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Relatdério Descritivo da Patente de Invengédo
para "PROCESSOS PARA DETECCAO E IDENTIFICAGAO
OPCIONAL DE ACIDO NUCLEICO MICOBACTERIANO E DE MICO-
BACTERIA" .

A presente invencdo refere-se a reagentes e a
métodos para a deteccdo da presenca de A&acido nucléico
micobacteriano e identificacdo da espécie micobacteriana
da qual se origina o &cido nucléico micobacteriano em
uma amostra. Especificamente, a presente invencdo refe-
re-se a um ativador oligonucleotidico que se hibridiza a
uma regido alvo do gene RNA ribossémico 16S ou ao RNA
correspondente de uma espécie micobacteriana, em que o
dito ativador contém a seqiiéncia 5'CACATGCAAGTCGAA
CGGAAAGG3' (KY18) ou 5'GCCCGTATCGCCCGCACGCTCACAZ"!
(KY75) como seqiiéncia de hibridizacdo. Além disso, a
presente invencdo refere-se a uma sonda oligonucleoti-
dica contendo uma seqiiéncia oligonucleotidica capaz de
se hibridizar a regido alvo do gene RNA ribossfémico 16S
ou ao RNA correspondente de uma espécie micobacteriana
obtenivel por amplificacdo com um par de ativadores, em
que o primeiro ativador contém a seqiiéncia KY18 e o se-
gundo ativador contém a seqiiéncia KY75 como seqién-

cia de hibridizacdo. Mais especificamente a presente
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invengdo se refere a métodos para a deteccdao ou identi-
ficagdo de um acido nucléico micobacteriano em uma amostra
por amplificagdo de uma regido alvo do gene RNA ribossé-
mico 16S ou do RNA correspondente de uma espécie micobac-
teriana, misturagdo do dcido nucléico amplificado com uma
sonda. e detecgdo ou identificacdo de hibridos formados
entre o dito dcido nucléico e a dita sonda, em que sondas
especificas estdo presentes. Além do mais, a invengao se
refere a kits para realizacdo dos métodos.

Micobactérias sdo bacilos aerdbicos de cresci-
mento lento e dcido resistentes. Pelo menos dezenove es-
pécies de Micabactérias jd foram até agora associadas a
doengas em seres humanos, mais particularmente M. tuber-
culosis, M. bovis e M. leprae. Algumas espécies, como a
M. avium, M. intracellulare e M. kansasii, embora normal-
mente nao patogénicas a individuos sadios, podem causar
doencas em individuos imunocomprometidos, como aqueles
infectados com o virus da AIDS. Além disso, varias espé-
cies raramente causam doenga em seres humanos, mas podem
ocorrer em espécimes clinicos como sapréfitas. Métodos
para a detecgdo e identificagdo de espécies de Micobacté-
rias incluem a cultura bacteriana, detecgao de anticorpos
e, mais recentemente, detecgdo de rRNA por hibridizacao
com uma sonda de &acido nucléico marcada radioativamente.
Cada um desses métodos tem problemas considerdveis.

A detecgao por cultivo dos bacilos é lenta, re-
querendo até dois meses, e tipicamente requer testes bio-

quimicos adicionais para a identificacdo da espécie. A
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detecgdo de anticorpos ndo dispde de especificidade por
causa da reatividade cruzada entre espécies de micobacté-
rias e também ndo dispde de sensibilidade. Além disso, a
diferenciagdo entre infec¢des atuais e passadas é dificil.
A detecgao usando fragmentos de DNA radioativamente mar-
cado como sondas que se hibridizam & pequena subunidade de
RNA ribossémico (RNA 16S) ndo dispde de sensibilidade e
ainda requer pelo menos um periodo de cultura de vdrios
dias (veja PCT/WO 84/02721).

A invengdo da reagdo em cadeia de polimerase
(PCR), um método para amplificar seqiéncias especificas de
dcidos nucléicos, torna possivel a rdpida deteccdo de &-
cidos nucléicos presentes em uma célula no que era previ-
amente uma quantidade baixa demais para ser detectada. Com
o uso da amplificagdo por PCR, pode-se detectar mesmo uma
unica cépia do acido nucléico alvo. A deteccdo direta por
hibridizagdo com uma sonda oligonucleotidica especifica
para sequéncia de uma seqiiéncia de 4&cido nucléico am-
plificada a um nivel detectdvel torna possiveis testes
diagndésticos que sdo suficientemente especificos para de-
tectar alteragdes nucleotidicas unicas na seqiiéncia. En-
tretanto,’nem todos os pares de ativadores e sondas séao
utilizdveis. A escolha de ativadores e, portanto, a regido
a ser amplificada, juntamente com a escolha das sondas,
determina grandemente a especificidade e a sensibilidade
obteniveis.

A amplificagdo por PCR tem sido usada no se-

qUenciamento de dcido nucléico micobacteriano, deteccédo de
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dcidos nucléicos micobacterianos em uma amostra e iden-
tificagdo de espécies de micobactérias. Vdarias regides do
genoma bacteriano foram usadas para detectar e identificar
dcidos nucléicos micobacterianos em amostras. A maioria
dos testes diagnésticos foram projetados para detectar a-
penas uma ou um pequeno numero de espécies e especifica-
¢bes de especificidade limitadas, se alguma, foram efetu-
adas contra DNA nao micobacteriano.

A detecgdo de uma regido do gene que codifica o
antigeno de 65 quilodaltons foi descrita em Chia et al.,
1990, J. Clin. Microbiol. 28(9):1877-1880; Brisson-Noel et
al., 1989, Lancet 334:1069-1071; Hackel et al., 1990,
Molecular and Cellular Probes 4:205-210; Woods and Cole,
1989, FEMS Microbiology Letters 65:305-310; e Hance et
al., 1989, Molecular Micobiology 3(7):843-849. Ndo mais
do que trés conjuntos de espécies de micobactérias foram
distinguidas em qualquer um dos testes baseados no gene do
antigeno de 65 quilodaltons.

A amplificagdo do elemento de DNA repetitivo,
IS6110, foi relatada em Thierry et al., 1990, J. Clin.
Microbiol. 28(12):2668-2673, e Eisenach et al., 1990, J.
Infectious Disease 161:977-981. A amplificagdo do IS6110
basicamente serve apenas para testar a presenga de espé-
cies particulares de micobactérias, embora a M. tubercu-
losis e a M. bovis possam ser distinguidas pelo niumero de
cépias (Plikaytis et al., 1991, Molecular and Cellular
Probes 5:215-219).

O antigeno de 36 quilodaltons da M. leprae foi
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usado em um teste diagndéstico em Hartskeerl et al., 1989,
J. Gen. Microbiol. 135:2357-2364. Embora o teste se des-
tinasse a ser especifico para M. leprae, observou-se uma
hibridizagdo fraca a moderada ao DNA de outras micobac-
térias.

A sequéncia de gene que codifica o antigeno de
proteina b foi usado em Sjobring et al., 1990, J. Clin.
Microbiol. 28(10):2200-2204, para produzir um teste para
M. tuberculosis/bovis basedo na presenca ou auséncia de um
produto amplificado.

Um teste unicamente para a presenca de M. tu-
berculosis baseado na seqiéncia do gene que codifica a
proteina MPB 64 foi descrito em Shankar et al., 1990,
Lancet 335:423.

Sondas construidas com fragmentos de DNA clo-
nados foram descritas em Patel et al., 1990, J. Clin. Mi-
crobiol. 28(3):513-518, e Fries et al., 1990, Molecular
and Cellular Probes 4:87-105. A especificidade de sonda
foi obtida através de um processo de selegdo, em vez de
andlise de seqiéncia durante o projeto da sonda.

Uma das regides do genoma micobacteriano que foi
analisada e tomada como alvo para uso em um teste diag-
néstico é a pequena subunidade de RNA ribossémico (rRNA
168).7 Em Bottger, 1989, FEMS Microbiology Letters 65:171-
176, O0s genes rRNA 16S de varios organismos foram ampli-
ficados usando-se ativadores "universais" destinados a
amplificar o dcido nucléico de uma ampla gama de organis-

mos e, entdo, diretamente seqiienciados. A relagdo filoge-
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nética de espécies de micobactérias foi estudada comparan-
do-se seqiiéncias do gene rRNA 16S em Rogall et al. 1990,
J. Gen. Micro. 136:1915-1920. Em Boddinghaus et al., 1990,

J. Clin. Microbiol. 28(8):1751-1759, havia a presenca de

- evidéncias referentes a determinagdes que podem ser fei-

tas usando-se oligonucleotidios especificos para seqiién-
cias para a amplificacdo e hibridizagdo a regides da se-
quiéncia rRNA 16S. Uma regido altamente varidvel da se-
quiéncia rRNA 16S foi estudada com relagdo a trés espécies
de micobactérias. Ativadores especificos para género fo-
ram usados para amplificar uma regido contendo a regido
varidvel usada para hibridizagdo de sonda especifica para
espécies.

A pequena subunidade rRNA de um grande numero de
organismos, tanto intima, quanto distantemente relacio-
nados a micobactérias, foi estudada e seqlienciada. Uma
compilagdo das sequiéncias de pequena subunidade rRNA de um
grande numero de organismos é apresentada por Neefs et
al., 1990, Nuc. Acids Res. Supplement 18:2237-2317.

Ainda h& necessidade de um teste rédpido e sen-
sivel para identificar a presengca de DNA micobacteriano e
a espécie da qual o DNA se origina.

A presente invengdo apresenta um ensaio baseado
em PCR rapido e sensivel para a detecgdo e identificacéao
de espécie de micobactérias. Apresenta-se ativadores e
sondas especificos para o gene RNA ribossdmico 16S. A
deteccdo de micobactérias é realizada por amplificagdo com

sondas especificas para género, seguido por triagem com
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sondas especificas para género em um ensaio de hibridiza-
¢ao com manchas em pontos. Se forem detectadas micobac-
térias, a identificagdo de espécie é determinada a partir
do DNA amplificado, normalmente da mesma reagdo de ampli-
ficagcdo, usando-se as sondas especificas para espécies em
um ensaio reverso de manchas em pontos.

A amplificagdo de seqiiéncias que codificam o RNA
ribossémico 16S (RNA) tem vdrias vantagens. A presente
invengdo pode ser usada para detectar e distinguir entre
mais de 30 espécies micobacterianas e inumeros outros or-
ganismos que poderiam estar presentes em uma amostra cli-
nica. A sondas e ativadores da presente invencao propor-
cionam a mdxima especificidade possivel, minimizando,
dessa forma, a probabilidade de um falso positivo causado
pela presenga de um organismo relacionado com uma seqtién-
cia similar. O gene RNA 16S contém regides altamente
conservadas. Os ativadores e sondas especificos para gé-
nero da presente invengdo se hibridizam a essas regides
conservadas e sdo capazes de se hibridizarem a seqiéncias
de quase todas as espécies do género; os ativadores am-
plificam dcido nucléico de 14 das 15 espécies micobacte-
rianas testadas e dessas 14 seqiiéncias de DNA micobacte-
riano amplificadas, as sondas especificas para género se
hibridizaram a 12. O rRNA 16S também contém regides al-
tamente varidveis dentro da regido amplificada. As sondas
especificas para espécie da presente invencdo se hibridi-
zam em uma regido varidvel onde cada espécie de interesse

tem uma sequéncia udnica.
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Uma vantagem adicional da escolha de ativadores
e sondas do rRNA 16S é que o RNa estd presente em uma
célula em crescimento em grande numero de cdépias (103 a
104). O numero de seqiiéncias de gene na forma de RNA em
uma dada amostra clinica seria, portanto, até 104 vezes
maior que o numero de seqiiéncias de DNA correspondentes.
Se for desejada uma sensibilidade de detecgdo adicional, o
préprio RNA pode ser usado como alvo de amplificagédo.

Em outro aspecto da invencdo, realiza-se uma
segunda reacao de amplificagdo como um teste confirmaté-
rio. A segunda reagdo de amplificacdo se baseia na pre-
senga de seqliéncias alvos nao diretamente relacionadas ao
primeiro alvo, isto é, os &dcidos nucléicos de RNA ribos-
sémico 16S. Seqiéncias alvos adequadas séb, de pfeferéﬁ;
cia, conservadas entre espécies de Micobactérias e ndo se
relacionam a espécies ndo Micobactérias. Um gene alvo
adequado pode ser, por exemplo, o gene que codifica o gene
da proteina de 65 kbDa. Pao et al., 1989, FEMS Micro.
Letters 65:305-310; Hartskeerl et al., 1989, J. Gen.
Micro. 135:2357-2364; e Hackel et al., 1990, Mol. Cel.
Probes 4:205-210. Embora util para confirmar os resultados
de uma primeira reagdo de amplificacdo, a amplificagdo de
uma segunda seqiéncia alvo é particularmente significativa
para resolver resultados discordantes que possam surgir
dos estudos comparativos, particularmente a comparagdo dos
métodos de PCR e cultura.

Um aspecto adicional da presente invengdo se

refere a novas composigdes para uso como controles posi-
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tivos para a detecgdo de Micobactérias. A invengdo apre-
senta uma nova composigdo para confirmar os resultados de
um ensaio usando sondas especificas para género, assim
como sondas de Micobactéria especificas para espécie.

Um aspecto da invengdo se refere a sondas capa-
zes de detectar a presenga de &cido nucléico de Micobac-
téria (sondas especificas para género) e determinar a
identidade da espécie da qual se origina o &cido nucléico
(sondas especificas para espécie).

Outro aspecto da invengdo se refere a sondas de
consenso. Na modalidade preferida, a invencdo apresenta
oligonucleotidios de consenso para a amplificacdo e de-
teccdo de espécies distintas de isolados de Micobactéria.
As sondas de oligonucleotidio de consenso ndo se hibri-
dizam a espécies ndo Micobactéria intimamente relacionadas
a micobactérias.

As sondas de consenso sdo adequadas para uma
ampla gama de detecgdo especifica para alvo usando uma
Unica sonda oligonucleotidica. Uma sonda de consenso,
conforme aqui usada, é uma sonda oligonucleotidica que ndo
€ de seqiéncia idéntica a nenhuma das seqiiéncias de &cido
nucléico micobacteriano a ser detectada. As sondas de
consenso sao composigdes oligonucleotidicas hibridas com-
preendendo seqiiéncias de dcido nucléico nao nativo. Sondas
de consenso, conforme descritas na presente invengao, po-
dem ser usadas para excluir, assim como incluir, espécies
selecionadas em um ensaio de detecgdo. Em uma modalidade,

a invengdo apresenta sondas oligonucleotidicas compreen-
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dendo novas seqiéncias. Embora essas sondas detectem ge-
nericamente espécies micobacterianas, ndo detectam espé-
cies ndo micobacterianas intimamente relacionadas, por
exemplo, Corynebacter.

Outro aspecto da invengdo se refere a ativadores
para amplificar uma regido especifica do dcido nucléico de
micobactérias. Essa regido contém tanto uma regido con-
servada entre espécies de Micobactérias, quanto uma regido
varidvel com suficiente heterogeneidade entre espécies
para permitir que a origem do &cido nucléico alvo seja
determinada usando-se sondas oligonucleotidicas especifi-
cas para seqiéncia.

Outro aspecto da invencdo se refere a métodos de
detecgdo e identificagdo de espécies. A amplificagdo do
dcido nucléico alvo por PCR, usando os ativadores da in-
vencdo, permite detectar a presenca de dcido nucléico mi-
cobacteriano por misturagdo do &cido nucléico amplificado
com as sondas especificas para género e detecgdo se ocorre
hibridizagdo, ao passo que a identificagdo de espécie é
realizada determinando-se o padrdo de hibridizagdo a
sondas especificas para espécie.

Um aspecto adicional da invencdo se refere a
kits. Esses kits tém varias formas e compreendem uma ou
mais sondas e, em uma modalidade, compreendem um painel de
sondas suficiente para determinar a identidade de uma
Micobactéria infectante no nivel de espécie e instrucdes

para uso dos ingredientes do kit. Os kits também podem

compreender um ou mais reagentes de amplificacdo, por
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exemplo, ativadores especificos para género, polimerase,
tampdes e trifosfatos de nucleosidios.

Em ainda uma modalidade adicional, o kit também
pode compreender controles positivos e negativos. Um
controle positivo preferido é aqui descrito.

Para auxiliar no entendimento da invencdo, va-
rios termos sdo definidos abaixo.

O termo "oligonucleotidio" se refere a uma mo-
lécula composta por dois ou normalmente mais desoxirribo-
nucleotidios ou ribonucleotidios, como ativadores, son-
das, fragmentos de 4&dcido nucléico a serem detectados e
controles de &cido nucléico. O tamanho exato de um oligo-
nucleotidio depende de muitos fatores e da funcdo ultima
ou uso do oligonucleotidio. Oligonucleotidios podem ser
preparados por qualquer método adequado, incluindo, por
exemplo, clonagem e restrigdo de seqiiéncias apropriadas e
sintese quimica direta por um método como o método de
fosfotriéster de Narang et al., 1979, Meth. Enzymol.
68:90-99; o método de fosfodiéster de Brown et al., 1979,
Meth. Enzymol. 68:109-151; o método de dietilfosforami-
dita de Beaucage et al., 1981, Tetrahedron Lett. 22:1859-
1862; e o método de suporte sélido da Patente U.S. N°
4.458.066.

O termo "ativador" se refere a um oligonucleo-
tidio, natural ou sintético, capaz de agir como ponto de
iniciagdo da sintese de DNA sob condigdes em que a sintese
de um produto de extensdo de ativador complementar a uma

fita de dcido nucléico seja induzida, isto é, na presenca
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de quatro trifosfatos de desoxirribonucleosidios diferen-
tes e um agente para polimerizagdo (isto é, DNA polimerase
ou transcriptase reversa) em um tampdo apropriado e a uma
temperatura adequada. Um ativador é, de preferéncia, um
oligodesoxirribonucleotidio de fita simples. O comprimento
apropriado de um ativador depende do uso desejado do
ativador, mas tipicamente varia de 15 a 25 nucleotidios.
Moléculas ativadoras curtas geralmente requerem tempera-
turas mais frias para formarem complexos hibridos sufici-
entemente estdveis com o modelo. Um ativador ndo precisa
refletir a seqliéncia exata do modelo, mas tem de ser su-
ficientemente complementar para se hibridizar com um mo-
delo e servir para iniciar a sintese de DNA.

Nas modalidades apresentadas da invengdo, apre-
senta-se ativadores e sondas de seqiiéncias especificas.
Ficard aparente para aqueles versados na técnica que, de
acordo com essas modalidades, ativadores e sondas de se-
qiéncias especificas podem ser modificados, por exemplo,
pela adicdo de nucleotidios & extremidade 5’ ou 3’, esses
nucleotidios sendo complementares a seqiiéncia alvo ou
sendo nao complementares a seqiiéncia alvo. Contanto que
as composigdes de ativador sirvam como ponto de iniciacgédo
para a extensdo das seqliéncias alvos e os ativadores e
sondas compreendam pelo menos 14 nucleotidios consecutivos
contidos dentro dessas modalidades exemplificadas, essas
composigdes estdo dentro do dmbito da invencéo. )

O termo "ativador" pode se referir a mais de um

ativador, particularmente no caso em que ha alguma ambi-
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giidade na informagdo referente a uma ou a ambas as ex-
tremidades da regido alvo a ser amplificada. Se uma regido
"conservada" mostrar niveis significativos de polimor-
fismo em uma populagdo, podem-se preparar misturas de a-
tivadores que amplifiquem essas seqiiéncias ou os ativado-
res podem ser projetados para amplificar mesmo seqiiéncias
nadao correspondentes. Um ativador pode ser marcado, caso
desejado, por incorporacdo de um marcador detectdvel por
meios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, imuno-
quimicos ou quimicos. Por exemplo, marcadores utilizdveis
incluem 32P, corantes fluorescentes, reagentes eletroden-
sos, enzimas (como as comumente usadas em ELISAs), biotina
ou haptenos e proteinas para os quais haja antissoros ou
anticorpos monoclonais disponiveis. Um marcador também
pode ser usado para "capturar" o ativador, a fim de faci-
litar a imobilizagdo do ativador ou de um produto de ex-
tensédo de ativador, como DNA amplificado, sobre um suporte
sdélido.

Os termos "oligonucleotidio especifico para se-
qiéncia" e "SSO" se referem a oligonucleotidios que tém
uma seqiiéncia, chamada de "regido de hibridizacdo", com-
pPlementar & seqiliéncia a ser detectada, que, sob "condigdes
de hibridizagdo rigorosas, especificas para seqiéncia", se
hibridizard apenas a seqiiéncia alvo exatamente complemen-
tar. O relaxamento do rigor das condicées de hibridizacéao
permitird que ndo correspondéncias de seqiiéncia sejam
toleradas; o grau de ndo correspondéncia tolerado pode ser

controlado por ajuste adequado das condigées de hibridi-
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zagdo. Os termos "sonda" e "sonda SSO" sio usados inter-
cambiavelmente com SSO.

O termo "regido alvo" se refere a uma regido de
um dcido nucléico a ser analisada.

O termo "enzima polimerase termoestdvel" se re-
fere a uma enzima que é relativamente estdvel ao calor e
que catalisa a polimerizacdo de trifosfatos de nucleosi-
dios para formar produtos de extensido de ativador que sao
complementares a uma das fitas de &dcido nucléico da se-
giiéncia alvo. A enzima inicia a sintese na extremidade 3’
do ativador e prosseqgue na direcdo da extremidade 5’ do
modelo até a sintese terminar. Uma enzima polimerase ter-
moestavel purificada ¢é descrita mais detalhadamente na
Patente U.S. N° 4.889.818.

O termo "transcriptase reversa" se refere a uma
enzima que catalisa a polimerizacdo de trifosfatos de nu-
cleosidios para formar produtos de extensdo de ativador
que sdo complementares a um modelo de &cido ribonucléico.
A enzima inicia a sintese na extremidade 3’ do ativador e
prossegue na diregdo da extremidade 5’ do modelo até a
sintese terminar. Exemplos de agentes de polimerizacdo a-
dequados que convertem a seqiiéncia alvo de RNA em uma se-
qiéncia de DNA de cépia (CDNA) complementar sdo a trans-
Criptase reversa do virus da mieloblastose aviiria e a DNA
polimerase de Thermus thermophillus, uma DNA polimerase
termoestdvel com atividade de transcriptase reversa.

A Figura 1 mostra os resultados dos testes de

hibridizagdo usando tanto sondas especificas para género,
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quanto especificas para espécie da invengdo. A especifi-
cidade das sondas foi testada com DNA de treze espécies
diferentes de Micobactérias.

A presente invengdo apresenta um ensaio a base
de PCR rdpido e sensivel para a detecgdo e identificacgéao
de espécie de Micobactérias. Apresenta-se ativadores e
sondas especificos para seqiiéncias do gene RNA ribossémico
16S micobacteriano. A detecgdo de micobactérias é rea-
lizada por amplificacdo com ativadores especificos para
género, seguida por triagem com sondas especificas para
género em um ensaio de hibridizacdo com manchas em ponto.
Se forem detectadas micobactérias, a identificacdo de es-
pécie é determinada a partir do DNA da mesma reagao de
amplificagdo usando-se as sondas especificas para espécie
em um ensaio reverso de manchas em ponto. Tanto o ensaio
de manchas em ponto direto, quanto o reverso podem ser
realizados muito convenientemente em uma placa de micro-
titulacgéo.

Os ativadores e as sondas especificos para gé-
nero se hibridizam a regides conservadas do gene rRNA 16S
€ as sondas especificas para espécie se hibridizam a
regides varidveis do gene rRNA 16S. Como a sintese comega
na extremidade 3’ do ativador, nédo correspondéncias na
extremidade 3’ sdo mais criticas. A timidina é mais to-
lerante que outras bases para uma nao correspondéncia;
assim, os ativadores foram prbjetados para evitar a base
timidina na extremidade 3’. O teor de base de um oligo-

nucleotidio afeta a temperatura de desnaturagdo. O rigor
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e a especificidade da ligagdo de ativador ou sonda aumenta
com o aumento de temperatura. Entretanto, como todas as
sondas sdo simultaneamente hibridizadas no formato de
manchas em ponto reverso, condigdées de hibridizacdo de
sonda 6timas sdo similares para todas as sondas.

Os pares de ativadores da invencdo funcionam
eficientemente na amplificagdo de uma seqiiéncia do gene
rRNA 16S de todas as espécies de Micobactérias de inte-
resse, mas nao amplificam o DNA correspondente da maioria
das outras fontes. Além disso, as condigdes de amplifi-
cagdo e eficiéncia para esses ativadores sdo razoavelmente
uniformes entre as espécies, de modo que quase todas as
espécies de Micobactérias sdo detectdveis usando-se um
inico teste. A Tabela 1 mostra as seqiiéncias de hibridi-

zacdo dos ativadores da presente invencgéo.

Tabela 1

Ativador Listagem de Seqgiéncia Segliéncia de Hibridizacdo
KY18 SEQIDNO: 1 5' CACATGCAAGTCGAACGGAAAGG 3'
KY75 SEQID NO: 2 5' GCCCGTATCGCCCGCACGCTCACA 3

Usando-se o sistema de numeragcdo de E. coli, o ativador a
montante KY18, se estende pelas bases 52-74 e o ativador a
jusante, KY75, se estende pelas bases 624-647 do gene rRNA
16S. Juntos, esses ativadores especificam a sintese de um
Produto de aproximadamente 583 pares de bases de compri-
mento; o tamanho exato depende da espécie.

A triagem inicial para a presenca de DNA mico-
bacteriano é realizada com duas sondas especificas para

género, que sdo usadas simultaneamente como uma mistura.
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Tabela 2

Ativador  Listagem de Seqgiiéncia Seqtiéncia de Hibridizacao

KY101 SEQID NO: 3 5' TCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACgGCTTAA 3'
KY102 SEQID NO: 4 5 TCGCGTTGTTCGTGAAAaCTCACAGCTTAA 3
KY165 SEQID NO. 13 5' TCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACAGCTTAA 3'
KY166 SEQ ID NO. 14 5’ TCGCGTTGTTCGTGEgAATCTCACAGCTTAA 3’
M. xenopi SEQ ID NO. 15 5 TCGCGTTGTTCGTGgAATgcCACAGCTTAA 3’

A razao para as sondas mistas é que a maioria das espécies
de micobactérias podem ser divididas em dois grupos com
relagao as seqiéncias na regido de KY101 (SEQ ID NO. 3) e
KY102 (SEQ ID NO. 4). Essas duas sondas,éetectam DNA de
12 das 14 espécies do género Micobactéria testado.

Em uma modalidade alternativa, KY165 (SEQ ID NO.
13) substitui as sondas KY101 (SEQ ID NO. 3) e KY102 (SEQ
ID NO. 4). As seqliéncias das sondas KY101 (SEQ ID NO. 3),
KY102 (SEQ ID NO. 4), KY165 (SEQ ID NO. 13) e KY166 (SEQ
ID NO. 14) sao dadas na Tabela 2. A KY165 (SEQ ID NO. 13)
€ uma sonda de consenso englobando as seqﬁéncias tanto de
KY101 (SEQ ID NO. 3), quanto KY102 (SEQ ID NO. 4). KY101
(SEQ ID NO. 3) e KY102 (SEQ ID NO. 4) diferem entre si por
duas bases. KY165 (SEQ ID NO. 13) ndo é idéntica a KY101
(SEQ ID NO. 3) ou KY102 (SEQ ID NO. 4), mas difere de cada
uma por uma Unica base. Esse consenso foi conseguido "fa-
vorecendo-se" KY101 (SEQ ID NO. 3) em uma das posigdes néao
correspondentes e KY102 (SEQ ID NO. 4) na outra das posi-
¢Oes ndo correspondentes. KY165 (SEQ ID NO. 13) é capaz de
se hibridizar suficientemente a todas as espécies micobac-
terianas especificas para KY;Ol (SEQ ID NO.3) e KY102 (SEQ

ID NO. 4). KY165 (SEQ ID NO. 13) ndo se hibridiza a M.
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xenopi (SEQ ID NO. 15) sob condigdes altamente rigorosas
devido a presenga de ndo correspondéncias adicionais.

KY166 (SEQ ID NO. 14) é uma sonda de consenso
mais ampla para a detecgdo de espécies micobacterianas in-
éluindo a M. xenopi (SEQ ID NO. 15). A seqiliéncia de KY166
(SEQ ID NO. 14), como a seqiiéncia de KY165 (SEQ ID NO.13),
nao corresponde a nenhuma espécie ndo micobacteriana. A
sonda é projetada para ser igualmente diferente de KY101
(SEQ ID NO. 3), KY102 (SEQ ID NO. 4) e da seqiiéncia cor-
respondente em M. xenopi (SEQ ID NO. 15) (GenBank n® de a-
cesso X52929,disponivel através de Intelligenetics). KY166
(SEQ ID NO. 14) difere de KY101l (SEQ ID NO. 3), KY102 (SEQ
ID NO. 4) e M. xenopi (SEQ ID NO. 15) por duas bases cada.
KY166 (SEQ ID NO. 14) se hibridiza eficientemente a todas
as espécies especificas KY101 (SEQ ID NO. 3) e KY102 (SEQ
ID NO. 4) e M. xenopi (SEQ ID NO. 15). Além disso, a KY166
(SEQ ID NO. 14) ndo se hibridiza a Corynebacter pseudo-
diphtheriticum ou C. diphtheriae, duas espécies ndo mico-
bacterianas que sdo intimamente relacionadas a Micobacté-
rias. A seqliéncia correspondente de M. xenopi (SEQ ID NO.
15) é incluida na Tabela 2. Na Tabela, as ndo correspon-
déncias relativas a KY166 (SEQ ID NO. 14) estao sublinha-
das. As nao correspondéncias relativas a KY165 (SEQ ID
NO. 13) estdo em letras minisculas.

Se o &cido nucléico micobacteriano estiver pre-
sente na amostra, a espécie da qual se origina o &cido
nucléico pode ser determinada por hibridizagdo a um painel

de sondas especificas para espécie. As sondas usadas na
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etapa de identificacdo de espécie sdo mostradas na Tabela

3.

Tabela 3
Ativador Listagem de Seqliéncia Especificidade
KY21 SEQIDNO:5 M. tuberculosis/bovis/
5' ACGGGATGCATGTCTTGTGGTGGAAAGCGCTTTAGC 3'
KY25 SEQID NO: 6 M. kansasii/gastri/scrofulaceum
5" ACTTGGCGCATGCCTTGTGGTGGAAAGCTT 3'
KY26 SEQID NO: 7 M. intacellulare
5' TTTAGGCGCATGTCTTTAGGTGGAAAGCTT
KY63 SEQID NO: 8 M. avium/marinum/microt
5 TCAAGACGCATGTCTTCTGGTGGAAAGCTTTTGC 3'
KY151 SEQID NO: 9 M. marinum/M. microti
5' TCCCGAAGTGCAGGCCAGATTGCCCACGTG 3'
KY106 SEQID NO: 10 M. scrofulaceum
5' GAAGGCTCACTTTGTGGGTTGACGGTAGGT 3'
KY126 SEQID NO: 11 M. kansasii/gastri
5' GCAATCTGCCTGCACACCGGGATAAGCCTG 3’
KY139 SEQID NO: 12 M. gordonae
5' GGGTCTAATACCGAATAGGACCACAGGACACATG 3’
KY157 SEQID NO: 16 M. xenopi
5" ATAGGACCATTCTGCGCATGTGGTGTGGTG 3'
KY167 SEQID NO: 17 M. avium/marinum/microti
5' ACCTCAAGACGCATGTCTTCT GGT 3'
KY168 SEQID NO: 18 M. gordonae
5' CCGAATAGGACCACAGGACACATG 3'
KY169 SEQID NO: 19 M. intracellulare
5' ACCTTTAGGCGCATGTCTTTAGGT 3'
KY170 SEQ ID NO: 20 M. kansasii/gastri/scrofulaceum
5' AACACTTGGCGCATGCCTTGTGGT 3
KY171 SEQ ID NO: 21 M. scrofulaceum
5 GAAGGCTCACTTTGTGGGTTGACG 3'
KY172 SEQ ID NO: 22 M. bovis/tb
5 TGTGGTGGAAAGCGCTTTAGCGGT 3'
KY173 SEQ ID NO: 23 M. xenopi

5' AGGACCATTCTGCGCATGTGGTGT 3'
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As espécies de maior interesse clinico sao a M. tuber-
culosis, M, kansasii, M. xenopi, M. intracellulare e M.
avium. M. gordonae nado é comumente associada a doengas,
mas frequientemente ocorre em amostras humanas. Conse-
quentemente, freqlientemente se espera que a detecgdo de
dcido nucléico micobacteriano pelas sondas especificas
para género seja devida & M. gordonae clinicamente sem
importéncia. O Exemplo 6 contém informagdes adicionais
referentes a especificidade das sondas especificas para
espécies.

Um importante aspecto da presente invencdo é a
amplificagdo de uma regido do gene rRNA 16S. Aqueles que
praticarem a presente invengdo devem notar que, embora a
reagdo em cadeia de polimerase seja o método de ampli-
ficagdo preferido, a amplificacdo das seqiiéncias alvos em
uma amostra pode ser realizada por qualquer método conhe-
cido, como reagdo em cadeia de ligase (LCR), amplificacgéo
por transcrigdo e replicagdo de seqiéncia auto-susten-
tavel, cada uma proporcionando uma amplificagdo suficiente
para que a seqiiéncia alvo possa ser detectada por hibri-
dizagdo de 4&cido nucléico a uma sonda SSO. Alternativa-
mente, podem-se usar métodos que amplificam a sonda a
niveis detectdveis, como amplificagdo por QB-replicase. O
termo "sonda" engloba os oligonucleotidios especificos
para seqiéncia usados nos procedimentos acima; por exem-
plo, os dois ou mais oligonucleotidios usados em LCR sio
"sondas" para fins da presente invencdo, mesmo que o LCR

requeira apenas a ligagdo das sondas para indicar a pre-
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senga da seqiéncia.

Embora o processo PCR seja bem conhecido na
técnica (veja as Patentes U.S. N5 4.683.195, 4.683.202 e
4.965.188), alguma informagdo genérica sobre a PCR é for-
necida abaixo para fins de clareza e completo entendimento
da invencdo para aqueles ndo familiarizados com o processo
PCR.

Para amplificar uma seqiéncia de &cido nucléico
alvo em uma amostra por PCR, a sequéncia tem de ser aces-
sivel aos componentes do sistema de amplificacdo. Em ge-
ral, essa acessibilidade é assegurada isolando-se os &-
cidos nucléicos da amostra. V&arias técnicas para extrair
dcidos nucléicos de amostras biolégicas s&o conhecidas na
técnica. Por exemplo, veja aquelas descritas em Higuchi
et al., 1989, em PCR Technology (Erlich ed. Stockton
Press, New York). Alternativamente, se a amostra for
rompivel de maneira razoavelmente rdpida, o acido nucléico
ndao precisa ser purificado antes da amplificacdo pela
técnica PCR, isto é, se a amostra for composta por célu-
las, particularmente linfécitos ou aminiécitos de sangue
periférico, a lise e dispersido dos componentes intrace-
lulares pode ser realizada simplesmente por suspensdo das
células em tampao hipoténico.

Cada ciclo da PCR envolve a separacgdo do duplex
de &cido nucléico formado por extensdo de ativador. Em
uma modalidade preferida do processo PCR, a separacgdo de
fita é conseguida aquecendo-se a reagdo a uma temperatura

suficientemente alta e durante um tempo eficaz para causar
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a desnaturacdao do duplex, mas ndo para causar uma desna-
turagcdo irreversivel da polimerase (veja Patente U.S. N°
4.965.188). A desnaturacdo térmica tipica envolve tempe-
raturas que variam de cerca de 80°C a 105°Cc, durante tem-
pos que variam de segundos a minutos. A separacao da fita,
entretanto, pode ser realizada por qualquer método de
desnaturacao adequado, incluindo meios fisicos, quimicos
ou enzimdticos. A separacdo da fita pode ser induzida por
uma helicase, por exemplo,'ou uma enzima capaz de exibir
atividade helicase. Por exemplo, a enzima RecA tem ati-
vidade helicase na presenca de ATP. As condigdes de re-
acao adequadas para a separacdo de fita por helicases séao
conhecidas na técnica (veja Kuhn Hoffman-Berling, 1978,
CSH-Quantitative Biology 43:63-67; e Radding, 1982, Ann.
Rev. Genetics 16:405-436).

Ndo importa como a separacdo da fita é conse-
guida, entretanto, uma vez que as fitas estejam separadas,
a proxima etapa na PCR envolve a hibridizacdo das fitas
separadas com ativadores que flanqueiam a seqiliéncia alvo.
Os ativadores s&o, entdo, estendidos para formar cépias
complementares das fitas alvo. Para uma amplificagdo por
PCR bem sucedida, os ativadores sdo projetados para que a
posigdo em que cada ativador se hibridiza ao longo de uma
seqiéncia duplex seja suficiente para que um produto de
extensdo sintetizado a partir de um ativador, quando
separado do modelo (complemento), sirva como modelo para a
extensdao do outro ativador. O ciclo de desnaturagdo, hi-

bridizacdo e extensdo ¢ repetido tantas vezes guanto ne-
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cessdrio para se obter a quantidade desejada de &cido
nucléico amplificado.

A extensao dependente de modelo de ativadores na
PCR é catalisada por um agente de polimerizagdo na pre-
senca de quantidades adequadas de quatro trifosfatos de
desoxirribonucleosidios (dATP, dGTP, dACTP e dTTP; 4QUTP é
usado em vez ou além do ATTP se o sistema de esterilizacédo
UNG descrito abaixo for incorporado), em uma meio de re-
agao composto pelos sais, cations metdlicos e sistema de
tampdo de pH apropriados. Agentes de polimerizacdo ade-
quados sao enzimas que sabidamente catalisam a sintese de
DNA dependente de modelo. Exemplos de polimerases ade-
quadas para uso com um modelo de DNA incluem a DNA poli-
merase I de E. coli ou o fragmento Klenow dessa enzima,
DNA polimerase de T4 e polimerase Taq, uma DNA polimerase
estavel ao calor isolada do Thermus aquaticus. Essa udltima
enzima é amplamente usada na amplificagdo e seqienciamento
de acidos nucléicos. As condigées de reacdo para uso de
polimerases Taq sdo conhecidas na técnica e sdo descritas
em Gelfand, 1989, em PCR Technology, supra. Agentes de
polimerizagcdo adequados para a sintese de uma seqiiéncia de
DNA de cépia (cDNA) complementar a partir do modelo RNA
S&0 a transcriptase reversa (RT), como a RT de virus da
mieloblastose avidria, ou DNA polimerase de Thermus ther-
mophilus, uma DNA polimerase termoestdvel com atividade de
transcriptase reversa. Tipicamente, o modelo RNA é degra-
dado pelo calor durante a primeira etapa de desnaturacdo

apés a etapa de transcricdo reversa inicial, deixando a-
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penas o modelo DNA para a amplificagdo subsegqgiiente.

Se o rRNA 16S tiver de ser amplificado, realiza-
se uma etapa de transcrigdo reversa (RT) inicial para
criar uma cépia de DNA (cDNA) do RNA. A publicagcdo de
patente PCT N© wo 91/09944 descreve a transcricgado reversa
a alta temperatura por uma polimerase termoestiavel que
também funciona na amplificacdo por PCR. A RT a alta
temperatura proporciona uma maior especificidade para o
ativador e melhor eficiéncia. Os mesmos ativadores e po-
limerase podem bastar tanto para a etapa de transcricgéao
reversa, quanto de amplificagdo por PCR e as condigdes de
reagdo sao otimizadas para que ambas as reagées ocorram
sem troca de reagentes. A DNA polimerase de Thermus
thermophillus, uma DNA polimerase termoestavel que pode
funcionar como transcriptase reversa, ¢ usada para todas
as etapas de extensdo de ativador, a despeito do modelo.
Ambos os processos podem ser feitos sem que se tenha de
abrir o tubo ou trocar ou adicionar reagentes; apenas o
perfil de temperatura é ajustado entre o primeiro ciclo
(modelo RNA) e o restante dos ciclos de amplificacao
(modelo DNA).

O método PCR pode ser efetuado por etapas, enm
que apds cada etapa novos reagentes sdo adicionados, ou de
maneira em que todos os reagentes sejam adicionados si-
multaneamente, ou por etapas parciais, em que reagentes
frescos ou diferentes sejam adicionados apés um dado nu-
mero de etapas. Por exemplo, se a separacgdo de fita for

induzida por calor, e a polimerase for sensivel ao calor,
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entdo, a polimerase tem de ser adicionada apds cada rodada
de separacgdo de fita. Entretanto, se, por exemplo, for
usada uma helicase para a desnaturacdo ou se for usada uma
polimerase termoestdvel para a extensdo, entdo, todos os
reagentes podem ser adicionados inicialmente ou, alterna-
tivamente, se as razdes molares dos reagentes forem de
conseqiéncias para a reagdo, os reagentes podem ser pe-
riodicamente reabastecidos ao serem depletados pela reacédo
sintética.

Aqueles versados na técnica saberdo que o pro-

cesso PCR é mais comumente\fealizado cComo um processo au-

.

/
temperatura da mistura de reagdo é ciclada através de uma

tomatizado com uma enzifa termodstdvel. Nesse processo, a

regido de desnaturagcdo, de uma regido de recozimento de
ativador e de uma regido de reagdo. Uma mdquina especi-
ficamente adaptada para uso com uma enzima termoestdvel é
comercialmente disponivel pela Perkin Elmer.

Aqueles versados na técnica também estarao
cientes do problema de contaminagdo de uma PCR pelo &cido
nucléico amplificado de reagdes anteriores. Métodos para
reduzir esse problema permitem a degradacdo enzimdtica de
qualquer DNA amplificado de reagdes anteriores. A ampli-
ficagado por PCR é realizada na presenca de dUTP, em vez de
dTTP. O produto contendo uracila de fita dupla resultante
€ submetido a uma degradagdo por uracil N-glicosilase
(UNG), ao passo que o DNA contendo timina normal nao é

degradado pela UNG. A adigdo de UNG a mistura de reacdo

de amplificagdo antes da amplificacdo ser iniciada degrada
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todo o DNA contendo uracila que poderia servir de alvo.
Como a unica fonte de DNA contendo uracila é o produto
amplificado de uma reagdo anterior, esse método esteriliza
eficazmente a mistura de reagdo, eliminando o problema de
contaminagdo de reagdes anteriores (transporte). A UNG é
tornada temporariamente inativa pelo calor, de modo que as
etapas de desnaturagdo no procedimento de amplificacéao
também servem para desativar a UNG. Consequientemente,
novos produtos de amplificagcdo, embora incorporando ura-
cila, sao formados em um ambiente livre de UNG e nado séo
degradados.

A hibridizagcdo de sonda especifica para seqiién-
cia é uma importante etapa no desempenho bem sucedido dos
presentes métodos. As sondas oligonucleotidicas especi-
ficas para seqiéncia da presente invencdao se hibridizam
especificamente com um segmento particular do genéma mi-
cobacteriano e tém ndo correspondéncias desestabilizantes
com seqliéncias de outros organismos no caso de sondas
especificas para género e de outras espécies micobacte-
rianas, no caso de sondas especificas para espécie. Con-
digcdes de hibridizagdo rigorosas podem ser escolhidas para
que as sondas sé se hibridizem especificamente a sequén-
cias exatamente complementares. A detecgdo do produto
amplificado wutiliza essa hibridizagdo especifica para
seqiiéncia para assegurar que apenas o alvo amplificado
correto seja detectado, diminuindo as chances de um falso
positivo causado pela presenca de seqiiéncias homdlogas de

organismos relacionados.
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Os métodos de ensaio para a detecgdo de hibridos
formados entre sondas SSO e sequéncias de &cido nucléico
podem requerer que as sondas contenham caracteristicas a-
dicionais além da regido de hibridizacdo. No formato de
manchas em ponto, por exemplo, as sondas sdo tipicamente
marcadas. Se a sonda for primeiro imobilizada, como no
formato de mancha em ponto "reverso" descrito abaixo, a
sonda também pode conter longos trechos de poli-dT que
podem ser fixados a um suporte de ndilon por irradiacdo,
uma técnica descrita em maiores detalhes na Publicagdo de
Patente PCT N° 89,/11548.

As sondas da invengdo podem ser sintetizadas e
marcadas usando-se técnicas descritas acima para a sintese
de oligonucleotidios. Por exemplo, a sonda pode ser mar-
cada na extremidade 5’ com 32p por incubagdo da sonda com
32p_ATP e cinase. Um marcador nio radioativo adequado para
sondas SSO € a peroxidase de rabano-picante (HRP). Métodos
para a preparagdao e detecgdo de sondas contendo esse mar-
cador sdo descritos nas Patentes U.S. N9 4.914.210 e
4.962.02. Para informagdes adicionais sobre o uso dessas
sondas marcadas, veja a Patente U.S. N° 4.789.630; Saiki
et al., 1988, N. Eng. J. Med. 319:537-541; e Bugawan et
al., 1988, Bio/Technology 6:943-947. Cromdégenos utilizd-
veis incluem o corante vermelho leuco e 3,3’,5,5’-tetra-
metilbenzidina (TMB). Helmuth, PCR Protocols, San Diego,
Califérnia, Academic Press, Inc., 1990, pags. 119-128,
descreve procedimentos para a deteccdo ndo isotépica de

produtos de PCR.
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As sondas da invengdo podem ser usadas para
determinar se hd sequéncias de dcido nucléico presentes em
uma amostra por determinagcao de se as sondas se ligam as
seqliéncias presentes na amostra. Métodos de ensaio ade-
gquados para fins da presente invengdo para detectar hi-
bridos formados entre sondas e seqiiéncias de &4cido nu-
cléico em uma amostra sdo conhecidos na técnica. Por e-
xemplo, a deteccdo pode ser realizada usando-se um formato
de mancha em ponto, conforme descrito no Exemplo 4. No
formato de mancha em ponto, a amostra amplificada néo
marcada é ligada a um suporte sélido, como uma membrana, a
membrana € incubada com sonda marcada sob condigdes de
hibridizagdo adequadas, a sonda ndo hibridizada é removida
por lavagem e o filtro monitorizado quanto A& presenca de
sonda ligada. Quando se analisam miltiplas amostras com
poucas sondas, como ho caso das amostras serem triadas
quanto a presencga de dacido nucléico micobacteriano usando-
se sondas especificas para género, o formato de mancha em
ponto é muito util.

Um método alternativo é muito udtil quando se
devem usar grandes numeros de diferentes sondas. Esse
método é uma mancha em ponto "reversa", em que a seqiiéncia
amplificada contém um marcador e a sonda é ligada ao
suporte sélido. Nesse formato, as sondas ndo marcadas sio
ligadas a membrana e expostas a amostra marcada sob con-
digdes de hibridizacdo apropriadamente rigorosas., A a-
mostra marcada ndo hibridizada é, entdo, removida por la-

vagem sob condigdes adequadamente rigorosas e o filtro é,
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entdo, monitorizado quanto & presengca de seqiiéncias 1li-
gadas. Como a determinagdo de espécie requer o uso de
miltiplas sondas especificas para espécie para cada a-
mostra amplificada, o formato de mancha em ponto reverso é
o formato de teste preferido para essa etapa.

Alternativamente, pode ser desejdavel usar um
método de detecgdo com uma pluralidade de sitios ou pogos
de hibridizagdo de sonda. Por exemplo, um suporte sdélido
como uma placa de microtitulagdo é particularmente ttil em
aplicagdes clinicas em grande escala dos presentes méto-
dos. Métodos para a hibridizagdo/captura de DNA amplifi-
cado por PCR ou suportes sélidos sdo conhecidos. Em uma
modalidade desses métodos, o DNA alvo amplificado é mar-
cado  (por exemplo, com biotina) durante a amplificagdo na
reagao PCR. O DNA marcado é especificamente capturado por
hibridizacdo do produto de PCR a uma sonda de captura de
oligonucleotidio especifica para o alvo, que tenha sido
ligada ao pogo da placa de microtitulacao. O produto
ligado é adequadamente detectado de acordo com o tipo de
marcador usado. Por exemplo, se a biotina for usada como
marcador, adiciona-se complexo de avidina HRP e se reage
com (a) substrato de peréxido de hidrogénio e cromégeno O-
fenileno diamina (OPD) ou (b) substrato de peréxido de
hidrogénio e cromégeno tetrametilbenzidina (TMB). Um sinal
métrico de cor se desenvolve, permitindo a detecgdo quan-
titativa do DNA amplificado por PCR.

Conforme praticado em laboratérios biomédicos

clinicos, procedimentos de detecgdo usando ensaios de
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placa de microtitulacdo podem ser padronizados para uma
ampla gama de alvos. Pode ser preferivel ter sondas de
detecgdo com menos de 25 nucleotidios de comprimento.
Sondas mais curtas minimizam a oportunidade de reatividade
cruzada e sdo particularmente uteis em procedimentos de
triagem em grande escala. Portanto, o Exemplo 8 descreve
um método preferido para a detecgdo de espécies de Mico-
bactérias em um formato de placa de microtitulacdo. A-
queles versados na técnica reconhecerao que sondas com
mais de 25 nucleotidios sdo igualmente adequadas para es-~
quemas de detecgdo em placas de microtitulagdo; entretan-
to, pode ser necessdrio determinar individualmente as
condigbes de hibridizacdo e rigbr apropriadas para asse-
gurar a maxima especificidade.

Em outro sistema de ensaio adequado, adiciona-se
uma sonda marcada durante o processo de amplificagdo por
PCR. Qualquer sonda que se hibridize ao DNA alvo durante
cada etapa de sintese é degradada pela atividade exonu-
clease 5’ a 3’ da polimerase usada para catalisar a ex-
tensdao do ativador. O produto de degradagdo da sonda é,
entao, detectado. Assim, a presengca do produto de degra-
dagdo indica que ocorreu a hibridizacdo entre a sonda e o
DNA alvo.

A presente invencdo também se refere a kits,
unidades de multirrecipientes compreendendo os ativadores
e sondas da fhvencéo. Um kit utilizdvel pode conter sondas
SSO para a deteccgdo de éqido nucléico micobacteriano. Em

alguns casos, as sondas SSO podem ser fixadas a uma mem-
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brana de suporte apropriada. O kit também pode conter a-
tivadores para amplificagdo por PCR. Outros componentes
opcionais do kit incluem, por exemplo, transcriptase re-
versa ou polimerase, os trifosfatos de nucleosidios de
substrato, meios usados para marcar (por exemplo, um con-
jugado de avidina-enzima e substrato de enzima e cromégeno
se o0 marcador for biotina) ou detectar o marcador e os
tampdes apropriados para as reagdes de PCR, transcricéao
reversa ou hibridizacao. Além dos componentes acima, o
kit também pode conter instrugdes para a realizacdo dos
métodos de amplificagdo e detecgdo da invencéo.

Em uma modalidade preferida da invencdo, os kits
para detecgdo de micobactérias também podem incluir con-
trolés positivos e negativos. De preferéncia, um controle
positivo inclui uma seqiéncia de d4cido nucléico que é
amplificdvel usando-se o mesmo par ativador usado para
amplificar dcidos nucléicos micobacterianos em uma amostra
de teste. Conhecem-se métodos para usar um controle po-
sitivo em que tanto o alvo que pode ou nio estar presente,
quanto o controle positivo usam o mesmo par ativador. De
preferéncia, o controle positivo é projetado para gque o
produto de DNA seja de um tamanho distinto, prontamente
distinguivel do tamanho do alvo.

Em outro aspecto, a presente invencdo apresenta
um controle positivo que é capaz de se hibridizar a sondas
para a deteccdo de sondas de micobactéria especificas para
género, assim como sondas de micobactéria especificas para

espécie. O Exemplo 9 descreve a construgdo de um &cido
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nucléico de controle positivo.

Conforme aqui descrito, pode ser desejdvel uti-
lizar um segundo alvo de amplificagdo, particularmente
para resolver dados discordantes de PCR e cultura. Dados
os ensinamentos da presente invengdo para proporcionar um
vetor de controle positivo interno, aqueles versados na
técnica notariam prontamente que controles positivos in-
ternos adicionais poderiam ser construidos. Por exemplo,
um controle positivo poderia incorporar sitios de ativador
tanto para o alvo primdrio (rRNA 16S), quanto secunddrio
(por exemplo, gene da proteina de 65 kDa), para hibridizar
e subseqientemente amplificar um segmento distinto de DNA
de controle positivo.

Os exemplos da presente invengdo apresentados
abaixo sdo apenas para fins ilustrativos e ndo para limi-
tar o ambito da invencéo.

Exemplo 1
eparacao st

Isolam-se 4&cidos nucléicos de amostras de es-
carro usando-se o sistema IsoQuick™™ comercialmente dis-
ponivel pela MicroProbe. Cerca de 10 ml de uma amostra de
escarro sdo liquefeitos/desinfetados, peletizados por
centrifugagdo e ressuspendidos em cerca de 1 ml de tampao
com BSA. Dessa amostra, 200 a 500 ul sdo centrifugados
para peletizar as bactérias. As pelotas s&do ressuspen-
didas em 100 ul de tampdo de amostra A, entdo, lisadas com
100 pul de Reagente de lise 1. Os lisados sdo, entdo, ex-~

traidos com 7 volumes de Reagentes 2 e 4 volumes de Rea-
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gente 3 (Reagentes 1, 2 e 3, juntamente com o tampao de
amostra A sdo supridos com o sistema IsoQuickTM). A a-
mostra € centrifugada e, depois disso, 1/3 de volume de
NH4Ac 10 M é adicionado a fase aquosa e o DNA precipitado
com um volume igual de isopropanol. O DNA peletizado é
lavado com EtOH a 70%, secado ao ar e ressuspendido em 100
pl de TE, pH 8,0. Um volume de 50 ul de cada preparacao

de DNA é usado na reagdo de amplificacéao.

Exemplo 2
Amplificacdo de DNA Micobacteriano

Prepara-se uma mistura reagente mestra para que
cada reagdo contenha os seguintes reagentes: 25 pmoles de
cada ativador, 10 nmoles de cada dNTP, tampao PCR a 2X
(10X tampdo = 500 mM de KCl, 500 mM de Tris-HCl1l, pH 8,9,
20 mM de MgCl;), 3 unidades de polimerase Taqg, 2 unidades
de UNG e Hp0 para completar 50 ul de mistura de reacgao
por reagao. Essa mistura mestra é recoberta com 50 4l de
6leo mineral e a amostra de DNA é adicionada a mistura de
reagcao sob a camada de 6leo. Quando necessdrio, adicio-
na-se Hy0 para completar um volume de reacao total de 100
ul.

O DNA é amplificado em um Aparelho de Ciclos
Térmicos Perkin Elmer. O Aparelho de Ciclos Térmicos é
programado para atravessar 37 ciclos de desnaturagdo, re-
cozimento de ativador e extensdo de ativador; dois ciclos
de 98°C, 62°C e 72°C durante um minuto cada, sequidos por
35 ciclos de 94°, 62° e 729 durante um minuto cada. O

Aparelho de Ciclos Térmicos Perkin Elmer é programado para
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encharcar as amostras a 72°C durante um tempo indeter-
minado apés o ultimo ciclo, para assegurar que a extensio
final esteja completa e para manter a enzima UNG inativa,
se for usado o sistema de esterilizagdo UNG. Os produtos
de amplificagdo podem ser, entdo, analisados por eletro-
forese em gel e/ou hibridizagdo com manchas em ponto. Se
a andlise for eletroforese em gel tiver de ser feita,
cerca de 10 ul de 10X tampdo de amostra (0,25% de xileno
cianol, 0,25% de bromofenol azul, 25% de Ficoll) sédo a-
dicionados e o 6leo mineral é extraido, e a polimerase Taq

é desativada com 100 ul de cloroférmio.

Exemplo 3
Formato de Mancha em Ponto

A triagem inicial da amostra amplificada de-
tecta a presenga de 4dcido nucléico de Micobactéria. No
formato de mancha em ponto, uma pequena parte do DNA am~
plificado é desnaturada, aplicada a um filtro de nailon e
imobilizada conforme descrito abaixo. O filtro é, entéo,
mergulhado em uma solugdo de sonda para permitir a hibri-
dizagdo a uma das sondas marcadas. Cada uma das sondas
pode ser radioativamente marcada, mas sondas covalente-
mente conjugadas a peroxidase de rdbano-picante (HRP)
também podem ser usadas para fornecer um meio de deteccgéo
ndo isotépica na presenca de um substrato cromogénico ou
quimioluminescente. DNA alvo imobilizado é hibridizado a
uma mistura das duas sondas especificas para género KY101
e KYlo2. Como se espera que o numero de amostras exami-

nadas exceda grandemente o numero de sondas (uma mistura
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de duas sondas), o formato de mancha em ponto é mais
conveniente para essa triagem inicial. Um grande numero
de diferentes amostras pode ser hibridizado sobre locais
distintos de um unico suporte sélido e exposto as sondas
marcadas simultaneamente por imersdo do suporte em uma
solucdo de sonda.

A amplificacdo é realizada como no Exemplo 2. O
produto de PCR é, entdo, desnaturado por tratamento com
dlcali. A 5 ul de produto de PCR, adicionam-se 5 ul de
EDTA 0,5M, pH 8,0, 8 ul de NaOH 5N e 82 ul de H5O0. A
mistura é deixada em repouso a temperatura ambiente du-
rante 10 minutos para completar a desnaturacgao.

Filtros de n&ilon BioDyneTM B (Pall Corp., Glen
Cove, NY) sdo preparados por encharcamento em H5O durante
5 a 10 minutos e, depois, enxaguadura com 200 gl de H,0
depois do distribuidor de mancha em ponto (Bio—DotTM da
BioRad, Richmond, CA) ter sido preparado. Apdés a des-
naturagao, 100 ul da mistura de amostra sdo aplicados sob
vdcuo a membrana de ndilon usando-se o aparelho de mancha
em ponto. Cada pogo é, entdo, enxaguado com 200 ul de
NaOH 0,4N, entdo, enxaguado brevemente com 2X SSC e secado
ao ar até que nenhuma poga de liquido tenha sido deixada.
O DNA é imobilizado e reticulado ao filtro de ndilon por
irradiagdo ultravioleta a um fluxo de 1200 mJ/cm2 com uma
caixa de luz UV StratalinkerIM (Stratagene, La Jolla, CA)
(na posigdao de "autorreticulagao").

Os filtros s&do "pré-hibridizados" por enchar-

camento no tampdo de hibridizagdo (0,5X SSC, 5X solucdo de
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Denhardt, 0,1% de SDS, 50 ug/ml de DNA de esperma de
arenque) em sacos termicamente veddveis a 60°C (agitador a
ar) durante pelo menos 30 minutos. Se forem usadas sondas
radioativamente marcadas, o tampdo é, entdo, substituido
por uma quantidade igual da mesma solugdo contendo 1 x 10°
cpm de sonda e o filtro é deixado hibridizar entre 2 horas
e uma noite a 60°c.

Apés a hibridizagdo, os filtros sdo lavados trés
vezes em 2X SSC/0,1% de SDS; duas vezes durante 20 minutos
a temperatura ambiente e, entdo, uma vez durante vinte
minutos & temperatura de alto rigor de 71°C em um banho de
dgua sob agitacgéo. Os filtros s&do, entdo, secados em
pontos, enrolados em um invélucro de pldstico e expostos a
filme de raios X a -70°C com uma ou duas telas de inten-
sificacado.

Um método alternativo de visualizacdo é hibri-
dizar com sondas oligonucleotidicas conjugadas a peroxi-
dase de rabano-picante, preparadas conforme descrito por
Levenson e Chang, 1989, em PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications (Innis et al., eds., Academic
Press, San Diego), paginas 92-112, e Saiki et al., 1988,
N. Eng. J. Med. 319:537-541. A hibridizagdo é realizada
com 2 pmoles de sonda HRP-SSO por 5 ml de solugdo de
hibridizacéo.

Apés lavagem, os filtros a serem revelados com
um substrato de corante cromogénico sdo enxaguados en
citrato de soédio 100 mM, pH 5,0, entdo, colocados em

citrato de sédio 100 mM, pH 5,0, contendo 0,1 mg/ml de
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3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina por mililitro (Fluka) e
0,0015 porcento de peréxido de hidrogénio, e incubados com
agitacdo suave durante 10 a 30 minutos & temperatura
ambiente. Os filtros revelados sdo enxaguados em dgua e
imediatamente fotografados. O sistema de deteccido TMB é
preparado e usado substancialmente conforme descrito no
kit de tipagem de DNA AmpliType(R) DQalpha desenvolvido e
produzido pela Hoffmann-La Roche e disponivel através da
Perkin Elmer. Em outra modalidade, revelam-se os filtros
com o sistema de detecgdo quimioluminescente (ECL; A-
mersham, Arlington Heights, IL). Os filtros sdo enxaguados
em PBS durante 5 minutos e colocados na solugdo ECL du-
rante 1 minuto com agitagdo suave. Os filtros sdo, entéo,
expostos a um filme de raios X & temperatura ambiente
durante 1 a 5 minutos.
Exemplo 4
Formato de Mancha em Ponto Reverso

A identificagdo de espécie requer que cada a-

mostra seja exposta a vdrias sondas especificas para es-
pécie; a identidade é indicada por quais das sondas se
ligam ao DNA da amostra. Como cada amostra é exposta a
miltiplas sondas, o formato de mancha em pontoc reverso é
mais conveniente. As sondas sdo fixadas a locais distin-
tos em uma membrana e, entao, toda a membrana ¢é mergu-
lhada em uma solugdo contendo o DNA alvo amplificado para
permitir a hibridizagdo as sondas ligadas & membrana. O
processo de mancha em ponto reverso é descrito nos pedidos

copendentes N9% de Série 197.000 e 347.495; em Saiki et
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al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. 86:6230-6234; e no kit
de tipagem de DNA AmpliType(R) DQalpha desenvolvido e
produzido pela Hoffmann-La Roche e disponivel através da
Perkin Elmer. Os ativadores de amplificacdo sdo bioti-
nilados, conforme descrito em Levenson e Chang, 1989, su-
pra, de modo que qualquer DNA amplificado que se hibridize
as sondas ligadas a membrana possa ser facilmente detec-
tado.

Em uma modalidade, a detecgdo é realizada por
reacdo de peroxidase de rabano-picante conjugada com es-
treptavidina (SA-HRP) com qualquer DNA amplificado bioti-
nilado (através dos étivadores) hibridizado a sonda ligada
a membrana. A HRP se torna, portanto, ligada, através da
interagdo SA-biotina, ao DNA amplificado e pode ser usada
para gerar um sinal por vdrios meios bem conhecidos, como
a geragao de um composto colorido, por exemplo, pela oxi-
dagdo da tetrametilbenzidina (veja Patente U.S. N°
4.789.630).

Embora a sonda possa ser fixada a membrana por
qualquer meio, um método preferido envolve a ligagdo de
uma "cauda" a regido de hibridizagdo da sonda oligonu-
cleotidica com uma seqiiéncia muito mais longa de poli-dT.
A "cauda" de poli-dT resultante pode ser, entdo, reagida
com grupos amina em uma membrana de ndilon para fixar a
sonda covalentemente & membrana. Essa reacao pode ser
facilitada por irradiacdo UV.

A desoxirribonucleotidil transferase terminal

(TdT, Ratliff Biochemicals; para as reagdes abaixo, con-
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siderar uma concentra¢do de cerca de 120 Unidades/ul, que
€ de 100 pmoles/ul) pode ser usada para criar uma cauda de
poli-dT em uma sonda, embora também se possa sintetizar a
sonda com cauda em um sintetizador de DNA comercialmente
disponivel. Quando se usa um sintetizador de DNA para
formar a sonda com cauda, entretanto, deve-se colocar a
cauda na extremidade 5’ da sonda, de modo que a terminacgaéo
de cadeia prematura indesejdvel ocorra principalmente na
regiao de cauda.

As reagdées TAT devem ser realizadas em um volume
de cerca de 100 ul contendo 1X sais TdT, 200 pmoles de
oligonucleotidio, 800 uM de DTT e 60 unidades de TdT. 10X
sais TAT sdo cacodilato de K 1.000 mM, CoCl; 10 mM,
ditiotreitol 2 mM, Tris-Cl 250 mM, pH 7,6, preparado
conforme descrito por Roychoudhury e Wu, Meth. Enzymol.
65:43-64, aqui incorporado por referéncia. Uma solugdo de
estoque 10X de ATTP 8 mM pode ser preparada (neutralizada
a pH 7 com NaOH) por razdes de conveniéncia.

A reagdao TdT deve ser realizada a 37°C durante
duas horas e, entdo, parada pela adigdo de 100 ul de EDTA
10 mM, pH 8. A concentragdo final de oligonucleotidio com
cauda ¢é de 1 uM (1 pmol/ul) e o comprimento da cauda
homopolimérica é de cerca de 400 residuos. O comprimento
da cauda pode ser alterado ajustando-se a razdo molar de
dTTP para oligonucleotidio. As sondas com cauda podem ser
armazenadas a -20°C até o uso.

A membrana de ndilon preferida para o formato de

mancha em ponto reverso é a membrana de ndilon BiodyneTM
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B, com um tamanho de poro de 0,45 micron, produzida por
Pall e também comercializada pela ICN como a membrana de
nailon BioTrans™. As sondas podem ser assinaladas sobre
a membrana muito convenientemente com o aparelho de mancha
em ponto Bio-DotTM produzido pela BioRad. Cada sonda é
assinalada em um unico local distinto sobre a membrana.
Cerca de 2 a 10 picomoles de cada sonda com cauda séo pré-
misturados com 50 a 100 upl de tampdo TE antes da aplicagao
ao aparelho de mancha em ponto. Apés a manchagdo em ponto,
a membrana é brevemente colocada sobre papel absorvente
para remover o0 excesso de liquido. A membrana é, entdo,
colocada dentro de uma caixa de luz UV, como a caixa de
luz Stratalinker™ produzida pela Stratagene, e exposta a
50 a 60 milijoules/cm2 de fluxo a 254 nm para fixar a
sonda com cauda a membrana de ndilon. Apds uma breve en-
xaguadura (durante cerca de 15 minutos na solugcdo de hi-
bridizagdo) para remover a sonda ndo ligada, a membrana,
entdo, estd pronta para hibridizagdo com produto de PCR
biotinilado.

Produtos de PCR amplificados sdo desnaturados
por aquecimento a 95°C durante 3 a 10 minutos e 40 ul de
produto de PCR desnaturado sdo adicionados a cada painel
de sonda para hibridizacdo. A hibridizagéo.é realizada a
57°C durante 20 minutos em um banho de &agua sob agitagéo
em um tampdo de hibridizagdo composto por 0,5X SSC, 0,25%
de SDS e 5X solugdo de Denhardt. O tampdo de hibridizacédo
é substituido por 3 ml de uma solugdo consistindo em 25 ul

de SA-HRP, comercialmente disponivel pela Perkin Elmer, em
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3,1 ml de tampao de hibridizacdo, e incubado durante 20
minutos a 57°C em um banho de lavagem sob agitacéao.

A lavagem é realizada em um tampao de lavagem de
2X SSC e 0,1% de SDS. Apds uma breve enxaguadura da mem-
brana em 10 ml de tampdo de lavagem, faz-se uma lavagem
rigorosa de 12 minutos em 10 ml de tampdao a 57°C. Realiza-
se, entdo, outra lavagem a temperatura ambiente durante 5
minutos, seguida por uma lavagem de 5 minutos com 10 ml de
citrato de sédio 0,1 M, pH 5,0.

A ligagcdo de cromégeno é realizada em 5 ml de
solugdo de cromégeno consistindo em 5 ml de citrato de
sédio 0,1 M, 5 ul de peréxido de hidrogénio a 3% e 0,25 ml
de cromégeno (TMB da Perkin Elmer) durante 25-30 minutos a
temperatura ambiente. Trés lavagens de 10 minutos em agua
destilada sdo realizadas a temperatura ambiente. Uma pds-
lavagem de 1X PBS a temperatura ambiente durante 30 mi-
nutos pode intensificar a qualidade do sinal. Durante as
etapas em que o cromdégeno estd presente, a membrana deve
ser protegida contra a luz por uma cobertura de folha de
aluminio. A membrana revelada deve ser fotografada para

um registro permanente.

Exemplo 5
Deteccdo de DNA Micobacteriano

A deteccdo de DNA micobacteriano foi realizada
por amplificagdo com formas biotiniladas dos ativadores
especificos para género KY18 (SEQ ID NO: 1) e KY75 (SEQ ID
NO: 2), wusando-se o protocolo descrito no Exemplo 2,

acima, seguido por hibridizagdo as sondas especificas para
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género KY101 (SEQ ID NO: 3) e KY102 (SEQ ID NO: 4), usan-
do-se o ensaio de mancha em ponto descrito no Exemplo 3,
acima. As seqliiéncias das regides de hibridizacdo do ati-
vador a montante KY18 (SEQ ID NO: 1) e do ativador a ju-
sante KY75 (SEQ ID NO: 2) sdo dadas na Tabela 1, acima. As
seqiiéncias das regides de hibridizacdo das sondas es-
pecificas para género KY101 (SEQ ID NO: 3) e KY102 (SEQ ID
NO: 4) sao dadas na Tabela 2, acima.

Os ativadores especificos para género KY18 (SEQ
ID NO: 1) e KY75 (SEQ ID NO: 2) foram usados nas amplifi-
cagoes por reacao em cadeia de polimerase (PCR) para am-
plificar o dcido nucléico de 15 espécies de Micobactérias.
Os resultados sdo mostrados na Tabela 4. Conforme espe-
rado, KY18(SEQ ID NO: 1)/KY75(SEQ ID NO: 2) amplificaram
DNA de todas espécies de Micobactérias, exceto M. simiae.
A amplificagcdo de DNA de M. simiag ou M. chitae n&ao era
esperada, poraue o KY75 (SEO ID NO: 2) difere em quatro
das cinco bases 3’ terminais do M. simiae e em duas das
bases 3’ terminais da M. chitae. Entretanto, como a as-
sociacdo de M. simiae com doenca humana raramente foi re-
latada, a detecgdo ndo é clinicamente importante. Com
excegdo do DNA de M. xenopi e M. terrae, todo o DNA mi-
cobacteriano amplificado hibridizado foi detectado por
hibridizagdo as sondas especificas para género K101 (SEQ

ID NO: 3) e KY102 (SEQ ID NO: 4).
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Tabela 4
Amplificacdo de DNA de Diferentes Espécies Micobacteri s

e Hibridizagdo a Sondas Especificas para Género

Micobactéria Amplificacao Hibridizacao
M. tuberculosis + +
M. scrofulaceum + +
M. fortuitum + +
M. avium + +
M. kansasii + +
M. intracellulare + +
M. phlei + +
M. smegmatis + +
M. marinum +

M. favescens + +
M. xenopi + -
M. simiae - -
M. chelonae + +
M. gordonae + +
M. terrae + -

A especificidade desses ativadores foi testada
tentando-se amplificar DNA de 22 espécies nao micaobactéria
diferentes. Os produtos de amplificacdo resultaram apenas
do DNA de Corynebacter diphtheriae e Corynebacter xerosis,
Nisseria sicca e Propionibacterium acnes. Entretanto,
esses produtos de amplificagdo falharam na hibridizacéao
com sondas especificas para género, assim ndo resultou
nenhum falso positivo. Os organismos testados estdo re-

lacionados na Tabela 5, abaixo.
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Tabela 5

Amplificacdo de DNA de Organismos Ndo Micobacterianos

Organismo Amplificacao Hibridizacao
Bordatella pertussis - *
Borrelia burgdorferi - -

Corynebacter diphtheriae + -
Corynebacter xerosis + -

Enterobacter aerogenes - -
Escherichia coli - -
Haemophilus influenzae - -
Klebsiella pneumoniae - -
Legionella pneumophila - -
Neisseria gonorrhea

Neisseria meningitidis

Nisseria sicca

+ o+

Propionibacterium acnes

Psuedomonas aeruginosa
Salmonella typhimurium - -
Serratia marcescens - -

Staphylococcus aureus - -
Streptococcus agalactiae - -
Streptococcus pyogenes - -
Streptomyces hygrocopicus - -
Streptomyces rubiginosis - -
Treponema pallidum - -

Exemplo 6
Identificacdo de Espécie

Uma vez que o &cido nucléico micobacteriano te-
nha sido detectado em uma amostra clinica, a espécie da
qual se origina o 4cilio nucléico pode ser determinada pelo
padrdao de hibridizagdo com as sondas especificas para
espécie usando o formato de mancha enm ponto reverso do

Exemplo 4. As espécies de interesse clinico a serem
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detectadas pelo presente sistema sdo a M. avium, M. in-
tracellulare, M. kansasii e M. tuberculosis. Além disso,
a deteccao de M. gordonae é desejada porque esse organismo
é frequentemente encontrado em amostras clinicas.

A Figura 1 mostra os resultados de um teste da
especificidade de sondas especificas para espécie sele-
cionadas dentre as sondas relacionadas na Tabela 3. A
seqiéncia da regido de hibridizacdo de cada sonda, junta-
mente com a especificidade espérada, é mostrada na Tabela
3, acima. Produtos amplificados de DNA purificado de
treze espécies diferentes de Micobactérias foram usados
para testar a especificidade tanto das sondas especificas
para género, quanto especificas para espécie. Para cada
espécie, 1 pg de DNA purificado de bactérias cultivadas (o
equivalente a cerca de 300 genomas bacterianos) foi am-
plificado como no Exemplo 2, usando-se ativadores bioti-
nilados. A detecgcdo da hibridizacdo de sonda foi feita
usando-se o formato de mancha em ponto reverso do Exemplo
4. Como controle positivo para a presenca de DNA ampli-
ficado, as sondas especificas para género foram incluidas
nas tiras de teste juntamente com as sondas especificas

para espécie.

Exemplo 7
Amplificacdo de rRNA 16S Micobacteriano

O rRNA 16S pode ser amplificado criando-se, em
primeiro lugar, cDNA por transcrigdo reversa e amplifi-
cando-se o cDNA. Usam-se os mesmos ativadores do Exemplo

2, acima. Neste exemplo, tanto a transcricdo reversa a
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alta temperatura, quanto a amplificagdao por PCR sdo rea-
lizadas com a polimerase Tth termoestavel.

A transcriqéb revérsa é realizada em um volume
de 20 pl contendo os seguintes componentes: 8 ul de H30, 2
ul de 10X tampdo de reagcdo RT (Tris-HC1l 100 mM, pH 8,3,
KCl 900 mM), 2 ul de MnCl,; 10 mM, 2 ul de solugdo de ANTP
(2 mM cada de dATP, dCTP, dGTP e ATTP em H,0, pH 7,0), 2
#l de ativador "a justante" (7,5 mM em Hy0), 2 ul de
polimerase Tth 0,18 uM em 1X tampdo de armazenamento
(Tris-HCl1 20 mM, pH 7,5, KCl 100 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 1
mM, 0,2% de Tween 20 (Pierce Surfactants), 50% (volume/
volume) de glicerol) e 2 ul de solugdo de RNA de modelo
(<250 ng em Tris-HCl 10 mM e EDTA 1 mM). Todas as solugdes
ndo contendo Tris sdo tratadas com dietilpirocarbonato
(DEPC) para remover qualquer ribonuclease contaminante,
conforme descrito na pdgina 190 de Maniatus et al., 1982,
Molecular Cloning, a Laboratory Manual (Cold Springs
Harbor Laboratory, New York). A transcrigao reversa é
realizada a 72°C durante 5 minutos em um aparelho de ter-
mociclagem. A reagdo é parada por resfriamento da reacao
a 4°c com gelo.

A amplificagdo por PCR é efetuada com os se-
guintes reagentes adicionados: 2 ul do ativador restante
(7,5 mM em Hy0), 2 ul de solugdo de ANTP (10 mM cada de
dATP, dCTP, dGTP e d4TTP em H0, pH 7,0), 8 ul de 10X
tampao de reacéao PCﬁ (Tris-HC1 100 mM, pH 8,3, KCl 1 mM,
MgCl, 18,75, EGTA 7,5 mM e 50% (volume/volume) de gli-

cerol) e 68 ul de HpO tratada com DEPC. O &cido nucléico
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é amplificado em um Aparelho de Ciclos Térmicos Perkin
Elmer com o mesmo perfil térmico do Exemplo 2. O produto
amplificado é analisado como nos exemplos anteriores.

Exemplo 8

Ensaio de Placa de Microtitulacdo Para a Deteccéo de
Mycobacterium

Nesta modalidade da invengdo, a sonda é fixada a
um pogo de uma placa de microtitulagdo. O DNA alvo ampli-
ficado é hibridizado & sonda ligada conforme acima des-
crito. Como no exemplo anterior, os ativadores de ampli-
ficagdo sdo biotinilados para permitir a deteccdo de DNA
amplificado que se hibridiza as sondas ligadas.

As sondas desejadas, conjugadas a BSA, foram
primeiro deixadas adsorver a superficie de plastico dos
pocos individuais. Os pogos foram, entdo, blogueados com
proteina, como albumina sérica bovina. De preferéncia,
usam-se placas de 96 pogos disponiveis pela Corning.

Uma vez que a amplificagdo tenha sido completa-
da, os tubos de PCR foram removidos do aparelho de ter-
mociclagem (Perkin Elmer). Cem microlitros de solucgdo de
desnaturagdo foram adicionados a cada tubo de PCR. Usa-se
uma nova ponta de pipeta para cada tubo. Em uma modali-
dade, a detecgdo pode ndo ser efetuada imediatamente.
Nesse caso, os tubos de PCR foram armazenados durante uma
noite de 2°C a 8°C. As reagées de amplificacdo desnatu-
radas se tornaram viscosas por armazenamento de 2°C a 8°cC.
Os tubos foram brevemente aquecidos de 25°C a 30°C antes

da abertura dos tubos para dar caminho a pipeta.
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O numero apropriado de tiras de placa de micro-
titulacdo de oito pogos (no minimo, 2 tiras) foi removido
e colocado na armagdo de placa de microtitulacdo. Cem
microlitros de tampdo de hibridizagdo foram pipetados em
cada pogo da placa de microtitulacédo.

A solugdo de desnaturagao contém NaOH 0,4M, EDTA
80 mM e 0,005% de Thymol azul. O tampdo de hibridizacgédo/:
neutralizacdo contém: NaSCN 3M, NaH,PO4 80 mM; NaH,PO, 10
mM e 0,125% de Tween 20. Antes do uso, o pH é verificado
em 5,0 +/- 0,2.

Usando-se pontas tampadas com uma pipetadora de
multicanais, 25 ul da reagdo de amplificacdo desnaturada
de cada tubo de PCR na bandeja foram pipetados na posigédo
de pogo correspondente na placa de microtitulacéio. A
placa foi coberta com a tampa de placa de microtitulacédo e
suavemente batida do lado 10 a 15 vezes. Os pogos nhos
quais a pipetagem de reagente apropriada foi feita se
tornardao de cor amarelo claro. Se nenhuma cor ou apenas
uma leve mudanga do azul for notada, adicionou-se excesso
de amplicons. O teste continua quando os valores OD
positivos aumentam, mas os valores OD negativos nao séo
afetados. A placa foi incubada durante 60 minutos a 37°cC.
Apés a hibridizagdo inicial a 37°C durante uma hora, o
tampao de hibridizagdo/neutralizacdo foi removido e subs-
tituido pelo mesmo tampdo e a placa foi incubada durante
mais 15 minutos a 37°c.

Apés a incubagdo, a placa foi lavada cinco vezes

com solugdao de lavagem. A lavagem da placa pode ser efe-
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tuada manualmente ou com um lavador de placa de microti-
tulagdo automatizado, programado apropriadamente. Para a
lavagem, usou-se um tampdo de lavagem 1X PCR. Um concen-
trado 10X de tampdo lavado de PCR foi preparado da se-
guinte maneira: 9,94 gramas por litro de fosfato de sédio
dibdsico; 4,41 gramas por litro de fosfato de sédio (mo-
nobdsico); 3,722 gramas por litros de EDTA; 87,66 gramas
por litro de cloreto de sédio; 13,7 gramas por litro de
Tween 20; e 10 gramas por litro de Pro Clin 300 (Rohm and
Haas, Philadelphia, PA). A solugdo ¢ ajustada em pH com
dcido fosfdérico (pH 6,5~7,1 é preferido).

Para a lavagem manual, o contedido da placa foi
esvaziado e drenado até secar. Trezentos microlitros de
solugdo de lavagem foram adicionados a cada pogo na placa
sob teste e a placa foi deixada secar durante 15 a 30
segundos. A placa foi novamente esvaziada e drenada até
secar. Esse processo de lavagem foi repetido durante mais
quatro vezes.

Para um lavador de microplata automatizado,
usou-se O seguinte procedimento. O conteudo dos pocos foi
aspirado. O lavador foi programado para adicionar 350
microlitros de solugdo de lavagem de trabalho a cada poco
na placa sob teste e encharcou durante 30 segundos e as-
pirou. As etapas foram repetidas mais quatro ve:zes. A
placa foi, entdo, drenada até secar.

Cem microlitros de conjugado foram adicionados a
cada pogo na placa sob teste. O conjugado de avidina-HRP

foi preparado da sequinte maneira. O diluente contém 0,1
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molar; 0,25% de Emulsit 25 (DKS International, Inc.,
Téquio, Japdo); 1,0% de Kathon CG (Rohm and Haas,

Philadelphia, PA); 0,1% de fenol; 1,0% de gamaglobulina

bovina. A solugdo foi ajustada em pH a 7,3 com HCl
concentrado. A esse diluente, adicionaram-se 10 nM de
avidina conjugada (Vector Labs. Burlingame, CA). A placa

foi, entdo, recoberta e, entdo, incubada durante 50 mi-
nutos a 37°C e novamente lavada conforme acima descrito. O
substrato de trabalho foi preparado misturando-se 2,0 ml
de Substrato A e 0,5 ml de Substrato B para cada miltiplo
de duas tiras de placas de microtitulagdo de 8 pogos (16
testes). O Substrato A contém 3 mM de perdéxido de hi-
drogénio, 6,5 mM de citrato e 0,1% de Kathon CG. O Subs-
trato B contém 4,2 mM de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina e
40% de dimetilformamida. O substrato de trabalho foi
preparado no médximo trés horas antes do uso e foi armaze-
nado longe da luz solar direta.

Cem microlitros de substrato de trabalho (mis-
tura de substratos A e B) foram adicionados a cada pogo da
placa sob teste. A placa foi, entdo, recoberta e incubada
no escuro durante 10 minutos a temperatura ambiente (20°C
a 25°C). Cem microlitros de Reagente de Parada (H2S04 a
5%) foram adicionados a cada pogo sob teste. A absorbéancia
de cada pogo de 450 nM foi lida em uma hora de adicdo de
Reagente de Parada. O valor de absorbancia foi registrado
quanto ao espécime e controle.

E o 9

Construcdo de um Vetor de Controle Positivo Utilizdvel em
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Métodos Para a Amplificacdo e Deteccdo de Acidos Nucléicos
Microbacterianos

Oligonucleotidios gque contém as sequéncias de
ligagao de sonda especifica para espécie, assim como seus
complementos (KY178(SEQ ID NO. 24)-KY181(SEQ ID NO. 27)
abaixo) foram sintetizados. (Esses d6ligos contém sitios
de reconhecimento para enzimas de restrigcdo nas duas ter-
minagdes para facilitar a clonagem). Um micrograma de cada
KY178 (SEQ ID NO. 24) e KY179 (SEQ ID NO. 25). ou KY180
(SEQ ID NO. 26) e KY181 (SEQ ID NO. 27) foram combinados,
aquecidos durante 5 minutos a 98°C, entdo, incubados du-
rante uma hora a 75°C para permitir o recozimento das fi-
tas complementares. Os produtos recozidos foram separados
dos Oligos de fita simples residuais por eletroforese
através de 3% de Nusieve (FMC Products)/1% de gel de
agarose. As bandas de produtos de fita dupla sdo cortadas
e o DNA é eluido. Os fragmentos de DNA sao, entao, cor-
tados com as enzimas de restrigdo apropriadas e ligados
entre si. Os produtos de ligagdo sdo isolados do Nusieve/
gel de agarose como acima.

Preparou-se o vetor recipiente. O vetor reci-
piente era um plasmidio no qual um fragmento do gene rRNA
16S de M. tb contendo os sitios de ligagdo de ativador e
de sonda haviam sido inseridos e foi preparado da seguinte
maneira.

Cingiente picogramas de DNA de M. tuberculosis
foram amplificados usando-se os ativadores KY70 (SEQ ID

NO. 28) e CRO1 (SEQ ID NO. 29), na presenca de 50 pmoles
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de CRO1 (SEQ ID NO. 29), 80 pmoles de KY70 (SEQ ID NO.
28), 20 nmoles de cada dNTP, 2,5 unidades de polimerase
Taq e 1X tampao PCR (Tris-HCl 50 mM, pH 8,9; KCl 50 mM;
MgCl; 1,5 mM) em um volume de reagdo total de 100 micro-
litros. As condigdes de ciclos térmicos sdo como as de-
lineadas no Exemplo 2. Os produtos de amplificacdo foram
extraidos com 100 microlitros de cloroférmio.

Os produtos de amplificagdo e o vetor pBS(+)
foram ambos digeridos com a endonuclease de restricao
PstI, extraidos uma vez com fenol/cloroférmio e, entéo,
precipitados com etanol. (CRO1 contém um sitio PstI na
extremidade 5’ e o produto de amplificacdo contém um sitio
PstI interno a jusante dos sitios de ligagdo para os ati-
vadores e sondas especificos para micobactérias.) O vetor
cortado com PstI foi desfosforilado por tratamento com
fosfatase de intestino de bezerro (Maniatis), extraido com
fenol/cloroférmio e precipitado com etanol. Os produtos de
amplificagdo preparados foram ligados ao vetor sob condi-
¢Odes padronizadas (Maniatis).

O DNA ligado foi transformado em E. coli compe-
tente. Coldénias portadoras de plasmidios que contém o
enxerto desejado foram identificadas por hibridizacdo em
mancha de coldénias a sonda especifica para tb KY 21 (SEQ
ID NO. 5) da sequinte maneira. As bactérias foram espa-
lhadas sobre um disco de filtro de nitrocelulose super-
posto sobre uma placa de d&gar nutriente e deixadas crescer
durante uma noite. O filtro foi removido e sucessivamente

superposto (bactérias para cima) sobre papéis de filtro
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3MM encharcados com 10% de SDS (3 minutos), NaOH 0,5M/NacCl
1,5 M (5 minutos), Tris-HCl 0,5M, pH 8/NaCl 1,5M (5 mi-
nutos) e 2X SSC (5 minutos). Os filtros foram secados ao
ar. O DNA foi reticulado sobre o filtro por irradiagdo UV
e, entdo, hibridizado a KY21 (SEQ ID NO. 5) e lavado con-
forme delineado no Exemplo 3.
Segiiéncias de Oligonucleotidios
KY70 = S ID NO. 28
5’ GCGGTACCTG CACACAGGCC ACAAGGGAA
CRO1 - SEQ ID NO. 29
5’ CGCCTGCAGT TAACACATGC AAGTCGAACGG
Esse vetor, designado com pKY5, foi cortado com
as enzimas de restrigdo Sty I e Xho I, para remover um
fragmento de 174 pb contendo o sitio de ligacdo a sonda
especifica para espécie, mas deixando intactos os sitios
de ligagdo de ativador e sonda especifica para género. O
plasmidio cortado foi separado do fragmento de 174 pb por
eletroforese através de um gel de agarose de fusdo a baixa
temperatura a 1,5%. A banda contendo o vetor foi cortada
do gel e purificada por cromatografia através de uma co-
luna de NACS (Bethesda Research Lab) e precipitacdo com
etanol. O fragmento de enxerto contendo sitios de reco-
nhecimento para as sondas especificas para espécie é 1li-
gado ao vetor preparado. Os produtos de ligagdo sdo trans-
formados em bactérias hospedeiras competentes.
Transformantes contendo os enxertos apropriados
sdo identificados por amplificagdo por PCR. As colénias

bacterianas transformantes sio ressuspendidas em 0,5 ml de
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tampdo TE. Cinglienta microlitros da suspensdo bacteriana
sao colocados em tubos de reagdo PCR contendo componentes
necessdrios para a amplificagdo de DNA micobacteriano e a
amplificagdo é realizada conforme acima discutido. Bacté-
rias que portam plasmidios contendo o enxerto desejado
gerardo produtos de PCR de 640 pb usando o par ativador
KY18 (SEQ ID NO. 1) e KY75 (SEQ ID NO. 2). A amplificacgéo
de bactérias contendo o plasmidio pKY5 original gera
produtos de PCR de 584 pb.

Os amplicons assim gerados podem ser hibridi-
zados a sondas especificas para género e especificas para
espécies micobacterianas por hibridizagcdo de mancha em
ponto reversa, conforme delineado no Exemplo 4, para con-
firmar a presenga dos sitios de hibridizacdo para as son-
das especificas para género e especificas para espécie
descritas nos Exemplos. Um plasmidio de controle positivo
pode ser similarmente preparado para hibridizacdo a sondas
de género e um subconjunto selecionado de sondas especi-
ficas para espécie. Em formato de kit, por exemplo, pode
ser desejdvel incluir um plasmidio de controle positivo
para distinguir entre tuberculose de outra espécie, além
de incluir um plasmidio de controle positivo contendo as

sequiéncias KY178-KY181 (SEQ ID NOS. 24-27).

Seqiéncias Oligonucleotidicas
KY178 - SEQ. ID NO. 24

TGGT

5 CCATCGATAG GACCATTCTG CGCATC(‘::A
TAGGACCACA GGACACATGA AGGCTCACTT
GTGGAAAGCT

CACTTGGCGC ATGCCTTGTG



10

15

20

25

KY179 - SEQ. ID NO. 25

55

5 TGCCTTGGAA GCTTTCCACC ACAAGGCATG
CAACCCACAA AGTGAGCCTT CATGTGTCCT
ACCCACCACA CCACATGCGC AGAATGGTCC

KY180 - SEQ. ID NO. 26

5 CCGCTCGAGA CGGGATGCAT GTCTTGTGGT
CTTTAGGCGC ATGTCTTTAG GTGGAAAGCT
CTGGTGGAAA GCTTTTGCAT CGATGG ¥’

KY181 - SEQ. ID NO. 27

5 CCATCGATGC AAAAGCTTTC CACCAGAAGA
TTCCACCTAA AGACATGCGC CTAAAGTTAC
CAAGACATGC ATCCCGTCTC GAGCGG 3

Exemplo 10
U d lasmidj e C e Positivo

Um uso do plasmidio de controle positivo é para
monitorizar a eficiéncia da amplificacdo em qualquer ex-
perimento especifico. Nessas aplicacdes, fazem-se dilui-
cbdes seriadas do plasmidio de controle positivo. Podem-se
usar numeros conhecidos de cdépias do plasmidio como mo-
delos em reagdes de amplificagcdo. O menor nimero de mo-
léculas de DNA de plasmidio que pode ser amplificado da
uma medida da eficiéncia da reagdo de amplificacdo. Outro
uso do plasmidio de controle positivo é gerar produtos que
possam ser usados para monitorizar a eficiéncia com que as
sondas especificas para género e espécie detectam DNA
micobacteriano. Os produtos de amplificacdo gerados como
acima podem servir como substrato na reacdo de hibridi-
zagao. A geragdo dos sinais de hibridizacdo apropriados

permite uma verificagdo de como as sondas sdo capazes de
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detectar DNA micobacteriano.
LISTAGEM DE SEQUENCIA
- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:1:
(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
5 (A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

10 (xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:

CACATGCAAG TCGAACGGAA AGG 23

- FORMAGAO PARA SEQ ID NO:2:
15 (i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: dcido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
20 (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

GCCCGTATCG CCCGCACGCT CACA 24

25 - INFORMACAO PARA SEQ ID NO:3:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases

(B) TIPO: &acido nucléico
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(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:

TCGCGTTGTT CGTGAAATCT CACGGCTTAA 30

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:4:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
10 (A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

15 (xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

TCGCGTTGTT CGTGAAAACT CACAGCTTAA 30

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:5:
20 (i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
25 (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:

ACGGGATGCA TGTCTTGTGG TGGAAAGCGC TTTAGC

36
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- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:6:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
5 (C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:

10 ACTTGGCGCA TGCCTTGTGG TGGAAAGCTT 30

-~ INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:7:
(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
15 (B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:

20
TTTAGGCGCA TGTCTTTAGG TGGAAAGCTT 30
- INFORMACAO PARA SEQ ID NO:8:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
25 (A) COMPRIMENTO: 34 pares de bases

(B) TIPO: dcido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:8:

(1)

(ii)

(x1)

TCAAGACGCA TGTCTTCTGG TGGAAAGCTT TTGC

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:9:

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico

(C) TIPO DE FITA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:9:

TCCCGAAGTC CAGGCCAGAT TGCCCACGTG 30

- INFORMACAO PARA SEQ ID NO:10:

(1)

(ii)

(x1i)

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucléico

(C) TIPO DE FITA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:10:

GAAGGCTCAC TTTGTGGGTT GACGGTAGGT 30

- INFORMACAO PARA SEQ ID NO:11:

34
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(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
(B) TIPO: dcido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
5 (D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:11:

GCAATCTGCC TGCACACCGG GATAAGCCTG 30

10
- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:12:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 34 pares de bases
(B) TIPO: dcido nucléico
15 (C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)
(x1i) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:12:
20 GGGTCTAATA CCGAATAGGA CCACAGGACA CATG 34
- IﬁFORMAQAo PARA SEQ ID NO:13:
(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
25 (B) TIPO: &cido nucléico

(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
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(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:13:

TCGCGTTGTT CGTGAAATCT CACAGCTTAA 30

- INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:14:

(1)

(ii)

(xi)

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 30 pares de bases
TIPO: &cido nucléico
TIPO DE FITA: simples

TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:14:

TCGCGTTGTT CGTGGAATCT CACAGCTTAA 30

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:15:

(1)

(ii)

(x1i)

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A)
(B)
(<)
(D)

COMPRIMENTO: 30 pares de bases
TIPO: &cido nucléico
TIPO DE FITA: simples

TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

DESCRICAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:15:

TCGCGTTGTT CGTGGAATGC CACAGCTTAA 30

-~ INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:16:

(1)

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:16:

ATAGGACCAT TCTGCGCATG TGGTGTGGTG 30

- INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:17:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:17:

ACCTCAAGAC GCATGTCTTC TGGT 24

- INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:18:
(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:18:
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CCGAATAGGA CCACAGGACA CATG 24

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:19:

(1)

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases

(B) TIPO:

dcido nucléico

(C) TIPO DE FITA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:19:

ACCTTTAGGC GCATGTCTTT AGGT 24

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:20:

(1)

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases

(B) TIPO:

acido nucléico

(C) TIPO DE FITA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:20:

AACACTTGGC GCATGCCTTG TGGT 24

- INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:21:

(i)

CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases

(B) TIPO:

dacido nucléico
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(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:21:

GAAGGCTCAC TTTGTGGGTT GACG 24

- INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:22:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRICAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:22:

TGTGGTGGAA AGCGCTTTAG CGGT 24

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:23:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:23:

AGGACCATTC TGCGCATGTG GTGT 24
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- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:24:
(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 139 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(x1i) DESCRICAO’DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:24:

CCATCGATAG GACCATTCTG CGCATGTGGT GTGGTGGGTC TAATACCGAA
TAGGACCACA 60

GGACACATGA AGGCTCACTT TGTGGGTTGA CGGTAGGTAA CACTTGGCGC
ATGCCTTGTG 120

GTGGAAAGCT TCCAAGGCA 139

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:25:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 139 pares de bases
(B) TIPO: dcido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:25:

TGCCTTGGAA GCTTTCCACC ACAAGGCATG CGCCAAGTGT TACCTACCGT
CAACCCACAA 60
AGTGAGCCTT CATGTGTCCT GTGGTCCTAT TCGGTATTAG ACCCACCACA

CCACATGCGC 120
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AGAATGGTCC TATCGATGG 139

- INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:26:
(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 126 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:26:

CCGCTCGAGA CGGGATGCAT GTCTTGTGGT GGAAAGCGCT TTAGCGGTAA
CTTTAGGCGC 60

ATGTCTTTAG GTGGAAAGCT TAACTCAAGA CGCATGTCTT CTGGTGGAAA
GCTTTTGCAT 120

CGATGG 126

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:27:
(1) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 126 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:27:

CCATCGATGC AAAAGCTTTC CACCAGAAGA CATGCGTCTT GAGTTAAGCT

TTCCACCTAA 60
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AGACATGCGC CTAAAGTTAC CGCTAAAGCG CTTTCCACCA CAAGACATGC
ATCCCGTCTC 120

GAGCGG 126

- INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:28:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 29 pares de bases
(B) TIPO: acido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(xi) DESCRIGAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:28:

GCGGTACCTG CACACAGGCC ACAAGGGAA 29

- INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:29:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 31 pares de bases
(B) TIPO: dcido nucléico
(C) TIPO DE FITA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(xi) DESCRIGCAO DE SEQUENCIA: SEQ ID NO:29:

CGCCTGCAGT TAACACATGC AAGTCGAACG 31
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REIVINDICAGOES

1. Processo para a deteccdo e identificacdo op-
cional de acido nucléico micobacteriano contido em uma
amostra, caracterizado pelo fato de compreender:

(a) amplificacdo de uma regido do dito &cido
nucléico de um gene RNA ribossdmico 16S, ou o0 correspon-
dente RNA de uma espécie micobacteriana, utilizando o par
de iniciadores KY18 (SEQ ID N° 1) e KY75 (SEQ ID N°2) co-
mo seqiéncia de hibridizacdo;

(b) mistura do dito &cido nucléico amplificado
na etapa (a) com pelo menos uma sonda oligonucleotidica
capaz de hibridizar na regido alvo do gene RNA ribossdmi-
co 16S ou o correspondente RNA de uma espécie micobacte-
riana amplificada na etapa (a); e

(c) deteccdo de hibridos formados entre o dito
dcido nucléico e a dita sonda.

2. Processo para detecgdo e identificacdo opcio-
nal de uma micobactéria contida em uma amostra, caracte-
rizado pelo fato de compreender:

(a) amplificacdo de uma regido de &cido nucléico de
um gene RNA ribossOmico 16S da dita micobactéria, ou o
correspondente RNA de uma espécie micobacteriana, em que

0 primeiro oligonucleotidico iniciador consiste na se-
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giiéncia KY18 (SEQ ID N° 1) e o segundo oligonucleotidico
iniciadorjkonsiste]da seqiéncia KY75 (SEQ ID N° 2) como
seqliéncia de hibridizacédo;

(b) mistura do dito &cido nucléico amplificado na
etapa (a) com uma amostra oligonucleotidica capaz de hi-
bridizagdo na regido alvo do gene RNA ribossémico 16S ou
0 correspondente RNA de uma espécie micobacteriana ampli-
ficada na etapa (a); e

(c) deteccdo de hibridos formados entre o dito &cido
nucléico e as ditas sondas.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2, caracterizado pelo fato de que a amplificacdo é conse-
guida por uma reacdo em cadeia de polimerase.

4. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2, caracterizado pelo fato de que a dita amostra oligonu-
cleotidica é capaz de hibridizar em uma regifo que é con-
servada na regido alvo.

5. Processo de acordo com a reivindicacdo 4, ca-

racterizado pelo fato de que a dita sonda oligonucleoti-

-dica contém a seqiiéncia KY101(SEQ ID N° 3).

6. Processo de acordo com a reivindicacdo 4, ca-
racterizado pelo fato de que a dita sonda oligonucleoti-
dica contém a seqiiéncia KY102 (SEQ ID N° 4).

7. Processo de acordo com a reivindicacdo 4, ca-
racterizado pelo fato de que a seqliéncia de hibridizacédo
da dita sonda oligonucleotidica ndo é idéntica a de se-
giéncia de gene RNA ribossémico 16S da espécie micobacte-

riana a ser detectada em que a dita seqiiéncia hibridizan-
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te é capaz de hibridizar a dita seqiiéncia de gene ndo i-
déntica.

8. Processo de acordo com a reivindicacdo 7, ca-
racterizado pelo fato de que a sonda da seqiéncia hibri-
dizante contém a seqiiéncia KY165 (SEQ ID N° 13).

9. Processo de acordo com a reivindicacdo 7, ca-
racterizado pelo fato de que a dita sonda da seqiiéncia
hibridizante contém a seqiiéncia KY166 (SEQ ID N° 14).

10. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2, caracterizado pelo fato de que a seqgiéncia hibridizan-
te da dita sonda oligonucleotidica é capaz de hibrizar a
uma regido que é varidvel com a regido alvo.

11. Processo de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizado pelo fato de que a dita sonda de seqiiéncia
hibridizante contém uma seqiéncia: KY21 (SEQ ID NO. 5),
KY25 (SEQ ID NO. 6), KY26 (SEQ ID NO. 7), KY63 (SEQ 1ID
NO. 8), KY151 (SEQ ID NO. 9), KYl06 (SEQ ID NO. 10),
KY126 (SEQ ID NO. 11), KY139 (SEQ ID NO. 12), KY157 (SEQ
ID NO. 16), KY167 (SEQ ID NO. 17), KY1l68 (SEQ ID NO. 18),
KY169 (SEQ ID NO. 19), KY170 (SEQ ID NO. 20), KYl71 (SEQ
ID NO. 21), KY172 (SEQ ID NO. 22) e KY173 (SEQ ID NO.
23).

12. Processo de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizado pelo fato de que um painel de sondas oligo-
nucleotidicas € usado compreendendo pelo menos duas son-
das oligonucleotidicas contendo uma segiiéncia selecionada
do grupo que consiste nas seqiiéncias KY21 (SEQ ID NO. 5),

KY25 (SEQ ID NO. 6), KY26 (SEQ ID NO. 7), KY63 (SEQ ID
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NO. 8), KY151 (SEQ ID NO. 9), KYl06 (SEQ ID NO. 10),
KY126 (SEQ ID NO. 11), KY139 (SEQ ID NO. 12), KY157 (SEQ
ID NO. 16), KY167 (SEQ ID NO. 17), KY168 (SEQ ID NO. 18),
KY169 (SEQ ID NO. 19), KY1l70 (SEQ ID NO. 20), KY171 (SEQ
ID NO. 21), KY172 (SEQ ID NO. 22) e KYl73 (SEQ ID NO.
23).

13. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2, caracterizado pelo fato de que durante a amplificacdo
estd presente um controle interno positivo oligonucleoti-
dico, cujas sequéncias compreendem uma seqgiiéncia oligonu-
cleotidica ndo natural flanqueada por uma seqiiéncia de
dcido nucléico selecionada do grupo que consiste em
KY18(SEQ ID N° 1) e KY75 (SEQ ID N° 2).

14. Processo de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizado pelo fato de que a dita segiiéncia de con-
trole positiVvo oligonucleotidico compreende ainda uma das
seqiéncias KY101(SEQ ID N° 3), KY102 (SEQ ID N° 4), KY165
(SEQ ID N°® 13) e KY166 (SEQ ID N° 14).

15. Processo de acordo com a reivindicacdo 14, .
caracterizado pelo fato de que a dita seqiéncia positiva
de controle oligonucleotidico compreende ainda uma das
seqiéncias KY21 (SEQ ID NO. 5), KY25 (SEQ ID NO. 6), KY26
(SEQ ID NO. 7), KY63 (SEQ ID NO. 8), KY151 (SEQ ID NO.
9), KYl1l06 (SﬁQ ID NO. 10), KY126 (SEQ ID NO. 11), Ky1l39
(SEQ ID NO. 12), KY157 (SEQ ID NO. 16), KY167 (SEQ ID NO.
17), KY168 (SEQ ID NO. 18), KY169 (SEQ ID NO. 19), KY170
(SEQ ID NO. 20), KY171 (SEQ ID NO. 21), KY172 (SEQ ID NO.

22) e KY173 (SEQ ID NO. 23).
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RESUMO

Patente de Invencdo: "PROCESSOS PARA DETECGCAO E IDENTIFI-
CAGAO OPCIONAL DE ACIDO NUCLEICO MICOBACTERIANO E DE MI-
COBACTERIA" .

Ativadores e sondas podem ser usados para de-
tectar &cido nucléico de micobactérias em uma amostra e
determinar a espécie da qual se origina o acido nucléico.
Os ativadores amplificam regides do gene RNA ribossdmico
16S e se hibridizam a regides conservadas entre espécies.
Sondas especificas para género se hibridizam a seqiéncias
dentro da regido amplificada conservada entre espécies
micobacterianas, ao passo que as sondas especificas para
espécie se hibridizam a uma regido varidvel, de modo que
a identidade da espécie pode ser determinada de maneira
Unica. Sondas de consenso para a deteccdo de &cidos nu-
cléicos micobacterianos sd@o fornecidas, essas sondas nédo
sendo idénticas a nenhuma das seqiiéncias das espécies mi-

cobacterianas.
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