaaact
atggaagtatagctcctgatgcetitaactgtaaccatatcagaaattgetgtiaaggatgitacagacaaaactg
gagggggagtacaagttactgacageactaccgggegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2A

CH48-29
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagcetgeecctgtggececattttcaaggaagtttgee
ggaagttcccgettacaacgectcagaacaatacccaagcatgacttcagttaattctgeagaagecageac
tggtgcaggagpegptggcagtaatcctgecaaaageatgtggagtgagggggccacttttactgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcecgea
gctagtagctgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtitgcaccattagteccataatgggatactca
actccatgpagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcageacctaattgaaaattat
ggaagtatagctcctgatgatttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactgg
agggepeetacaggttactgacageactacagggegcectatgectgttagtagaccatgaatacaagtace
catatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG.2B
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CH33-2

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeecctgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttcccgettacaacgecticagaacaatacccaagceatgacticagttaattctgcagaagecageac
tggtgcaggagggggtggcagtaatcctgecaaaageatgtggagtgagggepccacttttactgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
getagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatactea
actccatggagataltiagattttaatgctttaaatttatttitttcacctttagagtticapcacctaattgaaaattat
ggaagtatagctectgatgatttaactgtaaccatatcagaaatigetgitaaggatgttacagacaaaactgg

agggggegtacaggttactgacageactacagggcgectatgettgttagtagaccatgaatacaagtace

catatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2C

CH33-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeecctgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttccegettacaacgectcagaaacatacccaageatgacticagttaattetgeagaagecageac
tggtgcaggaggggetgpcagtaatcctgecaaaageatgtggagtgagepgeoccacttttactgecaact
ctgtaactigtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgea
gctagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaagg(ttgcaccattagtcccataatgggatactca
actccatggagatatttagattttaatgctttaaatttattttittcacctttagagtttcagcacctaattgaaaattat
ggaagtatageteetgatgatttaactataaccatatcagaaattgetgftaaggatgttacagacaaaactgg - -
aggggggptacaggttactgacagcactacaggpgegectatgectgttagtagaccatgaatacaagtace
calatgtgttaggpgcaaggtcaggatactttag

FIG. 2D
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CH334
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagctgeccctgtggeccattticaaggaagtttgee
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattetgecagaagecageac
tggtgcaggagpgpgggtggcagtaatcetgccaaaageatgtggagtgaggggpccactittactgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgea
gctagtagetgecacaatgecagtggaaaggagpgcaaagglittgeaccattagicccataatgggatactca
actccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagecacctaattpaaaattat
ggaagtatagctcctgatgatttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactgg
agggggpetacaggttactgacagcactacagggegectatgectgttagtagaccatgaatacaagtace
catatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 2E

CH42-7

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaapgagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccctgtggeccattttcaaggaagtttgec
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgeagaagecageac
tggtgcaggagpgegpggecagtaatectgtcaaaageatgtggagtgagggggccactittagtgccaac
fotgtaacttgtacattttccaggcagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctccege
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgecaccattagtceccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgcetttaaatttattittttcacctttagagtttcagcacttaatigaaaat
tatggaagtatagctectgatgetttaactgtaaccatatcagaaatigetgttaaggatgttacagacaaaact

ggaggggggetacaggttactgacageactacagggcgcectatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2F
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CH42-18
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeeectgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagitcccgcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgecagaagecageac
lgptegcaggagggppgpgcagtaatcetgtcaaaageatgtggagtgaggggeccacttttagtgecaac
{ctgtaacttgtacattticcagacagttittaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctceege
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgecaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagatittaatgetitaaatttatttttticacctttagagtttcageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcetgatgetttaactgtaaccatatcagaaatigetgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggepggtgcaggttactgacagcactacagggcegcectatgeatgtiagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagpgpcaaggtcaggatactitag

FIG. 2G

CH42-19

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagcetgeecctgiggeccattitcaaggaagtttgcc
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgecagaagecageac
tgptegcaggaggppepppcagtaatcctgtcaaaageatgtggagtgagggggcecacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttcteecge

agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgecaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatitatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaag gatgttacagacaaaact

ggagggpggetacaggtiactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.2H
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CH46-23

attaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
ncacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagcetgeccctgtggeccattticaaggaagtttgee
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgecagaagecageac
tggtgcaggaggggggggcagtaalcctgicaaaageatgtggagtgagggggecacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccaggeagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctccoge
agcaagtagctgecacaatpgccagtggaaaggaggeaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatg gaagtatagctcotgatgcutaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttéoagacaaaact

geagggggeglacaggttactgacageactacaggpegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 21

CH1-1

ataaatccatataclcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagetgeccctgtggeccatittcaaggaagtttgee
ggaagttcccgcttacaacgectcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagecageac
tggtgeaggaggegpgggcagtaateetgtcaaaageatgtggagtgagggggecacttitagtgecaac
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttcteccege

agcaagtagctgccacaatgecagiggaaaggaggcaaaggtitgecaccattagteccataatgggatact
caaccccatggagatatttagaﬁttaatgctttaaatttattttﬁtcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcetgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggggegtacaggttactgacageactacagggegcectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2J
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CH1-6
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattticaaggaagtttgec
ggaagtlceegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgcagaagecageac
tggtgcagpagpggegggcagtaatectgtcaaaageatgiggagtgagggggccacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattitccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcecge
agcaagtagctgcecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatact
Caaccccatggagatatttagattitaatgcetitaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagetectgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggggggtacaggttactgacageactacagggcegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggicaggatacittag

FIG. 2K

CH2-8
ataaatccatatactcatiggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccetgtggeccattttcaaggaagtttgec
ggaagticccgeltacaacgeetcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgecagaagecageac
tggtgeaggaggepggggcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgaggggeccacttttagtgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatitttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcecgea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggeaaaggtttgcaccattagteccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatitatttttttcacctttagagtttcageacttaattgaaaatt
atgpgaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactg

gagggggggtgcaggttactgacageactacagggcegectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2L
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CH2-10
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtﬂcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattttcaaggaa gtttgee
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacﬁﬁaglgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtrttctccc geca
gcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggag gcaaaggtttgcaccattagtceccataatgggatactce
aaccccatggagatattta gattttaatgctttaaamatttttttcacctttagagtttcagcac_ttaatt gaaaatt
atggaagtatagctcctgatgcetttaactgtaaccatatea gaaattgctgtiaaggatgttacagacagaacty

gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagtac
Ccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 2M

H2-11C

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactg ggtitcaa
gracaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagetgeccctgtg gcccattttcaaggaagtttgec
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac

tggtgcaggaggegggacagtaatectgtgaaaageatgtegagtgagggggccacttitagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatﬁttaattccatatgacocagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgg gatactc

aaccccatggagatatitagattttaatgctttaaatttattittttcacctttagagtttcageacttaattgaaaatt

atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttaca gacaaaactg
gagg gggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagtac

ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2N



9138

CH5-13
ctaaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgecectgtggeccattticaaggaagtitgee
ggaagttcccgcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagpggggepocagtaatcctgttaaaageatgtggagtgagppgpccactittagtgceaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgttttcteccgea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaagaggcaaaggtitgeactattagtcecataatgggatactca
accccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcageacttaattgaaaattat
ggcagtatageicctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactgg
agggpggetacaggttactgacagcactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtace
caatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 20

CH7-22

ataaatccatgtactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaact ggotitcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagetgecectgtggeccattitcaaggaagtttgec
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgcagaagecageac

tggtgeaggagegggpggcagtaatectgttaaaageatgtggagtgagggggecacttitagtgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttitaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgttttctcecegea
gcaagtagcetgecacaatgecagtggaaaggapgecaaaggtitgecaccattagtceccataatgggatacte

aaccccatggagatatttagattitaatgctttaaatttgtttitticacctttagagtttcagcatttaattgaaaact
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactg
gagggggagtacaagttactgacagcactaccgggcgectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac

ccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 2P
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CH13-27
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeecctgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagticccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagggpgegecagtaatictgtcaaaageatgtggagtgagggggecacttttagtgctaact
ctgtaacttgtacattticcagacagtttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgttttctccegea
gegagtagcetgecacaatgecaglggaaaggaggcaaaggttigecaccatcagteccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattitaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcageacttaattgaaaatt
atg gaagtatagctcctgatgcmaactgtaaccatatcagaaangctgltaaggatgttaéagacaaaactg

gagggggggtacaggttactgacageactacagggegectaigeatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2Q

CH14-33
ataaatccatatactcattggactgtggcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gceacaagtagtaaaagactacittactttaaaaggtgcagetgeecctgiggeccattttcaaggaagtttgec
ggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgecagaagecageac
tgetgeaggagggggeggagtaatectgttaaaageatgtggagtgaggggpccacttitagtgecaacic
tgtaacttgtacattttccagacagttittaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctceegeag
caagtagctgccacaatgecagtggaaaagaggcaaaggtitgcaccattagiccecataatgggatactcaa
ccccatggagatatttagattitaatgcetttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaattatg
gtagtatapctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaagatgttacagacaaaactggag
ggggggtacaggttactgacageactacagggcgectatgeatgttagtggaccatgaatacaagtaceea
tatgtpttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2R
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CH62-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgg gtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgeagetgeccctgtggeecattttcaaggaagtttgec
ggaagttccegcettacaacgecticagaaaaatacccaageatgacttcaattaattetgcagaagecageact
ggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtcaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact
ctgtaacttgtacaktttccagaca gtttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgtittctccegea
gccagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagciccigatgetitaactgtaaccatatcagaaatigetgttaag gatgttaéagacaaaactg

gaggggggptacaggttactgacageactacag geegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 28

CH64-2

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaaclgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagticcegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgca gaagccagcac
tggtgcaggaggppg gggcagtaatceigitaaaageatgtggagtgagggggecacttitagtgccaact
ctgtaacttgtacauttccagacagtttttaattccatatgacocagagcaccattataaggtgttttcgcccgca
geaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagteccataatgggatacte
aaccccatggagatacttagattttaatgetitaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgcetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacg gacaaaactg

gagggggggtgcaggttaotgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagpocaaggtcaggatactttag

FIG. 2T
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CH67-2
ataaatccatatactcattggactgtggcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttaclttaaaaggtgcagctgcccctgtggcocattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tegtgcaggaggegegeggagtaatectgttaaaagcatgtggagtgagggggcecacttttagtgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgrtttctcccgca
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaagaggceaaaggtttgeaccattagteccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagaititaatgctitaaatttattttittcacc(itagagtttcageacttaatigaaaatt
atg gaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaagatgttaéagacaaaactg
gagggogggtacaggitactgacageactacagggegectatgcatgttagiggaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

F1G.2U
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clone 2-B1 de parvovirus B19.

1 ceegecttat geaaatggge agecatetta agtgttttac tataatttta ttggteagtt

61 ttgtaacggt taaaatggge ggagegtagg caagpactac agtatatata geacageact
121 geegeagcte tttetttetg ggetgetttt ttectggact tacttgetgt tetttgtgag
181 ctaactaaca ggtatttata ctacttgtta acatactaac atggagetat ttagaggggt
241 gcttcaagtt tettctaatg ttetggactg tgetaacgat aactggtggt getetttact
301 ggatttagac acttetgact gggaaccact aactcatact aacagactaa tggeaatata
361 cttaagecagt gtggetteta agettgactt tactgggpge ccactageag gptgcttgta
421 cttttttcaa gtagaatgta acaaatttga agaaggetat catatteatg tggttattgg
481 ggpgccaggg ttaaacccca gaaaccteac agtgtgtgta gagggettat ttaataatgt
541 actttatcac cttgtaactg aaaatctgaa getaaaattt ttgecaggaa tgactacaaa
601 aggcaaatac tttagagatg gagagcagtt tatagaaaac tatttaatga aaaaaatacc
661 tttaaatgtt gtatggtgteg ttactaatat tgatggacat atagatacct gtatttetge
721 tacttttaga aagggagctt geeatgecaa gaaacccege atcaccacag ccataaatga
781 tactagtact gatgetgggg agtctagegg cacaggggea gaggttgtge catttaatgg
841 gaagggaact aaggctagea taaagtttca aactatggta aactggtigt gtgaaaacag
901 agtgtttaca gaggataagt ggaaactagt tgactttaac cagtacactt tactaagcag
961 tagtcacagt ggaagtlttc aaattcaaag tgcactaaaa ctagcaattt ataaagceaac
1021 taatttagty cctactagea catttttatt gcatacagac tttgageaag ttatgtgtat
1081 taaaaacaat aaaattgtta aattgttact ttgtcaaaac tatgacccec tattagtggge
1141 geageatgtg ttaaagtgga ttgataaaaa atgtggeaag aaaaacacac tgtggtetta
1201 tgggeegeca agtacaggga aaacaaactt ggeaatggee attgetaaaa gtgticcagt
1261 atatggcatg gttaactgga ataatgaaaa ctttccattt aatgatgtag caggaaaaag
1321 cttggtggte tgggatgaag gtattattaa gtetacaatt gtagaagetg caaaagceceat
1381 tttagpceggg caacccacca gggtagatca aaaaatgegt ggaagtgtag ctgtgecteg
1441 aptacctgte gttataacca geaatggtga cattactttt gitgtaageg ggaacactac
1501 aacaactgta catgctaaag ccttaaaaga gegeatgpta aagttaaact ttactgtaag
1561 atgcagccect gacatggggt tactaacaga ggetgatgta caacagtgge ttacatggty
1621 taatgcacaa agetgggace actatgaaaa ctgggcaata aactacactt ttgatttece
1681 tggaattaat gcagatgeec tecacceaga cetecaaacc accecaattg tcacagacac
1741 cagtatcagc agcagtggty gtgaaagcete tgaagaactc agtgaaagcea gettttttaa
1801 cctcatcacc ccaggegect ggaacactga aaccecgege tetagtacge ccateceegg

861 gaccagttca-ggagaatcatctgtcggaag cecagtttectecgaagttg-tagetgeate— -

1921 gtggpgaagaa geettetaca cacctttgge agaccagttt cgtgaactgt tagttgggat
1981 tpattatgty tgggacggty taaggggttt acctgtetgt tgtgtgeaac atattaacaa
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2041 tagtgpggga geettgggac tttgteceea ttgeattaat gtaggggett ggtataatgg
2101 atggaaattt cgagaattta ccecagattt ggtgegatgt agetgeeatg tgggagctte
2161 taatcecttt tetgtgetaa cetgeaaaaa atgtgettac ctgtetggat tgeaaagett
2221 tgtagattat gagtaaagaa agtggeaaat ggtgggaaag tgatgataaa tttgctaaag
2281 ctgtgtatca geaatttgtg gaattttatg aaaaggttac tggaacagac ttagagctta
2341 ttcaaatatt aaaagatcat tataatattt ctttagataa tcccctagaa aacceatect
2401 ctttgtttga cttagttget cgtattaaaa ataaccttaa aaactcteea gacttatata
2461 gteatcattt tcaaagteat ggacagttat ctgaccacce ceatgectta teatecagta
2521 geagtcatge agaacctaga ggagaagatg cagtattate tagtgaagac ttacacaage
2581 ctgggeaagt tagegtacaa ctacccggta ctaactatgt tgggeetgge aatgagctac
2641 aagctgggee cecgeaaagt getgttgaca gtgetgeaag gatteatgac tttaggtata
2701 gecaactgge taagttggga ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagce
2761 ttttaaaaaa tataaaaaat gaaactgggt ttcaagceaca agtagtaaaa gactacttta
2821 ctttaaaagg tgcagetgee cetgtggeee atittcaagg aagtttgeeg gaagttcceg
2881 cttacaacgc ctcagaaaaa tacccaagcea tgacttcagt taattetgea gaagecagea
2941 ctggtgeagg aggggggggc agtaatectg tgaaaageat gtggaglgag ggggeecactt
3001 ttagtgccaa ctetgtaact tgtacatttt ccagacaatt tttaatteca tatgacceag
3061 agcaccatta taaggtgttt tctccegeag caagtagetg ccacaatgee agtggaaagg
3121 aggcaaaggt ttgeaccatt agteccataa tgggatactc aaccccatgg agatatttag
3181 attttaatgc tttaaattta tttttttcac ctttagagtt tcagcactta attgaaaatt

3241 atggaagtat agctectgat getttaactg taaccatate agaaattget gttaaggatg
3301 ttacggacaa aactggaggg ggggtgeagg ttactgacag cactacaggg cgectatgea
3361 tgttagtaga ccatgaatat aagtacccat atgtgttagg geaaggtcaa gatactttag
3421 ceccagaact tectatttgg gtatacttte ceceteaata cgettactta acagtaggag
3481 atgttaacac acaaggaatt tctggagaca gcaaaaaatt ggecaagtgaa gaatcageat
3541 tttatgtttt ggaacacagt tettttcage ttttaggtac aggaggtaca gcaactatgt
3601 cttataagtt tcetceagtg cccceagaaa atttagaggg ctgeagteaa cacttttatg
3661 aaatgtacaa cccettatac ggateceget taggggttee tgacacatta ggaggtgacc
3721 caaaatttag atctttaaca catgaagacc atgeaattca geeccaanac tteatgeeag
3781 gpccactagt aaacteagtg tetacaaagg agggagacag ctetagtact ggagcetggaa
3841 aagccttaac aggeettage acaggtacet ctcaaaacac tagaatatee ttacgeectg
3901 ggceagtgte teageegtac caccactggg acacagataa atatgtcaca ggaataaatg
3961 ccatttctea tggteagace acttatggta acgetgaaga caaagagtat cageaaggag
402 1-tgggtagatt-tceanatgaa-aa agaacagc-taaaacagttacagggttta-aacatgeaca--
4081 cctactttce caataaagga acccageaat atacagatea aattgagege ccectaatgg
4141 tgggttctgt atggaacaga agageectte actatgaaag ccagcetgtgg agtaaaattc
4201 caaatttaga tgacagtttt aaaactcagt ttgeagectt aggaggatgg getttgeate
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4261 agccacctee tcaaatattt ttaaaaatat taccacaaag tgggeeaatt ggaggtatta
4321 aatcaatggg aattactacc ttagttcagt atgeegtggg aattatgaca gtaaccatga
4381 catttaaatt ggggeccegt aaagetacgg gacggtggaa tecteaacct ggagtgtate
4441 cccegeacge ageaggtcat ttaccatatg tactatatga ccccacaget acagatgeaa
4501 aacaacacca cagacatgga tatgaaaage ctgaagaatt gtggacagee aaaageegtg
4561 tgeacccatt gtaaacacte cccacegtge ccteagecag gatgtgtaac taaacgeeea
4621 ccagtaccac ccagactgta cetgeceeet cetataceta taagacagec taacacaa

FIG. 3C
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clone 2-B&:de parvovirus B19

1 cccgecttat gecaaatggee agecatetta agtgttttac tataatttta ttggtecagtt
61 ttgtaacggt taaaatgggce ggagegtagg caaggactac agtatatata gcacageact
121 geegeagcete tttetttetg ggetgetttt ttcctggact tacttgetgt tttttgtgag
181 ctaactaaca ggtatttata ctacttgtta acatactaac atggagcetat ttagaggggt
241 gcttcaagtt tettctaatg ttctggactg tgetaacgat aactggtggt getetttact
301 geatttagac acttetgact gggaaccact aactcatact aacagactaa tggeaatata
361 cttaagcagt gtggcttcta agettgactt tactgggggg ccactageag ggtgettgta
421 cttttttcaa gtagaatgta acaaatitga agaaggetat catattcatg tggttattgg
481 ggggccaggg ttaaacceca gaaaccteac agtgtgtgta gaggggtiat ttaataatgt
541 actttateac cttgtaactg aaaatctgaa getaaaattt ttgecaggaa tgactacaaa
601 aggcaaatac tttagagatg gagagcagtt tatagaaaac tatttaatga aaaaaatacce
661 tttaaatgtt gtatgptgte ttactaatat tgatggacat atagatacct gtatttctge
721 tacttttaga aaggpgagctt gecatgecaa gaaaccecge atcaccacag ccataaatga
781 tactagtact gatgetggpe agtctagegg cacaggggea gaggtigtac catttaatgg
841 gaagggaact aaggctagea taaagtttca aactatgpta aactggttgt gtgaaaacag
901 agtgtttaca gaggataagt ggaaactagt tgactttaac cagtacactt tactaageag
961 tagtcacag! ggaagttttc aaatfcaaag tgecactaaaa ctageaattt ataaagecaac
1021 taatttagtg cctactagea cattittatt gcatacagac tttgagecaag ttatgtgtat
1081 taaagacaat aaaattgtta aattgttact ttgtcaaaac tatgacccec tattagtgge
1141 gecageatgtg ttaaagtgga ttgataaaaa atgtggeaag aaaaacacac tgtggtttta
1201 tggaccgeca agtacaggga aaacaaactt ggeaatggec attgetaaaa gtgticcagt
1261 atatggcatg gttaactgga ataatgaaaa ctttccattt aatgatgtag caggaaaaag
1321 cttggtggte tgggatgaag gtattattaa gtetacaatt gtagaagetg caaaageeat
1381 tttaggeggg caacccacca gggtagatea aaaaatgegt ggaagtgtag ctgtgectgg
1441 agtacccgtg gttataacca geaatggtga cattactttt gttgtaageg ggaacactac
1501 aacaactgta catgctaaag ccttaaaaga gegeatggta aagttaaact ttactgtaag
1561 atgcagcecct gacatggget tactaacaga ggetgatgta caacagtggc ttacatggtg
1621 taatgcacaa agetgggacce actatgaaaa ctgggeaata aactacactt ttgatttece
1681 tggaattaat gcagatgece tecacccaga cctecaaace accccaattg tcacagacac
1741 cagtatcagce agcagtggtg gtgaaagete tgaagaactce agtgaaagcea gettttttaa
1801 cctcateace ccaggegect ggaacactga aaccecgege tetagtacge ceateceegg
1861-gaccagttcaggagaatcat-ctgteggaagcccagtttcctecgaagtty tagetgeate:
1921 gtgggaagaa geettctaca cacctttgge agaccagttt cgtgaactgt tagttgeggt
1981 tgattatptg tgggacggte taaggegttt acctgtetgt tgtgtgeaac atatéaacaa
2041 tagtgggpga ggettgggac tttgtceeca ttgeattaat gtaggggcett gotataatgg

FIG. 4A



17138

2101 atggaaattt cgagaattta ccccagattt ggtgegatgt agetgecatg tgggagette
2161 taatcccttt tetgtgetaa cetgeaaaaa atgtgettac ctgtetggat tgeaaagcett
2221 tgtagattat gaglaaagaa agtggeaaat ggtgggaaag tgatgataaa titgetaaag
2281 ctgtgtatca geaatttgtg gaattttatg aaaaggttac tggaacagac ttagagetta
2341 ttcaaatatt aaaagatcat tataatattt ctttagataa tccectagaa aacccatect
2401 ctttgtttga cttagttget cgtattaaaa ataaccttaa aaactcteca gacttatata
2461 gtcatcattt tcaaagtcat ggacagttat ctgaccacce ccatgeetta tcatccagta
2521 geagteatge agaacctaga ggagaagatg cagtattate tagtgaagac ttacacaage
2581 ctgggcaagt tagegtacaa ctacecggta ctaactatgt tgggeetgge aatgagetac
2641 aagctgggcee cecgeaaagt getgttgaca gtgetgeaag gatteatgac titaggtata
2701 gecaactgge taagttggga ataaatccat atacteattg gactgtagea gatgaagage
2761 ttttaaaaaa tataaaaaat gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta
2821 ctttaaaagg tgcagetgee cotgtggece attttcaagg aagttigeeg gaagttceeg
2881 cttacaacgc ctcagaaaaa tacccaagea tgacttcagt taattctgea gaagecagea
2941 ctggtgeagy aggggggggc agtaatectg tgaaaageat gtggagtgag ggggeeactt
3001 ttagtgccaa ctetgtaact tgtacatttt ccagacaatt tttaatteca tatgacccag
3061 agcaccatta taaggtgttt tctcccgeag caagtagetg cecacaatgee agtggaaagp
3121 aggcaaaggt ttgeaccatt agteccataa tgggatacte aaccceatgg agatatttag
3181 attttaatgc titaaattta titttttcac ctttagagtt tcageactta attgaaaatt

3241 atggaagtat ageteetgat getttaactg taaccatate agaaattget gttaaggatg
3301 ttacaaacaa aactggaggg ggegtgcagg ttactgacag cactacaggg cgectatgea
3361 tgttagtaga ccatgaatat aagtacccat atgtgttagg geaaggtcaa gatactttag
3421 ccccagaact tectatttgg gtatacttte ccecteaata cgettactta acagtaggag
3481 atgttaacac acaaggaatt tctggagaca geaaazaatt ggeaagtgaa gaateageat
3541 tttatgtttt ggaacacagt tcttttcage ttttaggtac aggaggtaca geaactatgt
3601 cttataagtt tcctecagtg cccccagaaa atttagaggg ctgeagteaa cacttttatg
3661 aaatgtacaa ccccttatac ggateeeget taggggttee tgacacatta ggaggtgace
3721 caaaatttag atctttaaca catgaagacc atgeaattca geeecaaaac ttcatgecag
3781 ggccactagt aaactcagtg tetacaaagg agggagacag ctetagtact ggagetggaa
3841 aagecttaac aggecttage acaggtacct ctcaaaacac tagaatatee ttacgeeetg
3901 ggccagtgte tcageegtac caccactggg acacagataa atatgtcaca ggaataaatg
3961 ccatttctca tggtcagace acttatggta acgetgaaga caaagagtat cagcaaggag
4021 tgggtagatt tccaaatgaa aaagaacagce taaaacagtt acagggttta aacatgeaca
-4081-cctactttce-caatanagga-acceageaat-atacagatca-aattgagege cecetaatgg-
4141 tgggttetgt atggaacaga agageectte actatgaaag ccagetgtgg agtaaaatte
4201 caaatttaga tgacagtttt aaaactcagt ttgeagectt aggaggatgg ggtttgeate
4261 agccacctec tcaaatattt ttaaaaatat taccacaaag tgggeeaatt ggaggtatta
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4321 aatcaatggg aattactacc ttagttcagt atgeegtggg aattatgaca gtaaccatga
4381 catttaaatt ggggeccegt aaagetacgg gacggtggaa tecteaacct ggagtgtate
4441 cccegeacge ageaggtceat ttaccatatg tactatatga ccccacaget acagatgeaa
4501 aacaacacca cagacatgga tatgaaaagc ctgaagaatt gtggacagcec aaaageegtg
4561 tgcacccatt gtaaacactc cccacegtge ccteagecag gatgtgtaac taaacgeeca
4621 ccagtaccac ccagactgta cctgececct cctataccta taagacagece taacacaa

FIG. 4C
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clone B1-NS1 de seqiiéncia simples de DNA

alac(cttcgaacaaaacaaaatggagctatttagaggggtgcttcaagtﬂcttctaatgttot geactgtgctaacgataactggtggtoctctt
tactg gatttagacao(tctgactgggaaccactaactcalactaacagactaatggcaatatacttaagcagtg’tg gettctaagetigacttta
ctggeg ggccactagcagggtgcttgtacmtttcaagtagaatgtaacaaatttgaagaaggc(atcatattcatgtggttattgg gggeeea
gggttaaaccecagaaaccicacagigigigtagagg ggttatttaataatgtactttatcacctiglaactgaaaatctgaagctaaaatitttge
caggaatgactacaaaaggcaaatactttagagatg gagagcagtitatagaaaactatttaatgaaaaaaatacctttaaatgttgtatggtgt
gttactaatatigatggacatata gatacclgtattictgctactittagaaagggagettgecatgccaagaaaccee geatcaccacagecat
aaatgatactagtactgatgctggggagtctagcggcacaggggcagaggﬂgtgccatﬁaatgggaagg gaactaaggctagcataaag
tttc:mac(atggtaaactggngtggaaaacagagtgtttacagaggalaagtggaaactagttgaotttaaccagtacactttactaagcagt
agtcacagtggaagttttcaaattcaaagtgcactaaaactagcaatttataaagcaactaatttagtgcctactagcacatttttattgcatacag
actttgagcaagttatgtgtattaaaaacaataaaattgttaaatt gttactttgtcaaaactatgaccccctattagtggggeageatgtgtiaaag
tggatigataaaaaatgipgcaagaaaaacacactgigglittalgggce gccaagtacagggaaaacaaacttggeaatggecattgetaa
aagtgttccagtatatggcatggttaactggaataatgaaaactttcoatttaatgatgtagcaggaaaaagcttggtggtotgggatgaag
gtattattaagtctacaattgtagaagctgcaaaagccattttaggcgggcaacwaocag ggtagatcaaaaaatgegtggaagtgtagetg
tgectggagtacetgt ggttataaccagcaatggtgacattacttttgttgmagcgggaacactacaacaactgtacatgctaxagocttaaaa
gagcgeatgglaaagttaaactttactgtaagat geagecctgacatggggtiactaacagaggetgatgtacaacagty gottacatggtgt
aatgcacaaagetgg gaccactatgaaaactgggcaataaactacacttttgatttooctg gaattaatgcagatgecctecacccagacctee
aaaccaccccaattgtcacagacaccagtatcagcagcagtggtgg(gaaagctctgaagaactcagtgaaagcagcttttttaacctcatca
ccecaggegectggaacactgaaaccce gegeletagtacgeecatceccgggaccagticag gagaatcafctgtcggaageccagtttc
ctccgaagtLgtagctgcatcgtgggaagaagccttctacacaccittggcagaocagtt(cgtgaactgttagttggggttgattatgtgtggg
acggtgtaaggggtitaccigtetgligtgtgeaacatattaacaalaglggeggas gettgggactitgtceccatt gcattaatgfaggggct
tgglataatyg gatggaaatt(cgagaattlaccccagalttggtgcgatgtagctgccatgtgggagcttctaatcccttttctgtgctaacctgca
aaaaatgtgcttaccigtelggattgeaaagoettigla gattatgagtaagtcgacatactc

FIG. SA

clone B1-NS1 de seqiiéncia de aminoacido

MIZLFRGVIQVSSNVLDCANDN\VWCSLLDLDISDWEPLTH’I‘NRLMAIYLSSVAS
KLDFTGGPLAGCLYFFQVECNKFEEGYHIHVVIGGPGLNP RNLTVCVEGLFNNVLYHLVT
ENLKLKFLPGMTTKGKYFRDGEQFIENYLMKKIPLNVVWCVTNIDGHIDTCISATFRKGA
CHAKKPRITTAIND TSTDAGRSSGTGAEVVPFNGK GTKASIKFQTMVNWLCENRVFTEDK
WKLVDFNQYTLLSSSHSGSFQIQSALKLAIYKATNLVPTSTFLLHTD FEQVMCIKNNKIV
KLLLCQNYDPLLVGQHVLKWIDKKCGKKNTLWEFYGPPSTG KTNLAMAIAKSVPVYGMVNW
NNENFPFNDVAGKSLVVWDEGIKSTIVEAAKAILGGQPTRVDQKMRGSVAVPGVPVVIT
SNGDITEVYSGNTTITVHAKALKERMVKINFTVRCSPDMGLLTEADYOQQWLTWCNAQSWD.
HYENWAINYTFDFPGINADALHPDLQTTPIVIDTSISSSGGESSEELSESSFENLITPGA
WNTETPRSSTPIPGTSSGESSVGSPVSSEVVAASWEEAFYTPLADQFRELLYGVDYVWDG
VRGLP VCCVQHINNSGGGLGLCPHCINVGA\WNGWKFREFTPDLVRCSCHVGASNPFSVL
TCKKCAYLSGLQSFVDYE
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Bl VP1 de seqiiéncia simples de DNA

atactcaagcttacaaaacaaaatgagtaaagaaagtggeaaalg gtgggaaagigatgatasatitgctaaagetgtgtatca geaatttgtgpeaattita
tgaaaaggttactggaacagacltaga gctmtwaaatattaaaaga(catfataalatttctttagataumccc tag
aaaacccatcctcmgtttgactmgttgctcgtalmaaaamaccmaaaactclocagacmmmg(ca(cm
tttcaaagtcatggacag(tatctgaccaccoccatgccttatcalccagtagcagtca(gcagaacctagaggagaaga
tgcagtattatctagtgaagacttacacaagectgggeaagta geptacaactacceggtactaactatgtigggeety
gcaatga gctﬁcaagctgggoccccgcaaagtgctgttgacagtgclgcaaggattcatgac(mggtam gecaactg
gctaagttgggaataaatccatatacica ltggac(gtagcagatgaagagcmtaaaaaatztaaaaaatgaaactgg
gtttcaagcacaa gtagtaaaagactacttfactttaaaxggtgcagctgccoctgtggccca ttitcaagpaagtttge
cggaagttcccgcuacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagﬂaatlctgcagaagcca gcactggtgea
[:4:£:¥:4:4:4%4 ggggcagtaatcctg(gaaaagca(glggagtgagggggocacuila gigecaactcigiaacttgtacatt
ttocagacaatttttaattccatatgaoccagagcaccalmmggtg(tttctcccgcagcaagtagc(gccncaatg
ccagtggaaagpgagpcaaa ggﬁ(gcaccattag‘occataatgggatactcaaocccatggagamttmgatmaat
gclmmamattrttttcacctttzgagmcagcactmatlgaaaanatggaa gtatagctcctgatgetitaac
tgtaaccatatcagaaattgctgﬂaaggalgttAcggacaaaactggaggggggg(gcaggttactgacagcactacag
ggcgcctaigcatgttngtagaccatgaatamagtacccatatgtgtmgggcsaggtcaagatacttlagccccagaa
c(tcctamgggmmc&mcccctcaatacgcﬂxcuaacagtaggagatgttaacacacaag gaattictggaga
cagcaaanaatiggcaagtgaagaatca geattitatgtttggaacacagttcttitcagetttiaggtacaggaggta
cagcaactatgtcttataagtttcctecagtgecceca gaaaattlagagggctgcagtchacactttmtgaaa(gmc
aaccocttatacggatcccgcttaggggﬁcctgacacatmggaggtgacccaaaatuagatclttaacaca(gaaga
ccatgcaattcagecccaaaacticalgecagg gecactagtaaactcagtgtctacaaapgagggagacagetclagta
ctggagctgpgaaaagecttaacaggectiageaca ggtacctctcaaaacactagaatatecttacgecctgggecagty
tctcageegtaccaccactgggacacagatasatatgicacaggaataaat geeatttctcatlggtcagaccacttatgg
taacgctgaagacaaagagtatcagcaaggaglg ggtagatitccaaatgaaaaagaacagctasaacagtacagggtt
taaacatgcacacclactttcccaataaa ggaacccagceaatataca gatcaaatigagegeccectaatggtgpgtict
gtatggaacagaagageccticactatgaaageca gctgtggagtaaaaticcaaatttagatgacagtittaaaactca
gﬁtgc&gcctta ggaggatggggtitgeatca gecacctectcaaatatiittaaaaatattaccacaaagipgggecaa
(tggaggtauaaau:aatgggaattaclaccltagttcaglatgccgtgggaaﬁatgac&gmaccatgacatmaz
tigg ggccccgtaaagctacgggacgg(ggaatcc(caacctgga glgtatcceccgeacgeageaggteatttaccata
tgmcmtatgacoccacagctacagatgcaaaacaacaocacagacatgga(atgaaaagcctgaagaattgtggacag
ccaaaagcecgtgtgeacceattgtaagtcgacatacte

FIG. 6A

B1 VP1 de seqiiéncia de aminoacido

MSKESGKWWESDDKFAKA VYQQFVEFYBKVTGTDLELIQILKDHYNISLDNPL
ENPSSLFDLVARIKNNLKNSPDLYSHHFQSHGQLSDHPHALSSSSSHABPRGEDAVLSSE
DLHKPGQVSVQLPGTNYVGPGNELQAGPPQSAVDSAARIHDFRYSQLAKLGINPYTHWTV
ADEELLENIKNETGFQAQVVKDYFTLKGAAAPVAHPQGSLPEVPAYNASEK YPSMTSVNS
ARASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTESRQFLIPYDPEHHYK VFSPAASSCHN
ASGKEAKVCTISPIMGYSTPWR YLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGSIAPDALTVTISEL
AVKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYK YPYVLGQGQDTLAPELPIWVYFPPQYAY
LTVGDVNTQGISGDSKIdAS BESARAVLBHSSFQLLGTGG TATMS YKFPRVPPENLEGGS
QHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPLVNSVSTKEGDSSS
TGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKYVTGINAISHGQTTYGNAEDKE
YQQGVGRFPNEKEQLKQLQGLNMHTYFPNKGTQQYTDQIERPLMVGSVWNRRALHYESQL
WSKIPNLDDSFK TQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSMGITTLVQYAVGIM

TVIMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLP YVLYDPTATDAKQHHRHGYEKPEELWT
AKSRVHPL

FIG. 6B
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B1 VP2 de seqiiéncia simples de DNA

atactcaagcttacaaaacnaaatgacticagitaatictgcagaagecageactggtgeaggaggggggggcaplaatectgigaarapgesigiggagigaggoppc
cacttttagtgccaactctglaacttgtacaltticcagacaattittaattccatatpacccagagceaccatt
ataaggtgtitictccecgeageaagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggeanaggttigecaccattagtcecata
atgggatactcaaccceatggagatatttagattttaatgetitaaatttattttittcacctttagagtttcageactt
aattgaaaattatggaagtatagctectgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggaca
aaactggagpgppgggtgcaggttacigacageactacagggegectatgeatgtiaptagaccatgaatataagtaccea
tatgtgtiaggpcaaggtcaagatactttagocccagaacttcetatitgggtatactttcecectcaatacgcttactt
aacagtaggagatgttaacacacaaggaatitctggagacagcaaanaatiggcaagtgeagaatcagceatittatgtit
tgpaacazaptictittcagctittapptacaggaggtacage aactatgtcttataagtttcctecagtgeccecagaa
ratftagagggctgcagtcaacactittatgaaatgtacanccecttatacggatcecpettaggggticotgacacatt
aggaggtgacccaaaatttagatctttaacacatgaagaccatgeaaticagececaaaacttcatgecagggecactag
taaactcagtgtctacaaaggagggapgacagcetctagtactggagetggaaaagecttaacaggecttagcacaggtace
tctcaaaacactagastatccttacgeectgggecagtgtetcagecgtaccaccactgggacacagataaatatgicac
aggaataaatgccatitcicatggtcagaccactitatggtaacgetgaagacaaagagtatcagcaaggagtgggtagat
ttccaaatgaaaaagaacagcetaaaacagttacagggtttaaacatgcacacctactttccecaataaaggaacccageaa
tatacagatcaaattgagegeeccctaatggtggetictgtatggaacagaagageccttcactatgaaagecagetgty
gagtaaaattccaaatitagatgacagttitaaaactcagtttgcagecttaggaggatggggtitgcatcagecaccie
ctcaaatatttitaaaaatattaccacaaapgtgggcecastiggaggtattaaatcaatgggaattactaccttagticag
tatgccgtgggaattalgacégtaaccatgacatttaaattgg ggececgtaaagetacgggacggtggaatecicaace
tggagtgtatcececgeacgeageagglcatitaccatatglactatatgaccecacagetacagatgcaaaacaacace
acagacatggatatgaaaagcctgaagaatigiggacagecaaaagecgtgtpgeacccattgtragtcgacatacic

FIG. 7A

B1 VP2 de seqiiéncia de aminoacido

MTSVNSAEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPEHH
YKVFSPAASSCHNASGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYLDINALNLEFSPLEFQHLIENY GS
IAPDALTVTISEIAVKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYKYPYVLGQGQDTLAPE
LPIWVYFPPQYAYLTVGDVNTQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTATMSYK
FPPVPPENLEGCSQHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPL
VNSVSTKRBGDSSSTGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKYVTGINAIS
HGQTTYGNAEDKEYQQGVGRFPNEKEQLKQLQGLNMHTYFPNKGTQQYTDQIBRPLMVGS
VWNRRALHYBSQLWSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSM
GITTLVQYAVGIMTVTMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQH
HRHGYEKPEELWTAKSRVHPL

FIG. 7B
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B6 NS1 de seqiiéncia simples de DNA

atactcttcgaacaaaacaaaatggagctatitagagggatpcttcaagtitcttctaatgtictggactgtpctaacgataactggtgptectett
tactggatitagacactictgactgggaaccactaacicatactaacagactaatggeaatatacttaageagtgtggetictaagettgacttta

ctggpgggccactageagggtgctigtactitittcaagtagaatgtaacaaatttgaagaaggctatcatattcatgtggttattggegpgcca
gggltaaaccccagaaaccteacagtgtgtgtagaggggttatitaataatgtacttatcacettgtaacigaaaatetgaagcetaaaattittge
caggaatgactacaaaaggcaaatactttagagatggagagoeagtitatagaaaactatttaat gaaaaanatacctttaaatgtigtatggtgt

gltactaatatigatggacatatagatacctgtatttctgetactittagaaagggagettgecatgecaagaaaccecgceatcaccacagecat

aaatgatactagtactgatgetggggagtctageggeacaggggeagaggtigigecatttaatgggaapppaactaaggetageataaag
tticaaactatggtanaciggligtgtgaaaacagagtptitacagaggataagtggaaactagttpactitaaccagtacactttactaageagt
agtcacagtggaagttttcaaaticaaagtgcactaaaactageaatttataaagcaactaatttagtgcctactageacatttttattgcatacag
actitgagcaagttatgtgiattaaagacaataaaattgitaaattgttactttgtcaaaactatgaccecctattagiggggcageatgigttaaag
tggattgataaaaaatgtggcaagaaaaacacactgiggtiitatggaccgecaagtacagggaaaacaaacttggeaatggecattgetaa

aagtgttccagtatatggceatggttaactggaataatgaaaactitceatttaatgatgtagcaggaaaaagcetiggtggtetgggatgaaggta
ttattaagtctacaattgtagaagctgcaaaagecattitaggegggcaacccaccagggtagatcaaaanatgegtggaagtgtagetgtpec
ctggagtaccegtggttataaccageaatggtgacattacttttgitgtaagegggaacactacaacaactgtacatgetaaagecttaaaaga
gegeatggtaaagttaaactttactgtaagatgcagecectgacatggggttactaacagaggetgatgtacaacagtggettacatggtgtaat
gcacaaagcetigggaccactatgaaaactigggeaataaactacactttigatttcectggaattaatgeagatgecctecacccagacctecaa
accaccccaattlgicacagacaccagtatcagcagecagtggtggtgaaagetetgaagaactcagtgaaageagcettttttaacctcatcace
ccaggegectggaacactgaaaccecgegetetagtacgeccateeccgggaccagttcaggagaatcatetgtcggaageccagttice

tccgaagtigtagetgeategtgggaagaagectictacacacctitggcagaccagtitegtgaactgitagligggpttgattatgtgtgppa
cggtgtaagggpittacctgtetgttgtgtgcaacatattaacaatagtgggggaggctigggactitgteeccattgeattaatgtagggpctt

ggtataatggatggaaalttcgagaatttaccecagattiggtpegatgtagetgecatgtgggagctictaateecttitetgtgetaaccigea
aaaaatgtgcttacctgictgpattgecaaagcetitgtagattatgagtaagtcgacatacte

FIG. 8A

B6 NS1 de seqiiéncia de aminoacido

MELFRGVLQVSSNVLDCANDNWWCSLLDLDTSDWEPLTHTNRLMAIYLSSVAS
KLDFTGGPLAGCLYFFQVECNKFEEGYHIHVVIGGPGLNPRNLTVCVEGLENNVLYHLVT
ENLKLKFLPGMTTKGKYFRDGEQFIENYLMKKIPLNVVWCVTNIDGHID TCISATFRKGA
CHAKKPRITTAINDTSTDAGESSGTGABVVPFNGKGTKASIKFQTMVNWLCENR VFTEDK
WKLVDFNQYTLLSSSHSGSFQIQSALKLAIYKATNLVPTSTFLLHTDFEQVMCIKDNKIV
KLLLCQNYDPLLVGQHVLKWIDKKCGKKNTLWFYGPPSTGKTNLAMAIAKSVPVYGMVNW
NNENFPFND VAGKSLVVWDEGIOKSTIVEAAKAILGGQPTRVDQKMRGSVAVPGVPVVIT
SNGDITFVVSGNTTTTVHAKALKERMVKLNFTVRCSPDMGLLTEADVQQWLTWCNAQSWD
HYENWAINYTFDFPGINADALHPDLQTTPIVIDTSISSSGGESSEELSESSFENLITPGA
WNTETPRSSTPIPGTSSGESSVGSPVSSEVVAASWEEBAFYTPLADQFRELLVGVDYVWDG
VRGLPVCCVQHINNSGGGLGLCPHCINVGAWYNGWKFREFTPDLVRCSCHVGASNPESVL
TCKKCAYLSGLQSFVDYE

FIG. 8B
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B6 VP1 de seqiiéncia simples de DNA

atactcaagcttacaaaacaaaatgagtanagaaagtggcaaatggtgggaaagtpgatgataaatttgctaaagetgtgtatcagceaatitglg
gaatittatgaaaaggttactggaacagacttagagcitaticaaatattaaaagatcaltataatattictitagataateccctagaaaacccate
ctetttgtttgacttagttgetegtattaaaaataaccttaaaaactetecagacttatatagteateattttcaaagtcatggacagttatctgaccac
ccecatgecttateatccagtageagteatgeagaacctagaggagaagatgeagtattatctagtgaagacttacacaagectgggeaagtt
agcgtacaactacceggtactaactatgitgggectggcaatgagetacaagotgggececcgeaaagtgetgtigacagtgetgeaaggat
tcatgactitaggtatagecaactggctaagttgggaataaatecatatactcatiggactgtageagatgaagagctittasaaaatataaaaaa
tpaaactggptttcaagcacaagtaglaaaagactactttactttaaaaggtpcagetgeccctgtggeccattticaaggaagttigecgpaa
gliccegettacaacgectcagaaaaatacccaagealgacticagttaatictgcagaagecageactggtgeaggagggpgggecagta
atcctgtgaaaageatgtggagtgagggggecactittagigecaactetglaactigtacattticcagacaatttttaaticcatatgacecag
agcaccattataaggtglitictccegeageaaglagetgocacaatgecaglggaaaggaggeaaaggttigcaceattagticecataatgg
gatactcaaccccatggagatatitagattttaatgcetttaaatttatitttticacctttagagtticageacttaattgaaaattatggaagtatapct
cctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacaaacaaaactggaggepeggtgcaggttactgacageactaca
gggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagtacecatatgigttaggpcaaggtcaagatactitagecccagaacticetatttgget
atactttccecctcaatacgcttactiaacagtaggagatgtiaacacacaaggaattictggagacagcaaaaaattggcaagtgaagaatca
gealtttatgliitggaacacagticttticagettitaggtacaggaggtacagcaactaigtettataagtitcctecagigeocccagaaaattt
agagggctgcagtcaacactittatgaaatgtacaaccecttatacggatcecgettaggggticetgacacattaggaggtgacecaaazttt
agatctttaacacatgaagaccatgcaaticagecccaaaacttcatgecagggecactagtaaactcagtgtcetacaaaggagggapgacag
ctetagtactggagetggaaaagecttaacaggocttagcacaggtaccictcaaaacactagaatatecttacgecetgggecagtgtctea
gccgtaccaocactgggacacagataaamtgtcacaggaataaatgccatttctcatggtcagaocacttat ggtaacgetgaagacaaag
aglatcagcaaggagtpgggtapgalticcaaatgaaaaagaacagctaaaacagttacagggtitaaacatgeacacctactitcccaataaag
gaacccagcaatatacagatcaaattgagegeccoctaatgptgggtictgtatggaacagaagageccticactatigaaagecagetgtgg
agtaanattccaaatitagatgacagttitaaaactcagtitgeageetiaggaggatgggglitgcatcagecacctectcaaatatiCtiaaaa
atattaccacaaagiggpgccaa tiggaggtatiaaatcaatgggaattactacctiagticagtatgeegtgggaatiatgacagtaaccatga
catttaaattggggecccgtaaagetacgggacggtggaaloctcaacctggagtgtateccocgeacgeageaggtcatitaccata tgta
ctatatgaooocacagdacagatgcaaaacaacamacagacalggatatgmagcctgaagaaﬂgtggacagccaazagccgt gty
cacccattgtaagicgacatactc

FIG. 9A

B6 VP1 de seqiiéncia de aminoacido

MSKESGKWWESDDKFAKAVYQQFVEFYEKVTGTDLELIQILKDHYNISLDNPL
ENPSSLEDLVARIKNNLKNSPDLY SHHFQSHGQLSDHPHALSSSSSHABPRGEDAVLSSE
DLHKPGQVSVQLPGTNYVGPGNELQAGPPQSAVDSAARIHDFRYSQLAKLGINPY THWTV
ADBRELLKNIKNETGEQAQVVKD YFTLKGAAAPVAHFQGSLPEVPA YNASEK YPSMTSVNS
AEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGA TFSANSVTCTFSRQFLIPYDPEHHYKVFSPAASSCHN
-ASGREAKVCTISPIMGYSTPWRY LDFNALNLUFFSPLEFQHLIENYGSTAPDALTVTISEL™
AVKDVTNKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHBYKYPYVLGQGQDTLAPBLPIWVYFPPQYAY
LTVGDVNTQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTATMS YKFPPVPPENLEGCS
QHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPLVNSVSTKEGDSSS
TGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQP YHHWDTDK Y VTGINAISHGQTTYGNAEDKE
YQQGVGRFPNEKEQLKQLQGLNMHTYFPNKGTQQYTDQIERPLMVGSVWNRRALHYESQL
WSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSMGITTLVQYAVGIM

TVTMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQHHRHGYBKPEELWT
AXSRVHPL

FIG. 9B
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B6 VP2 de seqiiéncia simples de DNA

atactcaagcttacaaaacaaastgacticagttaatictgcagaagecageactggtgcaggagpgrgggeca gtaatcctgigaaaageatgtggagtpagggegc
cacttitagtgecaactctgtaacttgtacatittccagacaatitttaaticeatatgacccagagcaccatt
ataaggtgtitictccegeageaagiagetgecacaatgecagtggaaaggaggeaaaggtitgcaccatiagtoccata
atgggatactcaaccccatggagatattiagattttaatgetitaaatitatittittcacctitaga gittcageactt
aattgaaaattatggaaglatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagadattgctgtiaaggatgttacanaca
anactggaggppggptgcagpttacigacageactacagggegectatgeatgtiagtagaccatgaatataagtaceca
tatgtgttagggcaaggteaagatactitagccecagaacticetattigggtatactttceeccteaatacgcttactt
aacagtaggagatgttaacacacaaggaatiictggagacagcaaaaaatiggcaagtgaagaatcageatitiatgtit
tggaacacagtictiticapctittaggtacaggaggtacagceaactatgtcitataagtitectccagtgeccecagaa
aatttagaggpctgcagicaacactitiatgaaatgtacaaccecttatacggatcecgetiaggppttectgacacatt
aggaggtgacccaaaatitagalctttaacacatgaagaccatgeaattcagecccaaaacticatgecagggecactag
taaactcagtgtctacaaaggagg gagacagctctagtactggagetggaaaagecttaacaggecttageacaggtace
tctcaaaacactagaatatccttacgecctgggecagtgtetcageegtaccaccactgggacacagataaatatgicac
aggaataaatgccattictcatggtcagaccacttatggtaacgetgaagacaaagagtatcageaaggagtgggtagat
ttccaantgaaaaagaacagctaaaacagttacagggtitaaacatgcacacctactiicccaataaaggaacccageaa
tatacagatcasattgagegeccectaatggtgggtictgtatgpaacagaagageecttcactatgaaageca getgty
gagtaaaattccaaatitagat gacagtittanaactcagtttgcageettaggaggatgggptitgcatcagecaccte
ctcaaatatitftaaaaatattaccacaaagtgggccaattggagptattaaatcaatgggaattactaccttagticag
tatgcogtgggaatiatpacagtaaccatgacatitasatiggggecccgtaaagetacgggacggiggaatectcaace
{ggagtgtatcccecgeacgcagcaggtceatttaccatatgtactatatgaccecacagetacagatgcaaaacaacace
acagacatggatatgaaaagcctgaagaattgtggacagecaaaagecglgtgeacceatigtaagtegacatactc

FIG. 10A

B6 VP2 de seqiiéncia de aminoacido

MTSVNSAEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIP YDPEHH
YKVESPAASSCHNASGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGS
IAPD ALTVTISEIAVKDVTNKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYK YPYVLGQGQDTLAPE
LPIWVYFPPQYAYLTVGDVNTQGISGDSKKLASEBSAFY VLBHSSFQLLGTGGTATMS YK
FPPVPPENLEGCSQHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPL
VNSVSTKEGDSSSTGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDK YVTGINAIS
HGQTTYGNAEDKEYQQGVGRFPNEKRQLKQLQGLNMHTYFPNKGTQQYTDQIERPLMVGS
VWNRRALHYESQL W SKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSM
GITTLVQY AVGIMTVTMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQH
HRHGYEKPEELWTAKSRVHPL :

FIG. 10B
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CHS80-1

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitcaa
gcacaagta ptaaaagactactitactitaaaaggtgcagetgeeectgtggeccattitcaaggaagtttgee
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattetgecagaagecageac
tggtgeaggagggegegecagtaatcetgtiaaaageatgtggagigagggggccactlitagtgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaaticcatatgacccagageaccattataaggtgtittctcccgea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgetttaaatitgittttttcacctttagagtitcageatitaattgaaaact
atggaagtatagctectgatgcetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactg

gaggggpaglacaagttactgacageactaccgggegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 11A

CHS81-3
ataaatccatatactcattggactgtapcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
geacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagetgeecctgtggeccattttcaaggaagttigec
ggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaatictgcagaagecageac
tggtgcagpageggegggcagtaatcetgttaaaageatgtggagtgagggggecacttttagtgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgttticgeecgea
gcaagtagcetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatacte
aaccccatggagatacttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcetgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatpttacgeacaaaactg
gagggggeetgcagpttactgacagcactacagggegcctatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11B
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B19SCL1-4
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccetgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattcigecagaagecageac
tggtgcaggagggpgegepcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggggccacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctcccgea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagteccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcageacttaatigaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaacigtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgitacggacaaaactg
gagggeoootocaggttactgacagcactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagpgcaaggtcaggatactttag

FIG. 11C

B19SCL2-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccetgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttccecgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgeagaagecageac
tggtgeaggagggegggocagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgaggpgpoccacttitagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgttttctccegea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcccataatgggatacte
aaccccatgpagatatttagattttaatgctitaaatttatttitttcacctttagagtttcagcacttaattpaaaatt

atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgitaaggatgttacggacaaaactg
gaggpggpgtgcaggttactgacagcactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 11D
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B19SCL3-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagcetgeecctgtggeccattttcaaggaagttigee
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacitcagttaatictgecagaagecageac
tgptgcaggapggggggecagtaatcctglgaaaageatgtggagigagggggecacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattticcagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtittctcccgea
gcaagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgecaccattagtcccataatgggatacic
aaccccatggagatatttagattttaatgetttaaatttatttttttcacctttagagttticageacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgcetttaactgtaaccatatcagaaatigetgttaaggatgttacggacaaaactg
gagggggggtgeaggttacigacagcactacagggegeclatgealgitaglagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11E

B19SCLA4-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgcagaagecageac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgagggggcecacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctccegea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggttigcaccattagtcccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgcetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaagpatgttacggacaaaacty
gaggggeggtgcaggttactgacagcactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcagpatactitag

FIG. 11F



28/38

B19SCLS5-2

ataaalccatatactcatiggactgtagcagatgaagagcettttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattttcaaggaagttigee
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaatictgcagaagecageac
tgptgcaggaggpeeepgocagtaatectgtgaaaageatgtgpagtgaggggpccacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctccegea
gcaagtagctgcecacaatgecagtggaaaggaggeaaaggtttgecaccattagtececcataatgggatactce

aaccccatggagatatttagattttaatgetttaaatttattttiticacctttagagtticageacttaatigaaaatt

atggaagtatagetcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaactg
gaggggepgtgcaggttactgacageactacagggcgectatgcatgttagtagaccatgaatataagtac

ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11G

B19SCL6-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccctgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgcagaagecagea
ctggtgcaggaggepgoggcagtaatcetgtgaaaageatgtggagtgagggpgecacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctceege
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgetttaaatttatttttttcacctttagagtttcagceacttaattgaaaat
tatgpaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatpttacggacaaaact
ggaggggggetgeaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.11H
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B19SCL7-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagcetgeccctgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaatictgecagaagecagea
ctggtpcaggaggggggggcagtaatectglgaaaagcatgtggagtgagggggccactittagtgecaa
ctctgtaacttgtacattitccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataagigttttctcecge
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttitttcacctttagagtticagcacttaatigaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggaggegepetrcaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgﬁagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 111

B19SCLS8-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccctgiggeccatittcaaggaagttige
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgcagaagecagea
ctggtgecaggaggggegggcagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgaggggpccacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttpcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttaggttttaatgctitaaatttatttttticacctttagagtitcagcacttaattgaaaat

tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggegeetgcaggttactgacagcactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggpgcaaggtcaggatactttag

FIG. 11J
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B19SCL9-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagaclactttactttaaaaggtgcagctgcccctglggeccatiticaaggaagtitge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticaattaattctgcagaagecagea
ctggtgcaggagggggogecagtaatccigtcaaaageatgtggagtgaggggeccacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacagtitttaattccatatgacccagageaccattataaggtgtittctceeg
cagccagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagteccataatgggatac
tcaaccccatggagaltatitagattttaatgetitaaaltlatttitticacctitagagittcageactiaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaac
tggagggeggetgcaggttacigacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagt
acccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11K

B19SCL9-9
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagcetgeccctgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttcecegcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgcagaagecagea
ctggtgcaggaggggepgecagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgaggpgpccacttitagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaattittaattccatatgacccagagceaccattataaggtgtittctceege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatttttticacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact

ggaggggeggtpgcaggttactgacagcactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 11L
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B19SCL10-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattitcaaggaagttige
cggaagttcccgceltacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagtiaatictgeagaagecagea
ctggtgecaggagggggggpcagtaatcctgigaaaageatgtggagtgaggggoccactittagtgecaa
ctctgtaacttglacatittccagacaatttttaaticcatatgacccagageaccattataaggtgtitictceege
agcaagtagctgcecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaattatttitttcacctttagagtitcageactiaatigaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggaggggppetgcaggttactgacagcactacagggegcctatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 11M

B19SCL11-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagapcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagetgeceetgtggeccattttcaaggaagtitge
cggaagttcececgcettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacticagttaattctgcagaagecagea
ctggtgcaggaggpgpgggcagtaatcectgtgaaaageatgtggagtgagggggccacttitagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgcetttaaatttatttttttcacctttagagtttcagceacttaattgaaaat
fatggaaptatagcicctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact
ggagggegggtegcaggttactgacagceactacagggcegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttat

FIG. 1IN
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B19SCL12-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactggetttca
agcacaagtagtaaaagactacittactttaaaaggtgcagcetgeccetgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttcecegcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgcagaagecagea
ctggtgcagpaggggggggcagtaatectgicaaaageatgtggagtgaggepoccacttttagtgecaa
ctctgtgacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgtttictceeg
cagcaaglagetgecacaatpgecagtggaaaggaggceaaaggtttgeaccattagtccgataatgggatac
tcaaccccatggagatattlagatittaatgetitaaatttattittttcacctttagagtticagcacttaattgaaaa
ttatggaagtatagetcetgatgetttaactgtaaccatatcagaaatigetgttaaggatgttacagacaaaact
ggaggggegetgcaagttactgacageagtacaggpgcegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 110

B19SCL13-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagcetgecectgtggeccattttcaaggaagttige
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgcagaagecagea
ctggtgecaggagggggggecagtaatectgtgaaaagceatgtggagtgagggggccacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtgcattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataag gtgttttcteeeg
cagcaaglagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatac
tcaaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttattttttcacctttagagtttcageacttaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacgpacaaaac
tggaggegeggtgoaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagt
acccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11P
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B19SCL14-1

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaa ggtgcagetgeeectgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattetgeagaagecagea
ctggtgcaggagggggggecagtaatceigtgaaaageatgiggagtgagegpgoccacttitagtgecaa
ctcigtaacttgtacatiticcagacaatitttaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcecge
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtttgeaccattagteecataatgggatact
Caaccccatggagatatitagatittaatgetttaaatttattttiticacctttagagtttcageacttaattgaaaat
tatggaaglatagctectgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggagggggpglgcaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaagptcaggatactttag

FIG. 11Q

B19SCL15-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatathaaaaatgaaactggptitca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeceetgtggeccattttcaagpgaagtttge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgecagaagecagea
ctggtgeaggaggggaggecagtaatcetgtgaaaageatgtggagtgaggeggccacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaattittaattccatatgacccagageaccattataaggtgttttctecege
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatact
Caaccccatggagatatttagattttaatgetttaaatttatttttttcacctttagagtttcagceacttaattgaaaat
tatggaagtatagctectgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaagpatgttacggacaaaact

ggaggggeggtgeaggttactgacagcactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggocaaggtcaggatactttag

FIG. 11R
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B19SCL16-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagcetgeecctgtggeccattttcaaggaagtitge
cggaagticcegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgecagaagecagea
ctggtgcaggagggeooopcagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgaggggroccacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctcecge
agcaagtagctgecacaatgccagtggaaaggaggceaaaggtttgcaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattitaatgctttaaatttattttittcacctttagagtttcageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggaggpgggpptecaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtapaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcagpatactttat

FIG. 11S

B19SCL17-1
ataaatccatatacttattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagitaattctgcagaagecagea
ctggtgecaggaggeggggpgcagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgaggggeccacttttagtgecaa
ctetgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtittcteecge
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttattttittcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact

a tecaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11T
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B19SCL18-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgccectgtggceccattttcaaggaagtitge
cggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgeagaagecagea
ctggtgcaggagggggpgggcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggooccacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtttictecege
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtttgeaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagatittaatgetttaaatttatttttttcacctttagagtticagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggagpggppgtgcaggttactgacagecactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11U

B19SCL19-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggttica
agcacaagtagtaaaagactactttactﬁaaaaggtgcagctgccoctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaattctgcagaagecagea
ctggtgcaggageggegpgcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgaggggoccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttitaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtttictccege
agcaagtagctgcecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgecaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagceacttaattgaaaat
tatggaaptatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggegtgcaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 11V
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B19SCL20-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccctgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttccecgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgecagaagecagea
ctggtgcaggagggggggpcagtaatcetgtgaaaageatgtggagtgaggggpccacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattticcagacaatttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgtttictccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagteccataatgggatact
caaccccatgpagatatttagatittaatgctttaaatitattttittcacctttagagtttcageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaatigetgttaaggatgttacggacaaaact
gegagggggggtgcaggttactgacageactacagggcegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11W

B19SCL21-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccetgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgecagaagecagea
ctggtgcaggaggpgggeggcagtaatcetgtgaaaageatgtggagtgaggggpgccacttttagtgecaa
ctctgtaactigtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgttttctccege
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggceaaaggtttgecaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgetttaaatttatttitttcacctttagagtttcageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11X
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B19SCL22-11
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagcetgeccctgtggeecattttcaaggaagtttge
cggaagticccgettacaacgecticagaaaaatacccaageatgacttcagitaattctgecagaagecagea
ctgptgeggpaggggppppcaglaatcctgtgaaaageatgtggagtgagggopecacttttagtgecaa
ctetgtaactigtacattttccagacaatttttaaticcatatgacccagageaccattataaggtgtittctcecge
agcaagtagetgecacaatgecagtggaaagpaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatitagatittaatgettlaaatitatittiticacetitagagtticageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaagpatgttacggacaaaact

ggagggopgpgtegcaggttactgacageactacagggcegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11Y

B19SCL2-14
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagetgeccectgtggeccattttcaaggaagtitge
cggaagttccegcttacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaattctgecagaagecagea
ctggtgecaggagggeggpggcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgaggggpccactittagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttitctcecge
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgecaccattagtecccataatgggatact
caaccccatggagatatctagattttaatgcetttaaatttatttttticacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctectgatgcetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
geagepppoptpcagetfactgacageactacaggecgectatgeatgttagtagaccatgaatataagte

cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11Z
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Figura 12

GAATTCACTTGTACATTTTCCAGACAATTTTTAATTCCATATGACCCAGAGCACCATTAT
ACAGTGACATGCAGGTCTAGCTCTGCCACAATGCCAGTGGAAAGGAGGCAAAGGTTTGCA
CCATTAGTCCCATAATGGGATACTCAACCCCATGGAGATATTTAGATTITTAATGCTTTAA
ATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGTITCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTC
CTGATGCTTTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGTTAAGGATGTTACGGACAAAACTG
GAGGGGGGGTGCAGGTTACTGACAGCACTACAGGGCGCCTATGCATGTTAGTAGACCATG
AATATAAGTACCCATATGTGTTAGGGCAAGGTCAAGATACTTTAGCCCCAGAACTTCCTA
TITGGGTATACTTTCCCCCTCAATACGCTTACTTAACAGTAGGAGATGTTAACACACAAG
GAATTICTGGAGACAGCAAAAAATTGGCAAGTGAAGAATCAGCATTITATGTTTTGGAAC
ACAGTTCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGTTTCCTC
CAGTGCCCCCAGAAAATTTAGAGGGCTGCAGTCAACACTTITATGAAATGTACAACCCCT
TATACGGATCCCGCTGTCGAC (SEQ ID NO.:92)
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RESUMO
ENSAIOS BASEADOS EM ACIDO NUCLEICO PARA SE DIAGNOSTICAR
PRECISAMENTE INFECQEO POR PARVOVIRUS B19 E INICIADORES E
MARCADORES PARA USO NESSES ENSAIOS

A presente 1invencdao € baseada na descoberta de
iniciadores e marcadores Unicos para usoO em ensalios
baseados em &dcido nucléico, bem como no desenvolvimento de
um teste diagndéstico baseado em 4&cido nucléico sensivel,
confidvel, para a deteccdo de DNA de parvovirus Bl9 em
amostras bioldbgicas de individuos potencialmente
infectados. As técnicas aqui descritas utilizam DNA
extraido de amostra como um modelo para amplificacdo de
regides genbmicas conservadas da sequéncia de Bl9 usando
amplificag¢do mediada por transcrigdo (TMA), bem como em um
ensaio de 5’ nuclease. Os métodos permitem a detecgdo de
DNA de Bl9 em amostras virémicas que tém titulacdes virais
tao baixas quanto 103 particulas de virus/ml.
Consequentemente, amostras infectadas podem ser
identificadas e excluidas de transfusdo, bem como da
preparacdo de derivados de sangue. Os marcadores e
iniciadores aqui descritos também sdo Uteis em, por
exemplo, métodos-padrdo de hibridizacdo, bem como em
técnicas baseadas em PCR, amplificacdo baseada em sequéncia
de 4&cido nucléico (NASBA) e em ensaios que utilizam
molécula de DNA ramificado. Kits ©para deteccdo de
parvovirus humano em uma amostra bioldgica sdo também

reveladas.
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