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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Detektion von Bakterien, wie Mycobakterien, in menschlichen 
oder tierischen Körperflüssigkeiten, wie Blut, Sputum und Urin. Die vorliegende Erfindung sieht ein Verfahren 
zur Überprüfung der Lebensfähigkeit von Bakterien, wie Mycobacterium tuberculosis, ohne die Notwendigkeit 
für eine Vermehrug der Bakterien vor.

[0002] Tuberkulose (TB), welche vom Mycobacterium tuberculosis verursacht wird, ist zum Beispiel ein 
hauptrangiges öffentliches Gesundheitsproblem in vielen Ländern weltweit, mit besonderer Bedeutung in Ent-
wicklungsländern. Tuberkulose-Bekämpfungsprogramme stehen einer gesteigerten Belastung mit Fällen, ei-
ner Verschiebung zu diagnostisch schwierigeren Kategorien von Patienten, wie extrapulmonären und schmier-
negativen Fällen, und dem Aufkommen von Mehrfach-Arzneimittel-resistenten Stämmen von M. tuberculosis 
gegenüber. Eine verbesserte Diagnose wäre ein wertvoller Beitrag im Kampf, diesen globalen Notstand für die 
öffentliche Gesundheit zu beheben.

[0003] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung beschäftigt sich mit der Amplifikation bzw. Verstärkung von 
spezifischen Nukleinsäuresequenzen.

[0004] Nukleinsäure-Amplifikationsreaktionen sind vielversprechend, um die Zeit für die Diagnose von Wo-
chen auf Stunden zu reduzieren, während die Empfindlichkeit und Spezifität der klassischen Verfahren über-
troffen wird. Neben ihrem potenziellen Wert bei der Diagnose bieten Amplifikationsreaktionen die Möglichkeit 
einer raschen Identifikation und Arzneimittel Anfälligkeits-Bestimmung. Die Amplifikation von DNA-Zielmolekü-
len zu einem detektierbaren Spiegel durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist das am besten analysierte 
System zum Nachweisen von Mycobakterien.

[0005] Die "Polymerase-Kettenreaktion" (PCR) wird in den Europäischen Patentanmeldungen EP 200362
und EP 201148 beschrieben. PCR ist ein zyklisches Verfahren, welches doppelsträngige DNA als Ziel hat. Je-
der Zyklus im PCR-Verfahren beginnt mit der Trennung eines doppelsträngigen DNA-Ziels in seine zwei kom-
plementären Stränge. An jeden Strang wird sich ein Primer anlagern, und vorhandene DNA-Polymerasen wer-
den die Primer entlang des DNA-Strangs verlängern, an welchen er sich angelagert hat, wodurch zwei neue 
DNA-Doppelstränge gebildet werden. Wenn die Reaktionsmischung erwärmt wird, werden die Stränge der 
DNA-Doppelstränge bzw. -Duplexe erneut getrennt, und ein neuer PCR-Zyklus kann beginnen. Somit erzeugt 
das PCR-Verfahren mehrere DNA-Kopien eines DNA-Ziels. Eine Amplifikation unter Verwendung von PCR 
kann auch auf einer RNA-Matrize basieren. Zum Beispiel offenbart die WO 98/18958 mit einem Einreichungs-
datum vor der vorliegenden Anmeldung, wobei sie jedoch danach veröffentlicht wurde, weshalb sie nur für die 
Neuheit und nicht für den erfinderischen Schritt der vorliegenden Anmeldung relevant ist, die Verwendung von 
PCR für die Amplifikation von mRNA, welche einen Elongationsfaktor codiert. Der eigentlichen PCR muss ein 
reverser Transkriptionsschritt vorausgehen, um die RNA in DNA zu kopieren (RT-PCR). Wenn allerdings 
RT-PCR für den Nachweis von Transkripten angewandt wird, ist eine Differenzierung von mRNA- und DNA-ab-
geleiteten PCR-Produkten notwendig. Eine DNAse-Behandlung vor der RT-PCR kann angewandt werden 
(Bitsch, A., et al., J. Infect. Dis. 167, 740-743, 1993; Meyer, T., et al., Mol. Cell Probes, 8, 261-271, 1994), ver-
sagt aber manchmal darin, kontaminierende DNA ausreichend zu entfernen [Bitsch, A. et al., 1993].

[0006] Noch kürzlicher wurde eine andere Klasse von Nukleinsäure-Amplifikationsverfahren, nämlich die 
"Transkriptions-basierenden Amplifikationstechniken" entwickelt. Die Techniken beinhalten die Transkription 
von mehreren RNA-Kopien von einer Matrize aus, umfassend einen Promotor, der von einer RNA-Polymerase 
erkannt wird. Die Kopien werden als Eintrag für eine weitere Amplifikation verwendet. Derartige Verfahren sind 
beschrieben worden von Gingeras et al. in WO 88/10315 und Burg et al. in WO 89/1050. Isothermale Trans-
kriptionsbasierende Amplifikationstechniken sind beschrieben worden von Davey et al. in EP 323822 (unter 
Bezug auf das NASBA-Verfahren), von Gingeras et al., in EP 373960, und von Kacian et al. in EP 408295 (das 
TMA-Verfahren). Transkriptions-basierende Amplifikationsreaktionen können auch mit thermostabilen Enzy-
men durchgeführt werden. Ein derartiges thermostabiles Verfahren wird in der EP 682121 beschrieben, einge-
reicht im Namen von Toyo Boseki KK.

[0007] Die isothermalen Transkriptions-basierenden Nukleinsäure-Amplifikationstechniken sind angewandt 
worden, um Mycobakterien nachzuweisen, wie etwa das NASBA-Verfahren [Vliet, G.M.E van der, Schukkink, 
R.A.F., Gemen, B. van, Schepers, P. und Klatser, P.R. (1993), Nucleic acid sequence-based amplification 
(NASBA) for the identification of mycobacteria, J. Gen. Microbiol. 139, 2423-2429] und ein anderer Transkrip-
tions-vermittelter RNA-Amplifikationstest (TMA) [Jonas, V., Alden, M.J., Curry, J.I, Kamisango, K., Knott, C.A., 
Lankford, R., Wolfe, J. und Moore, D.F. (1993), Detection and identification of Mycobacterium tuberculosis di-
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rectly from sputum sediments by amplification of rRNA. J. Clin. Microbiol. 31, 241], welche beide auf ribosoma-
le 16S-RNA abzielten.

[0008] Auf die 16S-rRNA oder das dafür codierende Gen abzielende Amplifikationsreaktionen sind üblicher-
weise auf eine konservierte Region gerichtet, welche speziesspezifische variable Sequenzen umfasst [Vliet, 
G.M.E. van der, Schukkink, R.A.F., Gemen, B. van, Schepers, P. und Klatser, P.R. (1993) Nucleic acid se-
quence-based amplification (NASBA) for the identification of mycobacteria. J. Gen. Microbiol. 139, 2423-2429, 
Jonas, V., Alden, M.J., Curry, J.I, Kamisango, K., Knott, C.A., Lankford, R., Wolfe, J. und Moore, D.F. (1993), 
Detection and identification of Mycobacterium tuberculosis directly from sputum sediments by amplification of 
rRNA, J. Clin. Microbiol. 31, 241]. Sie besitzen den Vorteil, dass eine einzelne Amplifikationsreaktion die my-
cobakterielle Spezies identifizieren kann. Ein zusätzlicher Vorteil der Transkriptions-vermittelten RNA-Amplifi-
kations-Assays, welche auf 16S-rRNA abzielten, besteht in der hohen Anzahl von Zielmolekülen pro Zelle – ±
2000; dadurch wird die Empfindlichkeit begünstigt.

[0009] Da RNA, speziell mRNA, eine im Allgemeinen viel kürzere Halbwertszeit als DNA aufweist, kann ihre 
Detektion nützlich für die Einschätzung der Lebensfähigkeit von Mycobakterien sein [Moore, D.F., Curry, J.I, 
Knott, C.A. und Jonas, V. (1996), Amplification of rRNA for assessment of treatment response of pulmonary 
tuberculosis patients during antimicrobial therapy. J. Clin. Microbiol. 34, 1745-1749., Vliet, G.M.E., van der, 
Schepers, P., Schukkink, R.A.F., Gemen, B. van und Klatser, P.R. (1994), Assessment of mycobacterial viability 
by RNA amplification. Antimicrob. Agents Chemother. 38, 1959-1965], welche relevant für die Probleme der 
Resistenz gegen Arzneimittel und der Ansteckungsgefahr durch den Patienten ist.

[0010] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Detektion von mRNA, welche den Elongationsfaktor EF-Tu 
codiert.

[0011] Der Elongationsfaktor EF-Tu ist essenziell in der (myco)bakteriellen Translation. Elongationsfaktoren 
spielen eine unterstützende Rolle im Elongationsschritt der Translation und sind somit ein Indikator der meta-
bolischen Aktivität der Zelle. Für jede Translation wird EF-Tu erfordert. Die Menge an EF-Tu-Protein kann so 
hoch wie 50% ihres Gesamtproteingehalts in aktiven proliferierenden Zellen sein.

[0012] EF-Tu codierende Gensequenzen (DNA) sind als ein Marker verwendet worden, um die Gegenwart 
von bakteriellen Zellen zu detektieren.

[0013] In der EP 133288 wird ein Verfahren für den Nachweis von bakterieller DNA mit einer Sonde offenbart, 
umfassend eine Basensequenz von wenigstens einem Bereich von einem der Stränge eines tuf- oder 
fus-Gens. Southern-Blot-Hybridizierung der verdauten mycoplasmalen DNAs mit dem Elongationsfaktor 
(EF-Tu)-Gen tuf von E. coli wurde als Grundlage für den Nachweis von Polymorphismus in Mycoplasma-Stäm-
men verwendet [Yogev et al., FEMS Microbiol. Lett., 50(2-3), 145-9, 1988].

[0014] PCR-basierende Assays für die Detektion von Mycoplasma tuberculosis und Mycoplasma fermentans 
unter Verwendung des Gens, welches den Elongationsfaktor Tu codiert (tuf), als der Zielsequenz, sind eben-
falls beschrieben worden [Berg et al., Mol.Cell.Probes, 10(1), 7-14, 1996, und Luneberg et al., J.Clin.Microbiol., 
31(5), 1088-94, 1993].

[0015] Die vorliegende Erfindung betrifft jedoch die Detektion von EF-Tu-mRNA als einem Marker für bakte-
rielle Lebensfähigkeit.

[0016] Die vorliegende Erfindung sieht daher ein Verfahren für die Überprüfung der bakteriellen Lebensfähig-
keit vor, wobei mRNA, codierend für den Elongationsfaktor EF-Tu, als ein Ziel in einer Nukleinsäure-Amplifika-
tionsreaktion verwendet wird, und die Gegenwart und/oder Menge der mRNA bestimmt wird.

[0017] Die vermutlich kurzlebige mRNA, codierend den EF-Tu, ist am wahrscheinlichsten in starkem Maße 
häufig in der (myco)bakteriellen Zelle, und eine Verringerung davon wird ein Absinken der metabolischen Ak-
tivität anzeigen. Wegen der essentiellen Rolle von EF-Tu ist es darüber hinaus plausibel, anzunehmen, dass 
es in allen mycobakteriellen Spezies vorhanden ist, was die Entwicklung eines allgemeinen Amplifikationssys-
tems mit speziesspezifischen Primern und/oder Sonden, analog zum 16S-rRNA-NASBA-Design [Vliet, G.M.E. 
van der, Schukkink, R.A.F., Gemen, B. van, Schepers, P. und Klatser, P.R. (1993), Nucleic acid se-
quence-based amplification (NASBA) for the identification of mycobacteria, J. Gen. Microbiol. 139, 2423-2429] 
gestattet.
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[0018] Mit dem Verfahren der vorliegenden Erfindung wird eine Transkriptions-basierende Amplifikationstech-
nik, wie NASBA, für die Amplifikation der bakteriellen EF-Tu-mRNA verwendet. Im Gegensatz zu RT-PCR be-
nötigt NASBA, welche auf RNA-Transkription durch T7-RNA-Polymerase basiert (Kievits et al., 1991; Comp-
ton, 1991), keine Differenzierung zwischen RNA- und DNA-abgeleiteten Amplifikationsprodukten, da sie RNA 
als ihr Hauptziel verwendet.

[0019] Die amplifizierten Produkte können unter Verwendung einer komplementären markierten Sonde de-
tektiert werden.

[0020] Zahlreiche Protokolle sind für die Detektion von amplifizierten Produkten beschrieben worden [Klatser, 
PR. (1995), Amplification reactions in mycobacteriology. J. Microbiol. Meth. 23, 75-87.]. Vorzugsweise werden 
homogene Assays verwendet, weil sie gestatten werden, dass die Amplifikationsreaktion verschlossen werden 
kann, bevor die Amplifikation initiiert wird. Ein derartiges System, Elektrochemolumineszenz (ECL), ist bereits 
erfolgreich angewandt worden, um amplifizierte Produkte in NASBA zu detektieren [Gemen, B. van, Beunin-
gen, R. van, Nabbe, A., Strijp, D. van, Jurriaans, S., Lens, P., Kievits, T. (1994), A one-tube quantitative HIV-I 
RNA NASBA nucleic acid amplification assay using electrochemiluminescent (ECL) labelled probes. J. Virol. 
Methods, 49, 157-167.].

[0021] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung ist besonders nützlich zur Überprüfung der Lebensfähigkeit 
von Mycobacteria-Spezien, wie M. tuberculosis oder M. leprae.

[0022] Mit der vorliegenden Erfindung werden auch Oligonukleotide bereitgestellt, welche als Primer und 
Sonden für die Amplifikation von bakterieller EF-Tu-mRNA verwendet werden können.

[0023] Die Verwendung der Oligonukleotide gemäß der Erfindung ist nicht auf irgendeine besondere Amplifi-
kationstechnik oder irgendeine besondere Modifikation davon eingeschränkt. Es ist offensichtlich, dass die Oli-
gonukleotide gemäß der Erfindung ihre Anwendung in vielen verschiedenen Nukleinsäure-Amplifikationstech-
niken und verschiedenen Verfahren zum Detektieren des Vorhandenseins von (amplifizierter) bakterieller 
EF-Tu-mRNA finden. Die Oligonukleotide der vorliegenden Erfindung können gleichermaßen in quantitativen 
Amplifikationsverfahren verwendet werden. Ein Beispiel eines solchen quantitativen Verfahrens wird in EP 
525882 beschrieben.

[0024] Der Begriff "Oligonukleotid", wie hierin verwendet, bezieht sich auf ein Molekül, welches aus zwei oder 
mehr Desoxyribonukleotiden oder Ribonukleotiden aufgebaut ist. Derartige Oligonukleotide können als Primer 
und Sonden verwendet werden.

[0025] Selbstverständlich, basierend auf den Sequenzen der Oligonukleotide der vorliegenden Erfindung, 
können Analoge von Oligonukleotiden ebenfalls hergestellt werden. Derartige Analoge können alternative 
Strukturen bilden, wie "PNA" (Moleküle mit einem peptid-ähnlichen Grundgerüst anstatt des Phosphatzucker-
grundgerüsts von normaler Nukleinsäure) oder dergleichen. Es ist offensichtlich, dass diese alternativen Struk-
turen, welche die Sequenzen der vorliegenden Erfindung repräsentieren, gleichermaßen Teil der vorliegenden 
Erfindung sind.

[0026] Der Begriff "Primer", wie hierin verwendet, bezieht sich auf ein Oligonukleotid, welches entweder na-
türlich vorkommt (z. B. als ein Restriktionsfragment) oder synthetisch hergestellt ist, welches fähig ist, als ein 
Initiationspunkt der Synthese eines Primerverlängerungsprodukts zu wirken, welches komplementär zu einem 
Nukleinsäurestrang (Matrizen- oder Zielsequenz) ist, bei Einbringung unter geeigneten Bedingungen (z. B. 
Puffer, Salz, Temperatur und pH) in Gegenwart von Nukleotiden und einem Agens zur Nukleinsäure-Polyme-
risation, wie DNA-abhängiger oder RNA-abhängiger Polymerase. Ein Primer muss ausreichend lang sein, um 
die Synthese von Verlängerungsprodukten in Gegenwart eines Agens zur Polymerisation zu primen. Ein typi-
scher Primer enthält eine mindestens etwa 10 Nukleotide lange Sequenz, welche im Wesentlichen komple-
mentär oder homolog zu der Zielsequenz ist, aber etwas längere Primer werden bevorzugt. Üblicherweise ent-
halten Primer etwa 15-26 Nukleotide, aber längere Primer können ebenfalls verwendet werden, speziell wenn 
die Primer zusätzliche Sequenzen enthalten, wie eine Promotorsequenz für eine besondere Polymerase.

[0027] Normalerweise wird ein Satz von Primern aus mindestens zwei Primern bestehen, einem "Stromauf-
wärts"- und "Stromabwärts"-Primer, welche zusammen das "Amplifikat" definieren (die Sequenz, welche unter 
Verwendung der Primer amplifiziert werden wird).

[0028] Vorwiegend für die Verwendung in Transkriptions-basierenden Amplifikationstechniken können die 
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Oligonukleotide gemäß der Erfindung auch an eine Promotorsequenz verknüpft sein. Der Begriff "Promotorse-
quenz" definiert eine Region einer Nukleinsäuresequenz, welche spezifisch von einer RNA-Polymerase er-
kannt wird, welche an eine erkannte Sequenz bindet und den Vorgang der Transkription initiiert, durch welchen 
ein RNA-Transkript hergestellt wird. Im Prinzip kann jedwede Promotorsequenz verwendet werden, für welche 
es eine bekannte und verfügbare Polymerase gibt, die in der Lage zur Erkennung der Initiationssequenz ist. 
Bekannte und nützliche Promotoren sind diejenigen, welche von gewissen Bakteriophagen-RNA-Polymerasen 
erkannt werden, wie Bakteriophage T3, T7 oder SP6. Oligonukleotide, welche an eine Promotorsequenz ver-
knüpft sind, werden üblicherweise als "Promotor-Primer" bezeichnet.

[0029] Oligonukleotide gemäß der Erfindung sind im Wesentlichen komplementär zu einer Sequenz einer 
bakteriellen EF-Tu-mRNA-Sequenz, wobei das Oligonukleotid 10-50 Nukleotide lang ist und mindestens 10 
aufeinander folgende Nukleotide von einer der Sequenzen umfasst, abgebildet in SEQ. ID. 1-8, oder die kom-
plementäre Sequenz davon.

[0030] Oligonukleotide, umfassend (einen Teil von) SEQ. ID's 1 und 2 sind gezeigtermaßen geeignet für die 
Amplifikation von EF-Tu-mRNA-Sequenzen von M. tuberculosis. In dem Fall, dass die Amplifikation mit einer 
Transkriptions-basierenden Amplifikationstechnik ausgeführt wird, kann eines der Oligonukleotide ebenfalls 
eine Promotorsequenz umfassen. Selbstverständlich stellen derartige "Promotor-Oligonukleotide" gleicherma-
ßen das Gebiet der Erfindung dar. In der Sequenz, wie abgebildet in SEQ. ID. 9, ist der T7-Promotor an die 
Sequenz verknüpft worden, wie abgebildet in SEQ. ID. 1. Im experimentellen Teil dieser Anmeldung sind diese 
Sequenzen angegeben als TUF15 (SEQ. ID. 9) und TUF 18 (SEQ. ID. 2).

[0031] Die vorliegende Erfindung stellt ebenfalls ein Paar von Oligonukleotiden für die Amplifikation von aus 
M. leprae abgeleiteten EF-Tu-Sequenzen bereit. Dieses Paar besteht aus einem Oligonukleotid, umfassend 
mindestens 10 aufeinander folgende Nukleotide der Sequenz, wie abgebildet in SEQ. ID. 3, bzw. ein Oligonu-
kleotid, umfassend mindestens 10 aufeinander folgende Nukleotide der Sequenz, wie abgebildet in SEQ. ID. 4.

[0032] Erneut kann, zur Verwendung in Transkription-basierenden Verfahren, eines der Oligonukleotide an 
eine Promotorsequenz verknüpft sein, und ein Oligonukleotid, welches mit der T7-Promotorsequenz ausge-
stattet ist, ist in der SEQ. ID. 10 abgebildet. Im experimentellen Teil der Anmeldung wird auf ein derartiges Paar 
Bezug genommen als TUF 20 (SEQ. ID. 10) und TUF 22 (SEQ. ID. 4).

[0033] Die vorliegende Erfindung sieht ferner ein Paar von Oligonukleotiden vor, welche geeignet für die Am-
plifikation von aus E. coli abgeleiteten EF-Tu-Sequenzen sind.

[0034] Dieses Paar besteht aus einem Oligonukleotid, umfassend mindestens 10 aufeinander folgende Nuk-
leotide der Sequenz, wie dargestellt in SEQ. ID. 5, bzw. einem Oligonukleotid, umfassend mindestens 10 auf-
einander folgende Nukleotide der Sequenz, wie abgebildet in SEQ. ID. 6.

[0035] Erneut kann, zur Verwendung in Transkriptions-basierenden Verfahren, eines der Oligonukleotide an 
eine Promotorsequenz verknüpft sein, und ein Oligonukleotid, welches mit der T7-Promotor-Sequenz ausge-
stattet ist, ist in SEQ. ID. 11 abgebildet. Im experimentellen Teil der Anmeldung wird auf ein derartiges Paar 
Bezug genommen als TUF 27 (SEQ. ID. 11) und TUF 28 (SEQ. ID. 6).

[0036] Diese Oligonukleotide sind daher speziell nützlich bei der Überprüfung der Lebensfähigkeit von M. tu-
berculosis, M. leprae oder E. coli.

[0037] Es versteht sich, dass Oligonukleotide, bestehend aus den Sequenzen der vorliegenden Erfindung, 
kleinere Deletionen, Additionen und/oder Substitutionen von Nukleinsäurebasen enthalten können, in dem 
Ausmaß, dass derartige Änderungen den Ertrag oder das erhaltene Produkt nicht in einem signifikanten Aus-
maß beeinflussen. Falls Oligonukleotide gemäß der vorliegenden Erfindung als Sonden verwendet werden, 
sollten die Änderungen nicht zu einer Senkung der Hybridisierungseffizienz der Sonde führen.

[0038] Im Falle von Transkriptions-basierenden Amplifikationstechniken zum Beispiel, worin einer oder meh-
rere der Primer mit einer Protomorsequenz ausgestattet sein können, kann die Einführung einer purinreichen 
(= G oder A) hybridisierenden Sequenz, direkt nach der Promotorsequenz, positive Auswirkungen auf die Tran-
skription haben (wenn es zum Auftreten einer durch C's und T's abbrechenden Transkription kommen kann). 
Wenn keine derartige Sequenz in der Ziel-Nukleinsäure verfügbar ist, kann eine purinreiche Sequenz in das 
Oligonukleotid inseriert werden, direkt nachfolgend auf die letzten drei G-Reste der Promotorsequenz.
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[0039] Die Sequenzen der vorliegenden Erfindung werden als DNA-Sequenzen wiedergegeben. Die 
RNA-Äquivalente dieser Sequenzen sind gleichermaßen Teil der vorliegenden Erfindung.

[0040] Ein Teil der Oligonukleotide gemäß der Erfindung sind besonders geeignet zur Verwendung als eine 
Sonde im Nachweis von Nukleinsäure, amplifiziert mit einem Paar von Oligonukleotiden gemäß der Erfindung. 
Bei der Verwendung als eine Sonde, können die Oligonukleotide mit einer nachweisbaren Markierung ausge-
stattet sein. Verschiedene Markierungs-Einheiten sind im Fachgebiet bekannt. Die Einheit kann beispielsweise 
entweder eine radioaktive Verbindung, ein nachweisbares Enzym (z. B. Meerrettichperoxidase (HRP)), ein 
Hapten, wie Biotip, oder jedwede andere Einheit sein, die zur Erzeugung eines nachweisbaren Signals, wie 
eines kolorimetrischen, fluoreszierenden, chemolumineszenten oder elektrochemolumineszenten Signals, in 
der Lage ist.

[0041] Hybride zwischen Oligonukleotiden gemäß der Erfindung und (amplifizierter) Zielnukleinsäure können 
ebenfalls durch andere dem Fachmann auf dem Gebiet bekannte Verfahren detektiert werden. Oligonukleotide 
gemäß der Erfindung, welche speziell geeignet als eine Sonde für die Detektion von mycobakteriellen 
EF-Tu-Sequenzen sind, bestehen im Wesentlichen aus den Sequenzen, wie abgebildet in SEQ. ID. 7 und 8 
(Im experimentellen Teil sind die Sequenzen als TUF 25 bzw. TUF 26 abgebildet.).

[0042] Zusammen können diese Sonden in einem Sandwich-Hybridisierungs-Assay verwendet werden, wo-
bei eine als eine Einfangssonde verwendet werden kann, und die andere mit einer nachweisbaren Markierung 
markiert sein kann.

[0043] Ein Test-Kit für den Nachweis von mycobakterieller EF-Tu-mRNA in einer Probe ist gleichermaßen Teil 
der vorliegenden Erfindung. Ein derartiger Kit kann Folgendes umfassen:  
ein Paar von Oligonukleotiden gemäß der Erfindung und mindestens ein Oligonukleotid, umfassend eine Nu-
kleinsäuresequenz, welche im wesentlichen komplementär zu mindestens einem Teil der amplifizierten Nukle-
insäuresequenz ist, ausgestattet mit einer nachweisbaren Markierung, sowie geeignete Amplifikations-Rea-
genzien.

[0044] Diese Reagenzien sind zum Beispiel die geeigneten Enzyme zum Ausführen der Amplifikationsreak-
tion. Ein Kit, angepasst zur Verwendung mit NASBA kann zum Beispiel geeignete Mengen an reverser Trans-
kriptase, RNase H und T7-RqNA-Polymerase enthalten. Die Enzyme können in dem Kit in einer gepufferten 
Lösung vorhanden sein, können aber gleichermaßen als eine lyophilisierte Zusammensetzung bereitgestellt 
werden, zum Beispiel ein lyophilisiertes sphärisches Teilchen. Derartige lyophilisierten Teilchen sind in der 
PCT-Anmeldung Nr. WO 95/27721 offenbart worden. Der Kit kann ferner mit Pufferzusammensetzungen aus-
gestattet sein, die geeignet zur Durchführung einer Amplifikationsreaktion sind. Die Puffer können für die je-
weilige Amplifikationstechnik optimiert sein, für welche der Kit beabsichtigt ist, sowie für die Verwendung mit 
den besonderen Oligonukleotiden, welche mit dem Kit geliefert werden. In Transkriptions-basierenden Ampli-
fikationstechniken, wie NASBA, können die Puffer beispielsweise DMSO enthalten, welches die Amplifikati-
onsreaktion verstärkt (wie offenbart in der PCT-Anmeldung Nr. WO 91/02818).

[0045] Darüber hinaus kann der Kit mit einer internen Kontrolle als eine Überprüfung hinsichtlich des Ampli-
fikationsvorgehens und zur Vermeidung des Auftretens von falschen negativen Testergebnissen, auf Grund 
von Fehlschlägen in der Amplifikations-Vorgehensweise ausgestattet sein. Die Verwendung von internen Kon-
trollen in Transkriptions-basierenden Amplifikationstechniken wird beschrieben in der PCT-Anmeldung Nr. WO 
94/04706. Eine optimale Kontrollsequenz wird in einer derartigen Weise ausgewählt, dass sie nicht mit der Ziel-
nukleinsäure in der Amplifikationsreaktion kompetitieren wird. Kits können des Weiteren Reagenzien für die 
Isolierung von Nukleinsäure aus einer biologischen Probe, vor der Amplifikation, enthalten. Ein geeignetes Ver-
fahren für die Isolierung von Nukleinsäure wird in EP 389063 offenbart.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN:

[0046] Fig. 1a: Die analytische Empfindlichkeit von NASBA unter Verwendung von in vitro hergestellter my-
cobakterieller EF-Tu-RNA.

[0047] Fig. 1b: Die analytische Empfindlichkeit von NASBA unter Verwendung von in vitro hergestellter my-
cobakterieller EF-Tu-RNA.

[0048] Fig. 2: Spezifität der M. tuberculosis-NASBA.
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[0049] Fig. 3: Spezifität der M. leprae-NASBA.

[0050] Fig. 4: NASBA hinsichtlich Lebensfähigkeits-Überprüfung.

BEISPIELE:

Beispiel 1:

Auswahl von Primern und Sonden für die Amplifikation von EF-Tu-mRNA von M. tuberculosis, M. leprae und 
E. coli:

[0051] Quellen von RNA. Die Tabelle 1 zeigt die Quellen von RNAs, welche in den Experimenten verwendet 
wurden, die in diesem und den folgenden Beispielen beschrieben werden. Die kultivierbaren Mycobakterien 
wurden auf Löwenstein-Jensen-Schräg-Medien 2-3 Wochen lang wachsen gelassen. M. leprae wurde aus 
Milzgewebe eines experimentell infizierten Gürteltiers (Dasypus novemcinctus Linn.) isoliert, wie empfohlen 
von der World Health Organization bzw. Weltgesundheitsorganisation [WHO Expert Committee on Leprosy. 
(1988) Sixth Report Tech. Rep. Ser. 8. 768. World Health Organization, Genf]. Andere Bakterien, welche in hu-
manen und/oder tierischen Proben gefunden werden könnten oder welche nah verwandt sind zu Mycobakte-
rien (siehe Tabelle 1), wurden als Kontrollen verwendet. Für Actinomyces israelii wurden lyophilisierte Bakte-
rien verwendet. Die für die Herstellung von in-vitro-RNA verwendeten Stämme werden nachstehend beschrie-
ben. 

 

Tabelle 1. Quellen von RNA und Spezifität von NASBA
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AMC = Academic Medical Centre, Amsterdam, Niederlande; CBS = Netherlands Culture Collections of Mic-
ro-Organisms, Baarn, Niederlande; CDI = Central Veterinary Institute, Lelystad, Niederlande; KIT = Royal Tro-
pical Institute, Amsterdam, Niederlande; RIVM = National Institute of Public Health and Environment, Biltho-
ven, Niederlande; SSI = Statens Serum Institute, Kopenhagen, Dänemark; ATCC = American Type Culture 
Collection, Rockville, USA.

[0052] Nukleinsäure (NA)-Isolierung. Um die beschriebenen Experimente durchzuführen, wurden in allen Bei-
spielen Nukleinsäuren isoliert, wie wir es früher beschrieben haben [Vliet, G.M.E. van der, Schepers, P., Schuk-
kink, R.A.F., Gemen, B. van, und Klatser, P.R. (1994), Assessment of mycobacterial viability by RNA amplifi-
cation. Antimicrob. Agents Chemother. 38, 1959-1965.]. Zusammengefasst wurden alle Bakterienstämme auf 
das Trübungs-Äquivalent von Nr. 4 gemäß des McFarland'schen Bariumsulfat-Nephelometer-Standard einge-
stellt, wie früher beschrieben [Verstijnen, C. P. H. J., H. M. Ly, K. Polman, C. Richter, S. P. Smits, S. Y. Maselle, 
P. Peerbooms, D. Rienthong, N. Montreewasuwat, S. Koanjanart, D. D. Trach, S. Kuijper, und A. H. J. Kolk 
(1991), Enzyme-linked immunosorbent assay using monoclonal antibodies for identification of mycobacteria 
from early cultures. J. Clin. Microbiol. 29, 1372-1375]. Fünfzig μl der verdünnten Proben enthielten ungefähr 
105 lebensfähige Mycobakterien, wie es bestimmt wurde durch Zählen der Anzahl von kolonie-bildenden Ein-
heiten (nicht ausgeführt für M. leprae). Dieses Volumen wurde für Lysis und NA-Isolation gemäß des "Protokoll 
Y/SC", beschrieben von Boom et al. (1990) [Boom, R., C.J.A. Sol, M.M.M. Salimans, C.L. Jansen, P.M.E. Wert-
heim-Van Dillen und J. Van der Noordaa (1990). Rapid and simple method for purification of nucleic acids. J. 
Clin. Microbiol. 28, 495-503.] verwendet. Die NA bzw. Nukleinsäuren wurden von dem Siliciumdioxid mit 50 μl 
oder 100 μl RNAse-freiem H2O eluiert und bei –20°C aufbewahrt.

[0053] Humane plazentale NA wurden in einer ähnlichen Weise isoliert (freundlicherweise bereitgestellt von 
Dr. H. Smits, Abteilung für Virologie, Academic Medical Hospital, Amsterdam, Niederlande). Zwei μl, enthaltend 
270 ng NA, wurden getestet. Diese Menge entspricht ungefähr 4 × 105 diploiden humanen Zellen. Eine andere 
Charge von humanen NA wurde kommerziell von Pharmacia (Uppsala, Schweden) erhalten.

Beispiel 2:

Empfindlichkeit und Spezifität von NASBA bei der Amplifikation von EF-Tu-mRNA von M. tuberculosis, M. le-
prae und E. coli:

[0054] Auswahl von Primern und Sonden. Die in dieser Untersuchung verwendeten Primer und Sonden sind 
in der Tabelle 2 aufgelistet. 
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Abkürzungen:

ECTUF = E. coli EF-Tu-Gensequenz (GenBank-Zugangsnummer J01717)
MTTUF = M. tuberculosis EF-Tu-Gensequenz (GenBank-Zugangsnummer X63539)
MLTUF = M. leprae-EF-Tu-Gensequenz (GenBank-Zugangsnummer D13869)
I = Inosin, M = [A,C], K = [G,T], R = [A,G]
@ Die gezeigte Sequenz ist homolog zu MLTUF und nicht zu MTTUF (worin das unterstrichene G ein A ist)
TUF 15, 20 und 27 schließen die T7-Promotor-Sequenz ein, welche in klein gedruckten Buchstaben gezeigt ist.
Der Promotor-Sequenz folgt eine purinreiche Region (AGAG), welche im Kursivdruck dargestellt ist.

[0055] Die veröffentlichten Nukleotidsequenzen der EF-Tu-Gene von M. tuberculosis (GenBank-Zugangs-
nummer X63539), M. leprae (GenBank-Zugangsnummer D13869), E. coli (Gen-Bank-Zugangsnummer 
J01717), Micrococcus luteus (GenBank-Zugangsnummer M17788) und Streptomyces coelicolor (Gen-
Bank-Zugangsnummer X77039) wurden unter Verwendung des Software-Programms GCG (National Institute 
of Health, USA)), welches auf der entsprechenden Hardware installiert war, aligniert. Degenerative Primer 
TUF4 und TUF7 (Tabelle 2) wurden ausgewählt, um ein 764 bp großes DNA-Fragment der EF-Tu-Gene mittels 
PCR aus allen Organismen, welche in der Tabelle 1 aufgelistet sind, zu amplifizieren. PCR wurde durchgeführt 
unter Verwendung von 75 mM Tris-HCl, pH 9,0, 20 mM (NH4)2SO4, 0,01% (v/v) Tween 20, 4 mM MgCl2, 0,2 
mM jedes dNTP, 125 ng jedes Primers und 1 U/Reaktion von Goldstar-DNA-Polymerase (Eurogentec, Belgi-
en). Die PCR wurde durch Inkubation bei 94°C während 3 Minuten initiiert, gefolgt von 35 Zyklen von 1,15 min 
bei 94°C, 1 min bei 55°C und 2 min bei 72°C. Die erzeugten PCR-Fragmente der DNA der in Tabelle 1 aufge-
listeten Organismen, außer C.belfanti, H.influenza, S.aureus, S.pneumoniae und H. sapiens, wurden gereinigt 
unter Verwendung einer MicroSpinTM SephacrylTM 300-HR-Säule (Pharmacia), um einen Überschuss an Pri-
mern zu entfernen. Die gereinigten Fragmente wurden direkt unter Verwendung der Primer TUF 3F, 4F und 8F 
sequenziert, durch Anwendung des "Autocycle Sequencing Kit" (Pharmacia) und des automatischen 
A.L.F.-DNA-Sequenzierers (Pharmacia). Sequenzen wurden unter Verwendung des DNASISTM-Software-Pro-
gramms (Pharmacia) editiert, und Cluster-Alignierungen wurden dann unter Verwendung des Software-Pro-
gramms PCGene erstellt.

Tabelle 2. Primer und Sonden
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[0056] Auswahl von Primern und Sonden. Die Tabelle 3 zeigt die sieben variablen Regionen der EF-Tu-Se-
quenzen, welche basierend auf den Cluster-Alignierungen definiert wurden. Aus diesen variablen Regionen ist 
es möglich, Primer und Sonden auszuwählen, welche den speziesspezifischen Nachweis von EF-Tu-mRNA 
von unterschiedlichen Organismen ermöglichen (Tabelle 4).

[0057] Tabelle 5 zeigt die Cluster-Alignierungen von zwei (Region IV und VI) der sieben variablen Regionen 
der EF-Tu-Sequenz, auf deren Grundlage die Primer und Sonden für die spezifische Amplifikation von 
EF-Tu-mRNA von M. tuberculosis, M. leprae und E. coli mittels NASBA ausgewählt wurden. Die Kriterien, um 
diese zwei Areale auszuwählen waren die Folgenden: die Verfügbarkeit von spezies-spezifischen Primern, ei-
ner gattungs-spezifischen Sonde und eine Länge von ± 200 Nukleotiden des zu amplifizierenden Fragments.

Tabelle 4.

[0058] Teile der variablen Sequenzen von EF-Tu-mRNA, welche für die Auswahl von Primern und/oder Son-
den verwendet werden können, unter Ermöglichung eines spezies-spezifischen Nachweises von 
EF-Tu-mRNA aus unterschiedlichen Organismen.

Tabelle 3. Sieben variable Regionen auf den EF-Tu-Sequenzen
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[0059] Basierend auf diesen Alignierungen wurden spezies-spezifische Primer für die Verwendung in NASBA 
für M. tuberculosis (TUF 15 und 18), für M. leprae (TUF 20 und 22) und für E. coli (TUF 27 und 28) ausgewählt. 
Eine genetische Einfangssonde TUF 25 und Detektionssonde TUF 26 wurden für den Nachweis der mycobak-
teriellen RNA-Amplikons durch Elektrochemolumineszenz (ECL) ausgewählt. Die Sonde TUF 25 ist homolog 
zu der EF-Tu-Sequenz von M. leprae und nicht zu derjenigen von M. tuberculosis; beim Unterschied handelt 
es sich um ein Nukleotid (G → A; siehe Tabelle 2). Allerdings beeinflusste dieser Unterschied nicht den Nach-
weis von Amplikons, welche aus RNA erzeugt wurden, die von M. tuberculosis stammte. Für den Nachweis 
von E. coli-RNA-Amplikons verwendeten wir die spezifischen Einfang- und Nachweissonden TUF 29 bzw. TUF 
30.

Tabelle 5.

Zwei Cluster-Alignierungen (Region IV und VI) der variablen Regionen der EF-Tu-Sequenz
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[0060] In der Region IV wurde ein Ein-Nukleotid-Unterschied zu der veröffentlichten Sequenz von EF-Tu von 
M. tuberculosis [GenBank-Zugangsnummer X63539] gefunden: in keinem der Stämme, welche dem M. tuber-
culosis-Komplex angehören, wurde ein C an der Position 855 gefunden. Allerdings wurde die Primerposition 
auf eine solche Weise ausgewählt, dass diese Diskrepanz nicht die Amplifikationsreaktion beeinflussen wird.

Beispiel 3:

Spezifitäts- und Empfindlichkeits-Testen von E. coli mittels Amplifikation von EF-Tu-mRNA.

Isolierung von In-vitro-RNA.

[0061] Ein 764 bp großes Fragment des EF-Tu-Gens von M. tuberculosis H37Rv, M. leprae und E. coli (Ta-
belle 1) wurde mittels PCR unter Verwendung des Primer-Satzes TUF 4 und TUF 7 (Tabelle 2) amplifiziert, wie 
oben beschrieben. Das amplifizierte Produkt wurde in den pCR II-Vektor unter Verwendung des TA-Klonie-
rungs-Kits (Invitrogen) unter Befolgung der Anweisungen des Herstellers kloniert. Eine Selektion des passen-
den Klons mit dem Insert in der korrekten Orientierung, Größe und Spezifität, wurden mittels Restriktionsen-
zymanalyse und PCR bestimmt.

[0062] Nach der Linearisierung des Plasmids mit den Restriktionsenzymen Bam HI und Hind III wurde das 
klonierte Insert innerhalb der Polylinker-Region von der T7-Promotorstelle aus unter Verwendung des 
SP6/T7-Transkriptions-Kits (Boehringer, Mannheim) transkribiert. Die DNA-Matrize wurde entfernt durch Ver-
dau mit RQI-DNAse (Promega), und die RNA wurde gereinigt mittels des RNeasy-Kit von Qiagen gemäß dem 
Protokoll des Herstellers. Die Reinheit wurde überprüft durch Agarose-Gelelektrophorese und Northern-Blot-
ting mit der Digoxigenin-markierten Sonde TUF 24 gemäß Standardvorgehensweisen. Die In-vitro-RNA wurde 
durch Messen der Extinktion bei 260 nm quantifiziert.

RNA-Amplifikation.

[0063] Ein 203, 197 und 198 Nukleotid großes Fragment der EF-Tu-mRNA von M. tuberculosis, M. leprae 
bzw. E. coli wurde durch die NASBA-Technik amplifiziert, im Wesentlichen wie zuvor beschrieben [Vliet, G.M.E. 
van der, Schepers, P., Schukkink, R.A.F., Gemen, B. van und Klatser, P.R. (1994) Assessment of mycobacterial 
viability by RNA amplification, Antimicrob. Agents Chemother. 38, 1959-1965.]. Die 20-μl-Reaktionsmischung 
war zusammengesetzt aus 40 mM Tris-HCl, pH 8,5, 12 mM MgCl2, 70 mM KCl, 5 mM DTT, 1,5 M Sorbitol, 2,1 
mg BSA, 1 mM jedes dNTP, 2 mM ATP, CTP, UTP, 1,5 mM GTP und 0,5 mM ITP, 15% (v/v) DMSO, 0,2 mM 
Primer 1 und Primer 2, 0,08 U RNase H, 32 U T7-RNA-Polymerase, 6,4 U AMV-RT-Polymerase und dem 
RNA-Ziel. Isothermale Amplifikation des RNA-Ziels wurde durchgeführt durch Inkubation dieser Proben wäh-
rend 2,0 Stunden bei 41 °C.

[0064] Der Nachweis der amplifizierten RNA erfolgte mittels In-Lösungs-Hybridisierung im ECL-Detekti-
ons-Assay, wie früher beschrieben [Gemen, B. van, Beuningen, R. van, Nabbe, A., Strijp, D. van, Jurriaans, 
S., Lens, P., Kievits, T. (1994) A one-tube quantitative HIV-I RNA NASBA nucleic acid amplification assay using 
electrochemiluminescent (ECL) labelled grobes. J. Virol. Methods, 49, 1] mit geringfügigen Modifikationen: 5 
μl NASBA-ampflizierte RNA wurde entweder 20-fach in RNase-freiem Wasser verdünnt oder unverdünnt ver-
wendet. Eine 5'-biotinylierte Sonde wurde verwendet, um das NASBA-Produkt einzufangen. Die verwendete 
Nachweissonde war mit einem Tris[2,2-bipyridin]-Ruthenium [II]-Komplex markiert. Diese Markierung emittiert 
Licht als ein Ergebnis von chemischen Reaktionen, welche an der Oberfläche einer Elektrode stattfinden. Der 
Cutoff- bzw. Ausschlusswert wurde bei 3000 gesetzt. Der ECL-Detektions-Assay wurde auf einer Skala von 0 
bis 108 gemessen.

Kontrollen für die Amplifikation.

[0065] Negativkontrollen (lediglich Wasser) wurden in jedem Experiment eingeschlossen, um hinsichtlich 
Übertrags-Kontamination während NA-Extraktion und -Amplifikation zu prüfen. Diese Kontrollproben wurden 
extrahiert und mittels NASBA amplifiziert, und zwar in der gleichen Weise, wie oben beschrieben.

Empfindlichkeit und Spezifität der Mycobacterien-NASBA.

[0066] Zur Bestimmung der Empfindlichkeit der NASBA wurde M. tuberculosis ATCC 35801 in flüssigem 
TweenTM/Albumin-Medium bei 37°C herangezüchtet. Die Konzentration am Beginn der Kultur belief sich auf 
8.106 Bakterien/ml. Das Wachstum der Bakterien wurde überwacht durch Messen der Extinktion bei 420 nm. 
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Nach 13 Tagen Kultur wurde eine Probe entnommen und in Lysis-Puffer verdünnt [Boom, R., C.J.A. Sol, 
M.M.M. Salimans, C.L. Jansen, P.M.E. Wertheim-Van Dillen und J. Van der Noordaa (1990). Rapid and simple 
method for purification of nucleic acids. J. Clin. Microbiol. 28, 495-503.]. Serielle Verdünnungen wurden in Ly-
sis-Puffer vorgenommen, die RNA wurde gereinigt [Boom, R., C.J.A. Sol, M.M.M. Salimans, C.L. Jansen, 
P.M.E. Wertheim-Van Dillen und J. Van der Noordaa (1990). Rapid and simple method for purification of nucleic 
acids. J. Clin. Microbiol. 28, 495-503], und jede Verdünnung wurde in einem NASBA getestet, um die höchste 
Verdünnung zu ermitteln, welche noch ein positives NASBA-Signal ergab. Zusätzlich dazu wurde die analyti-
sche Empfindlichkeit von NASBA unter Verwendung von seriellen Verdünnungen von In-vitro-RNA (siehe 
oben) bestimmt. Die Spezifität von NASBA wurde bestimmt unter Verwendung der gereinigten RNA aus unter-
schiedlichen Organismen (Tabelle 1, siehe oben).

Empfindlichkeit und Spezifität des E. coli-NASBA

[0067] E. coli wurde in "Luria Broth"(LB)-Flüssigmedium bei 37°C während 18 Stunden wachsen gelassen. 
Die so erhaltene Suspension wurde in frischem Medium (1:200)(OD 600 nm = 0,015) inokuliert und bei 37°C 
inkubiert in einem Rotationsschüttler während 3 Stunden und 15 Minuten (OD 600 nm = 0,430). Eine serielle 
Verdünnung wurde angefertigt, und mRNA wurde gereinigt, wie oben beschrieben. Darüber hinaus wurden 
dieselben Verdünnungen auf LB-Agar-Platten ausplattiert, welche 18 Stunden lang bei 37°C inkubiert wurden, 
wonach die Kolonien ausgezählt wurden.

[0068] Die analytische Empfindlichkeit von NASBA wurde unter Verwendung von seriellen Verdünnungen von 
In-vitro-RNA bestimmt (siehe oben).

Ergebnisse:

[0069] Empfindlichkeit von NASBA. Die analytische Empfindlichkeit von NASBA unter Verwendung von in vi-
tro erzeugter EF-Tu-RNA ist in der Fig. 1a und Fig. 1b veranschaulicht. Sowohl der M. tuberculosis-NASBA 
als auch der M. leprae-NASBA wiesen eine Detektion von 50 Molekülen RNA auf (Fig. 1a). Die Nachweisgren-
ze des M. tuberculosis-NASBA bei Verwendung von Bakterien als Ausgangsmaterial für die Detektion belief 
sich auf 12 000 (Ergebnis nicht gezeigt).

[0070] Die analytische Empfindlichkeit des E. coli-NASBA belief sich gezeigtermaßen auf 100 Moleküle 
(Fig. 1b). Die Nachweisgrenze des E. coli-NASBA bei Verwendung von Bakterien als Ausgangsmaterial für 
den Nachweis belief sich auf 0,4 (Ergebnisse nicht gezeigt).

[0071] Spezifität von NASBA. Die Spezifität des M. tuberculosis-NASBA und des M. leprae-NASBA wird in 
den Fig. 2 bzw. Fig. 3 veranschaulicht.

[0072] Der M. tuberculosis-NASBA zeigte Spezifität lediglich für die RNA, welche aus Bakterien gereinigt wur-
de, die dem M. tuberculosis-Komplex angehören. Darüber hinaus, wie veranschaulicht in Fig. 2, zeigte der M. 
tuberculosis-NASBA eine positive Reaktion, wenn eine homologe, in vitro hergestellte EF-Tu-RNA als Ziel ver-
wendet wurde.

[0073] Der M. leprae-NASBA zeigte lediglich Spezifität für M. leprae-RNA und ihre homologe, in vitro herge-
stellte RNA.

Beispiel 4:

Testen der Lebensfähigkeit von E. coli.

[0074] E. coli wurde in LB-Flüssigmedium 18 Stunden lang bei 37°C wachsen gelassen. Die so erhaltene 
Suspension wurde in frischem Medium (1:1000) (OD 600 nm = 0,001) inokuliert und bei 37°C in einem Rota-
tionsschüttler 4 Stunden lang inkubiert. Die Suspension wurde dann in zwei gleiche Teile aufgeteilt. Zu einem 
Teil wurde ein Antibiotika-Cocktail zugesetzt, um die Bakterien zu töten: Ampicilin, Rifampicin und Kanamycin 
(jeweils 50 μg/ml); der andere Teil wurde unberührt bzw. unverändert belassen. Beide wurden weitere 3 Stun-
den und 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Alle 30 Minuten wurde die OD bei 600 nm überwacht, und eine 
Probe aus jeder Kultur wurde entnommen und zu Lysis-Puffer zugegeben; mRNA wurde gereinigt, wie oben 
beschrieben. Zusätzlich dazu wurde die Lebensfähigkeit der E. coli-Bakterien durch Überschichten einer Probe 
auf LB-Agar-Platten überwacht. Kolonien wurden nach 18 Stunden langer Inkubation bei 37°C ausgezählt.
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[0075] Die NASBA-Signale nahmen zu und erreichten ihren Maximalwert, als E. coli unbeeinflusst wachsen 
gelassen wurde (Fig. 4). Als jedoch Antibiotika zu der exponentiell wachsenden E. coli-Kultur zugegeben wur-
den, sank das NASBA-Signal 1 Stunde nach der Zugabe der Antibiotika. Dieser Abfall hinsichtlich der 
mRNA-Konzentration, wie gemessen durch NASBA, stand in Übereinstimmung mit einer Verringerung in der 
Anzahl der Lebensfähigkeits-Zählungen (Fig. 4.).  

 

SEQUENZAUFLISTUNG
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Patentansprüche

1.  Verfahren zur Feststellung der bakteriellen Lebensfähigkeit, wobei mRNS, die für den Elongationsfaktor 
EF-Tu codiert, als ein Target in einer transkriptions-basierten Verstärkungs-Reaktion eingesetzt wird und das 
Vorhandensein und/oder die Menge der besagten mRNS bestimmt wird.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das transkriptionsbasierte Verstärkungs-Verfahren NASBA ist.

3.  Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die verstärkte mRNS mit einer komplementär markierten 
Sonde erfasst wird.

4.  Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Sonde mit einem elektro-chemolumineszenten Marker verse-
hen ist.

5.  Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, bei dem die Bakterien Mykobakterien sind.

6.  Verfahren nach Anspruch 5, bei dem die Mykobakterien-Art M. tuberculosis oder M. leprae ist.

7.  Oligonukleotid komplementär zu oder enthaltend mindestens eine Änderung, die nicht die Hybridisie-
rungsfähigkeit dieses Oligonukleotids für eine Sequenz einer bakteriellen EF-Tu mRNS Sequenz vermindert, 
wobei das besagte Oligonukleotid eine Länge von 10-50 Nukleotiden aufweist und mindestens 10 aufeinan-
derfolgende Nukleotide von einer der Sequenzen umfasst, die unter den SEQ ID Nrn. 1-6 oder 8, oder einer 
komplementären Sequenz davon, dargestellt sind.

8.  Oligonukleotid, welches komplementär zu oder enthaltend mindestens eine Änderung umfasst, die nicht 
die Hybridisierungsfähigkeit dieses Oligonukleotids für eine Sequenz einer bakteriellen Ef-Tu mRNS Sequenz 
vermindert, wobei das besagte Oligonukleotid höchstens eine Länge von 50 Nukleotiden aufweist und die Se-
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quenz, die in der SEQ ID Nr. 7 dargestellt ist, oder die komplementäre Sequenz dazu umfasst.

9.  Paar von Oligonukleotiden für die Verstärkung einer Sequenz in dem EF-Tu Gen von M. tuberculosis, 
wobei das besagte Paar aus einem Oligonukleotid, welches eine Länge von 10-50 Nukleotiden aufweist und 
mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenz umfasst, die in der SEQ ID Nr. 9 dargestellt ist, 
und einem Oligonukleotid besteht, welches eine Länge von 10-50 Nukleotiden aufweist und mindestens 10 
aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenz umfasst, die in der SEQ ID Nr. 2 dargestellt ist.

10.  Paar von Oligonukleotiden für die Verstärkung einer Sequenz in dem EF-Tu Gen von M. leprae, wobei 
das besagte Paar aus einem ersten Oligonukleotid, welches eine Länge von 10-50 Nukleotiden aufweist und 
mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenz umfasst, die in der SEQ ID Nr. 10 dargestellt ist, 
und einem zweiten Oligonukleotid besteht, welches eine Länge von 10-50 Nukleotiden aufweist und mindes-
tens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenz umfasst, die in der SEQ ID Nr. 4 dargestellt ist.

11.  Paar von Oligonukleotiden für die Verstärkung einer Sequenz in dem EF-Tu Gen von M. coli, wobei das 
besagte Paar aus einem ersten Oligonukleotid, welches eine Länge von 10-50 Nukleotiden aufweist und min-
destens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenz umfasst, die in der SEQ ID Nr. 11 dargestellt ist, und 
einem zweiten Oligonukleotid besteht, welches eine Länge von 10-50 Nukleotiden aufweist und mindestens 
10 aufeinanderfolgende Nukleotide der Sequenz umfasst, die in der SEQ ID Nr. 6 dargestellt ist.

12.  Paar von Oligonukleotiden nach einem der Ansprüche 10 oder 11, wobei das erste Oligonukleotid wei-
terhin die Sequenz eines Promoters umfasst, der durch eine RNS-Polymerase erkennbar ist.

13.  Paar von Oligonukleotiden gemäss Anspruch 12, bei dem die Sequenz des Promoters die Sequenz 
des Promoters ist, welcher durch T7 RNS-Polymerase erkannt wird.

14.  Verfahren nach Anspruch 1 für die Feststellung der Lebensfähigkeit von M. tuberculosis, M. leprae oder 
E. coli, wobei ein Paar von Oligonukleotiden gemäss den Ansprüchen 9, 10 oder 11 jeweils für die Verstärkung 
von EF-Tu mRNS eingesetzt wird und die Gegenwart und/oder die Menge der verstärkten Nukleinsäure fest-
gestellt wird.

15.  Verfahren nach Anspruch 14, bei dem die Lebensfähigkeit von M. tuberculosis oder M. leprae festge-
stellt wird und die Erfassung der verstärkten Nukleinsäure durchgeführt wird unter Einsatz eines Sandwich-Hy-
bridisierungs-Assays mit einer Fangsonde mit mindestens 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden einer Se-
quenz, die in der SEQ ID Nr. 7 dargestellt ist, und mit einer markierten Erfassungssonde mit mindestens 10 
aufeinanderfolgenden Nukleotiden der Sequenz, die in SEQ ID Nr. 8 dargestellt ist.

16.  Verfahren nach Anspruch 14, bei dem die Lebensfähigkeit von E. coli festgestellt wird und die Erfas-
sung der verstärkten Nukleinsäure durchgeführt wird unter Einsatz eines Sandwich-Hybridisierungs-Assays 
mit einer Fangsonde mit mindestens 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden einer Sequenz, die in der SEQ ID 
Nr. 12 dargestellt ist, und mit einer markierten Erfassungssonde mit mindestens 10 aufeinanderfolgenden Nu-
kleotiden der Sequenz, die in SEQ ID Nr. 13 dargestellt ist.

17.  Test-Kit für die Erfassung von mykobakterieller EF-Tu mRNS in einer Probe, umfassend:  
– ein Paar von Oligonukleotiden nach Anspruch 9 oder 10,  
– mindestens ein Oligonukleotid umfassend eine Nukleinsäuresequenz, die im wesentlichen komplementär zu 
mindestens einem Teil der verstärkten Nukleinsäuresequenz ist, geliefert mit einem erfassbaren Marker,  
– geeignete Verstärkungs-Reagenzien.

18.  Test-Kit für die Erfassung von E. coli bakterieller EF-Tu mRNS in einer Probe, umfassend:  
– ein Paar von Oligonukleotiden nach Anspruch 11,  
– mindestens ein Oligonukleotid umfassend eine Nukleinsäuresequenz, die im wesentlichen komplementär zu 
mindestens einem Teil der verstärkten Nukleinsäuresequenz ist, geliefert mit einem erfassbaren Marker, ge-
eignete Verstärkungs-Reagenzien.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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