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Descricfo referente & patente de in-
vengéo de BEHRINGWERKED ARTIANGESELLS
CHAFT, alewm8, industrial e comercial)
com sede em D=3550 Marburg, Alemanha
Ocidental, (inventores: Dr. Peter 4.
Ceruti e Albéric Bressoud, residen~
tes na bulgd), para "PROCESSIPARA A
IDENTIFICACRO DO VIRUS Da
5 POR MBEIO DE R8ACCAQO T CADZIL DE
POLIMERASE (PCR) APGS TRANSCRIPCA
REVERSA DE UMA R8GTAO DO GaNd VIRAL
DA HEMAGLUTININAM

A sensibilidade da identificag8o do vi-
rus da Infiuenza A pode ser efectivamente aumentada, efectuan-
do uma reaccfio em cadeia de polimerase (PCR) apds transcripgfio
reversa (RT) preliminar, utilizando sequéncias de oligonuclied-
tidos (amplimeros) da regifio de certo modo coanservada do gene
viral da hemagiutinina. Nestas condi¢Bes, a transcripgdo revers
sa e a FCR sfo insensiveis a mutagBes isoladas por troca de bar
ses, desde gue o extremo 3' dos amplimeros nfo estéja afecta~

do.

0 virus da influenza 4 ocorre em seres
. . . . rd
Lumanos e tambdém em animais como hospedeiros especifico e é a

causa de pondemias gue se manifestam com grandes intervalos.
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is poncemias s8o desencadeadas pela troca de antigenes do viru
da influenza 4. Formam-se novas variantes de antigene, contra

as quais a populag¢do ndo tem qualquer imunidade, e que por essa
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razido alastram rapidamente, estando por isso ligadas a uma

elevada mortaliidade.

Por esta razfio & tHo importante uma iden
tificag8o rdpida e fidvel da infecgfo pelo virus da-influenza
A. £m geral tenta-se fazer o diagndstico laborizl através da
identificagdo do virus. A cultura do virus da influenza conse-

s P . . v
gue-se alias apenss nos primeiros dias da doencga.

Apds inoculagfo da secreccfio ou faringi-
ca em culturas celulares de rim de macaco verifica-se a multi-
plicagdo do virus pela hemo-adsorp¢fo de eritrdcitos de porqui
nhos da India. A especificidade pode testar-se pela inibigHo
da hemo-adsorpgfo por um soro imunoldgico especifico. Nem sem-

PP . . Y sy . .
pre se verifica um efeito citopatico. Existem estirpes de virusg
da influenza que se podem isolar facilmente por inoculagfo na

cavidade amnidtica do ovo de galinha embrionado.

Tém-se efectuado pesqguisas no sentido
de se conseguir também um diagndstico rdpido da influenza. Parg
este fim coloca-se o exgudado naso-faringico num suporte e
identifica-se o antigene do virus por imunofluorescéncia dire-
cta ou indirecta utilizando soros imunoidgicos especificos. Zs-
te teste leva apenas poucas horas, mas nfo é muitas vezes su-
ficientemente sensivel, especialmente quando se recolhe a amos

tra demzsiado tarde.

Existe deste modo a necessidade de melhp
rar a sensibilidade dos métodos de identificagio de virus para

o virus da influenza A,

Descobriu-gse que, por meio de transcri-
pgio reversa seguida de amplificagfo por reacgfo em cadeia de
polimerase atravdéds de oligonucledtidos adequados a partir de
uma regifio conservada do gene viral da hemaglutinina, no guar-

to segmento do genoma do virus, se pode aumentar apreciavelmen-
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te a sensibilidade da identificagdo do antigene. As trocas de
bases dentro da zona dos oligonucledtidos mencionados acima
(amplimeros) nfo tém qualquer infludncia desde que 0s extremos
3' dos amplimeros nfo sejam afectados. Para a transcripgfo re-
versa e amplificacio revelou-se mais adequada a zona da posi-
¢Ho 96 até & posigfo 536 da hemoglutinina H1, sendo contudo
também apropriadas as regiBes afastadas + 80 nuclediidos das
pusigles indicadas. A escolha do gene de hemaglutinina Hl e em
especial desta regifio tem a vantagem de, tirando as excepgles
acima mencionadas, abranger todos 0s serotipos do virus da in-

fluenza A.

A dinvengfo refere-se assim a um método
de identificacgdo do virus da influenza A por transcripclo re=
versa de uma regifio do gene da hemaglutinina Hl, seguida de am-
plificag8o por PCR utilizando os amplimeros empregues na RI e
subseqguente identificacfo do cDNA amplificado, de preferdncia
por identificacHo directa por coloracfo apds separagfo por eled
ctroforese de gel. Fode também identificar-se contudo o cDNA
amplificado por radioisStopos ou por BLISA, desde que se empre-
guem trifosfatos de desoxiribonucledsido previamente radiomar-
cados ou biotinilados. Os amplimeros escolheram-se como oligo-
nucledtidos com um comprimento de cerca de 20 nucledtidos na

~

regifio da posicfo 96 & 536 do gene da hemaglutinina Hl. 4 PCR
efectua-se de preferéncia a 59°C e 9100 e ciclos de cerca de
us. minuto, muito em especial durante 97 segundos e a 59O e 85
segundos e 9100, na presenca de trifosfatos de desoxiribonu-
cledsido 1 mb, 3% de sulfdxido dimetilico e 0,8 ug de cada am-

plimeros num volume total de 25 ul.

A invengfHo encontra-se descrita nos exenmn

plos seguintes e nas reivindicagdes da patente.
SRMELOs
1. ZIsolamento de DNA viral
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Bxtrairam-se trés vezes com uma solucgfo
d#cida de guanidina=-tiocianato-fenol-clorofdrmio suspensBes de
virus de influenza H1 (4/WSN/33) em PBS com 0,2% de albuming
(1) ou de 28 lavagens naso-faringicas presumivelmente infecta-
das (2) ou de virus de cdliulas infectadas apds tratamento de
ultra-sons (3) (P. Chomczynski e N. Sacchi, 1987, Analytical
Biochemistry, 162, 156-159). Precipitou-se o RNA viral na pre-
senga de um vefculo ("carrier") de t-RNA (1 pg/ml) por adig#o
de 2,5 volumes de etanol a 90% tamponizado a -20°C. Apds cen=
trifugagfio levou-se o precipitado com etanol a 80% tamponizado),
secou-se e ressuspendeu-se em dgua esterilizada. O tratamento
por ultra~sons em (3) efectuou-se em 6leo de parafina durante

15 segundos, no passo 2, com um aparelho de ultra-sons BLl35.
2. Transcripgfo reversa

A transcripg¢do reversa efectuou-se a
12%¢ durante 30 minutos num volume total de 5 ul. Hsse volume
continha, num tampdo de Tris 50 mM em HCL a pH &,3, 50 mM XKCl,
7 mk MgClz, 170 pg/ml de BSA, 1 mM de 4ATP, 4TTP, 4CTP e dGTP
cada, 0,1% de Triton-X-100, 1 mlM DIT e 10 mM de 2-mercaptoeta-
nol (tampZo A), O,k pg de cada um dos dois amplimeros, 7 U de
transcriptase reversa AMV (Pharmacia) e 10 U de RNisina (Prome-

ga).
3. Amplificacglio por PCR

O cDNA obtido acima amplificou-se do
seguinte modo: a 25 pl de volume total em tamp8do A sem Triton-
~X~100 e DIT mas com 3% de DMSO e 0,8 peg de cada ampl{imero,
adicionou~se 1 U de polimerase Taq (Biofinex, Praroman, Fribo-
urg (sufga)).

Fez-se a amplificagfio em 30 a 40 ciclos
com um aparelho Ampligene (loretronic, Suica) a 59°%¢C (97 segun

dos cada) e 91°C (85 segundos cada).
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k. Identificagfo do cDNA amplificado

Identificaram-se as amostras amplifica-
das num gel de agarose a 2% em Tris-HCL 2 mb, a pH 7,4, 0,1 mM
EDTA e 0,7 png/ml de brometo de etidio, sob irradiac8o ultra-

-vionleta.

4 tabela mostra (com sublinhado) as po-
sigBes dos amplimeros utilizados, sintetizados num sintetiza-
dor de DN4 (Bio Applied Systems) e purificados numz coluna de
sephadex NEFP-2L,

A Tigura mostra os resultados de um en-
saio wodelo, representando-se em abcissas as diluigBes (10—2 a
10—6) da suspensfo de virus utilizada e em grdenadas a intensid
dade das bandas do gel de agarose com o comprimento de 44l pa-

res de bases (bp).

Bm 28 lavagens nasofaringicas frescas,
de pessoas possilvelmente infectadas, identificaram-se povw
duas vezes as bandas de 44l bp.. Para controle interno co-am-
plificou~se em cada caso um fragmento, com o comprimento de
201 bp, do gene de ﬁ?-globulina celular (posigfo 717 a 926,
vide J.C. Schimenti e C.H. Duncan, Nucl. 4Acids Res. 12, 1984,
1€41-1653).
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Processo para a identificagfio do virus
da infliluenza 4, caracterizado por se submeterem amplimeros da
regifio conservada do gene Hl da hemaglutinina a uma transcri-
pclio reversa (AT) seguida de uma reacgfio em cadeia de polime-

rase (PCR).

Processo para a identificagfo do virus
da infliuenza A, de acordo com a reivindicac¢8io 1, caracterizado
por como amplimeros se utilizarem oligonucledtidos com um com-

primento de cerca de 20 pares de bases (bp) da posigfo 96480
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Processo para a identificagfo do virus
da influenza 4, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
por como amplimeros se utilizarem oligonuciedtidos de cerca de

2C bp da posiglo 96+20 e 536+20.
- L -
Processo para a identificagfo do virus

da influenza A, de acordo com a reivindicagfio 1, caracterizado

por se utilizarem os amplimeros ALUAGGCUACCAUGCGAACAA e GALAUUUS

G CUAUGG CUGA CG .
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A requerente reivindica a prioridade ao
pedido alem@o apresentadd em 2 de Setembro de 1989, sob o n?.
P 3% 29 1i44.8.

Lisboa, 31 de Agosto de 1990
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R®ESUMO

"PROCESSO0 PARA A IDRKTIFPICACAD DO VIRUS DA INFLUENZA A POR

pOT0 DE ROACCAD 4 CADSIA DE DOLIMERASE (POR) APJS TRANSCRIPCA(

D

DE Ubi DEGIZ0 DO GuNE VIRAL DA HSMAGLUTIHINAY

A invenc8o refere-se a um processo para
a identificacfo do virus da influenza A, que compreende subme=
rem-se amplimeros da regifio conservada do gene Hl da hemaglu-
tibina a uma transcripGdo reversa (RT) seguida de uma reaccHo

em cadeia de polimerase (PCR).
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Tabela

44

89

134
179
224
2689
314
359
404
449
494
538

CCUACTGGTCCUGUU
AAUAUGUAUAGGCUA

AUGUGCACUUGCAGC
CCAUGCEAACAAUTC

CACAGUACUCGAGAA
GCUCGAAGACAGCCA
AGCCCCACUACAAUU
GGGAAACCCAGAAUG
CUACAUUGUAGAAAC
AGGAGAUUUCAUCGA
AGUGUCAUCAUUCGA
AUGGCCCAACCACAA
UGAGGGGAAAAGCAG
GAAGGAGGGCUCAUA

GAAUGUGACAGUGAC
CAACGGARAACTUAUG
GGGGAAUGUAACAU
CGACCCACUGCUUCC
ACTAAACUCUGAGAA
CUAUGAGGAGCUGAG
AAGAUUCGAAAUAUT
CACAAACGGAGUAAC
UUGUUACAGAXAUTU

UGCAGAUGCAGACAC
AACCGACACUGUUGA
ACACUCUGUUAACCY
UAGAUUAAAAGGAAU
CGCCGGAUGGCUCUU
AGUGAGAUCAUGGUC
UGGAAUAUGUUAUCC
GGAGCAAUUGAGCUC
UCCCAAAGAAAGCUC
GGCAGCAUGCUCCCA
GCUAUGGCUGACGGA

CCCAAAGTUGAAARLA

UUCTUAUGUGAACAA



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

