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joita voidaan kdyttad nukleiinihapon to-
teamiseen ndéytteessd olevasta mykobaktee-
rista ja m8&rittdm#ésn laji, josta nukleii~
nihappo on per#isin. Alukkeet amplifioivat
16S ribosomaalisen RNA-geenin alueita ja
hybridisoituvat alueisiin, jotka ovat kon-
servoituneita lajien joukossa. Sukuspesi-
fiset koettimet hybridisoituvat sekvens-
seihin amplifioidun alueen sisdlld, joka
alue on konservoitunut mykobakteerilajien
joukossa, kun taas lajispesifiset koetti-
met hybridisoituvat vaihtelevaan aluee-
seen, niin ettd lajin jdentiteetti voidaan
masrittsas ainutkertaisesti. Keksintd kos-
kee myds konsensuskoettimia mykobaktee-~
rien nukleiinihappojen
jotka koettimet eivat ole identti-
sis mink&%n mykobakteerilajin sekvenssien

osoittamista var-
ten,

kanssa.

vilka kan anvindas f&r detektering av nuk-
leinsyror fran Mycobacterium i ett prov
och fér bestdmning av arterna, fran vilka
nukleinsyran hidrstammar. N&mnda primers
férstidrker regionerna hos den 16S-riboso-
mala RNA-genen och hybridiserar med regio-
ner som konserverats bland arterna. Genus-
specifika sonder hybridiserar med sekven-
ser inom den forstdrkta regionen som Kon-
serverats hos mykobacteriella arter, medan
igen de artspecifika sonderna hybridiserar
med en variabel region si, att artidenti-
teten kan bestdmmas pd ett entydigt s&tt.
Uppfinningen avser &ven konsensussonder
£6r detektering av mycobacteria-nukleinsy-
ror, varvid dessa sonder ej &r identiska
med nagon av sekvenserna hos mycobacte-
riella arter.
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Mykobakteerien alukkeita ja koettimia

Tama keksintd koskee reagensseja ja menetelmia my-
kobakteerin nukleiinihapon 1lésndolon havaitsemiseksi Jja
sen mykobakteerilajin, josta. mykobakteerin nukleiinihappo
naytteessa on peraisin, identifioimista. Erityisesti tama
keksintd koskee oligonukleotidialukkeiden paria, joka pys-
tyy amplifioimaan mykobakteerilajin 16S ribosomaalisen
RNA:n geenin tai vastaavan RNA:n kohdealueen, joka ensim-
maisten aluke koostuu sekvenssista KY18 (SEQ ID NO. 1) ja
toinen aluke koostuu sekvenssista KY75 (SEQ ID NO. 2).
Erityisemmin tam& keksintd koskee menetelm&i n&ytteen si-
saltaman mykobakteerin nukleiinihapon osoittamiseksi tai
luokittelemiseksi amplifioimalla 16S ribosomaalisen RNA-
geenin tai mykobakteerilajin vastaavan RNA:n kohdealue,
sekoittamalla amplifioitu nukleiinihappo koettimen kanssa
ja havaitsemalla tai identifioimalla mainitun nukleiiniha-
pon ja mainitun koettimen valillad muodostuneet hybridit,
ja jossa tarjotaan spesifisii koettimia. Edelleen keksintd
koskee testipakkausta naytteessa olevan mykobakteerin nuk-
leiinihapon osoittamiseksi ja mahdolliseksi identifioimi-
seksi.

Mykobakteerit ovat hitaasti kasvavia, haponkesta-
via, aerobisia basilleja. Ainakin 19 Mycobacterium-lajia
on tahin mennessa liitetty ihmisten sairauksiin, huomat-
tavimmin M. tuberculosis, M. bovis ja M. leprae. Jotkut
lajit, gellaiset kuten M. avium, M. intracellulare ja
M. kansasii, vaikka normaalisti ne eivat ole patogeenisia
terveille yksilodille, voivat aiheuttaa sairauden vksildis-
si, joiden immuniteetti on heikentynyt, kuten esimerkiksi
sellaiset, jotka ovat infektoituneet AIDS-viruksella. Li-
saksi useat lajit harvoin aiheuttavat sairautta ihmisissa,
mutta voivat esiintya kliinisissa naytteissé saprofyyttei-
n&. Menetelmit Mycobacterium-lajien havaitsemiseksi ja

indentifioimiseksi kasittavat bakteeriviljelyn, vasta-ai-
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neiden havaitsemisen ja viime aikoina rRNA:n havaitsemisen
hybridisoimalla radioaktiivisesti merkityn nukleiinihappo-
koettimen kanssa. Jokaiseen ndistd menetelmistd liittyy
huomattavia ongelmia.

Osoittaminen basilleja viljelemdlld on hidasta,
vaatien jopa kaksi kuukautta, ja tyypillisesti se vaatii
lisdd biokemiallisia kokeita lajien identifioimiseksi.
Vasta-aineiden osoittamiselta puuttuu spesifisyys mykobak-
teerilajien vélisen ristireaktiivisuuden takia, ja silta
puuttuu myés herkkyys. Edelleen, tamdn hetkisen ja aikai-
semmin olleen infektion erottaminen on vaikeaa. Havaitse-
miselta kayttden radioaktiivisesti merkittyjd DNA-frag-
mentteja koettimina, jotka hybridisoituvat pieneen riboso-
maaliseen RNA-alayksikk®dn (16S RNA) puuttuu herkkyys ja
silti se vaatii v&hint&&n usean p&ivdn kestavin viljely-
jakson (ks. PCT/WO 84/02 721).

Polymeraasiketjureaktion (PCR), menetelmdn spesi-
fisten nukleiinihappojen sekvenssien amplifioimiseksi,
keksiminen mahdollistaa soluissa olevien nukleiinihappojen
nopean osoittamisen mdarédnd, joka oli aikaisemmin liian
matala havaittavaksi. Kadytt&mdlla PCR-amplifikaatiota voi-
daan havaita jopa kohdenukleiinihapon yksittdinen kopio.
Suora osoittaminen hybridisoimalla havaittavissa olevalle
tasolle amplifioidun nukleiinihapposekvenssin sekvenssi-
spesifisen oligonukleotidikoettimen kanssa mahdollistaa
diagnostiset kokeet, jotka ovat tarpeeksi spesifisia
osoittamaan yksittéiset nukleotidimuutokset sekvenssissé.
Kaikki alukeparit ja koettimet eiv&t kuitenkaan ole kayt-
tokelpoisia. Alukkeiden valinta, ja t&std johtuen ampli-
fioitava alue, yhdessad koettimien valinnan kanssa, ma&raa
suurelta osalta saavutettavan spesifisyyden ja herkkyyden.

Amplifikaatiota PCR:114 on kdytetty mykobakteerin
nukleiinihapon sekvensoinnissa, mykobakteerin nukleiini-

happojen havaitsemisessa ndytteessd ja mykobakteerilajien

- identifioinnissa. Erilaisia bakteerigenomin alueita on
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kaytetty havaitsemaan ja identifioimaan mykobakteerin nuk-
leiinihappoja niytteissd. Useimmat n&istd diagnostisista
kokeista suunniteltiin havaitsemaan vain yksi 1laji tai
pieni madra lajeja, ja vain rajoittuneita spesifisyystar-
kistuksia, jos ollenkaan, suoritettiin ei-mykobakteeri-
DNA:ta wvastaan.

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 Jja Cole, 1989, FEMS Microbiology Letters
65:305 - 310 ja Hance et al., 1989, Molecular Microbiology
3(7):843 - 849 kuvasivat geenin sen alueen, joka koodittaa
65 kilodaltonin antigeenid, osoittamisen. Ei enemp&& kuin
kolme sarjaa mykobakteerilajeja erotettiin jokaisessa ko-
keessa, joka perustui 65 kilodaltonin antigeenin geeniin.

Thierry et al., 1990, J. Clin. Microbiol.
28(12) :2668 - 2673 ja Eisenach et al., 1990, J. Infectious
Disease 161:977 - 981 raportoivat toistuvan DNA-elementin,
186110, amplifioimisen. IS6110:n amplifikaatio toimii poh-
jimmiltaan vain testattaessa tiettyjen mykobakteerilajien
lasndoloa, vaikka M. tuberculosis ja M. bovis voidaan
erottaa kopiomddran perusteella (Plikaytis et al., 1991,
Molecular and Cellular Probes 5:215-219).

M. lepraen 36 kilodaltonin antigeenia k&ytettiin
diagnostisessa kokeessa, Hartskeerl et al., 1989, J. Gen.
Microbiol. 135:2357 - 2364. Vaikka kokeen oli tarkoitus
olla spesifinen M. lepraelle, havaittiin heikosta koh-
talaiseen hybridisoitumista muista mykobakteereista perdi-
sin olevaan DNA:han.

Sjobring et al., 1990, J. Clin. Microbiol.
28(10) :2200 - 2204, kayttivat proteiiniantigeenid b koo-
dittavaa geenisekvenssi& valmistaessaan koetta M. tuber-
culosis/bovisille perustuen amplifioidun tuotteen lésné-

oloon tai puuttumiseen.
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Testin pelkéstdan M. tuberculosisin l&sndolon ha-
vaitsemiseen perustuen geenisekvenssiin, joka koodittaa
MPB 64-proteiinia, kuvasivat Shankar et al., 1990, Lancet
335:423.

Patel et al., 1990, J. Clin. Microbiol. 28(3):513 -
518 ja Fries et al., 1990, Molecular and Cellular Probes
4:87 - 105 kuvasivat koettimia, jotka oli konstruoitu
kloonatuista DNA-fragmenteista. Koetinspesifisyys saatiin
aikaan valintamenetelma&n kautta ennemmin kuin sekvenssi-
analyysilla koettimen suunnittelun aikana.

Eras mykobakteerin genomin alueista, joka on ana-
lysoitu ja kohdistettu kaytettavaksi diagnostisessa ko-
keessa, on ribosomaalisen RNA:n pieni alayksikkd (168
rRNA) . Edwards et al., (1989) Nucl. Ac. Res. 17, 19: 7843-
7853 kuuvaavat Mycobacteriumin kansasiin 16S rRNA:ta koo-
daavan geenin eristémisen ja l&dhes taydellisen nukleoti-
dien maarittamisen kayttden amplifiointi- ja sekvensoin-
tialukkeita, jotka oli valittu vastaamaan prokaryootti- ja
eukaryoottilajien fylogeettisesti konservoituneita aluei-
ta. EP 395 292 kuvaa menetelman mykobakteerien valiseksi
tunnistamiseksi kayttéden Mycobacterium bovisin 16S ri-
bosomaalista RNA:ta koodaavan geenin varioivalla alueella
V2 sijaitsevista 73 nukleotidistd johdettua DNA-koetinta.

Bottger, 1989, FEMS Microbiology Letters 65:171 -
176 amplifioi 16S rRNA-geenejd erilaisista organismeista
kayttamalla "universaaleja" alukkeita, jotka oli suunni-
teltu amplifioimaan nukleiinihappoa laajasta joukosta or-
ganismeja, jonka jélkeen ne sekvensoitiin suoraan. Rogall
et al., 1990, J. Gen. Micro. 136:1915 - 1920 tutkivat my-
kobakteerilajien fylogeneettista suhdetta vertaamalla 168
rRNA-geenisekvensseja. Boddinghaus et al., 1990, J. Clin.
Microbiol. 28(8):1751 - 1759, esittivat todisteita koskien
madrityksia, joita voidaan tehda kayttamé&lla sekvenssispe-
sifisia oligonukleotidej& amplifioimiseksi ja hybridisoi-
miseksi 16S rRNA-sekvenssin alueisiin. Kolmesta mykobak-
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teerilajista tutkittiin suuresti muuntelevaa 16S rRNA-sek-
venssin aluetta. Suvulle spesifisia alukkeita kaytettiin
amplifioimaan alue, joka gisalsi muuntelevan alueen, jota
kaytettiin lajispesifisen koettimen hybridisoimiseen.

pientd rRNA-alayksikkdd suuresta joukosta organis-
meja, jotka olivat seka laheisesti ettd kaukaisemmin sukua
mykobakteereille, on tutkittu ja sekvensoitu. Neefs et
al., 1990, Nuc. Acids Res. Supplement 18:2237 - 2317, ovat
esittaéneet kokoelman pienen alayksikdn rRNA-sekvensseista
suuresta joukosta organismeja.

On yvha olemassa tarve nopealle ja herkalle testil-
le, jolla identifioidaan mykobakteerin DNA:n lasnaolo ja
laji, josta DNA on peraisin.

Tama keksintd tarjoaa nopean ja herkadn PCR:&an pe-
rustuvan kokeen mykobakteereiden havaitsemiseksi ja lajien
identifioimiseksi. Tarjotaan alukkeita ja koettimia, jotka
ovat spesifisid 168 ribosomaalisille RNA-geenisekvensseil-
le. Mykobakteerien osoittaminen suoritetaan amplifioimalla
suvulle spesifisilla alukkeilla, jota seuraa seulonta su-
vulle spesifisilla koettimilla ndot blot" -hybridisointi-
kokeessa. Jos havaitaan mykobakteereita, lajien identi-
fiointi maaritetddn amplifioidusta DNA:sta, tavallisesti
samasta amplifikaatioreaktiosta, kayttamdlla lajispesifi-
sia koettimia kaanteis-"dot blot"-kokeessa.

16S ribosomaalista RNA:ta (RNA) koodittavien sek-
venssien amplifikaatiolla on useita etuja. Tata keksintda
voidaan kéyttaa osoittamaan ja erottamaan toisistaan enem-
man kuin 30 mykobakteerilajia ja lukuisia muita organisme-
ja, joita saattaisi olla kliinisessa naytteessa. Tassa
keksinndssa kaytettavat koettimet ja alukkeet tarjoavat
suurimman mahdollisen spesifisyyden minimoiden nain toden-
nakdisyyden virheelliseen positiiviseen tulokseen, jonka
liheisen organismin, jolla on samankaltainen sekvenssi,
1asniolo aiheuttaa. Keksinndn mukaiselle oligonukleoti-
dialukkeiden parille, joka pystyy amplifioimaan mykobak -
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teerilajin 16S ribosomaalisen RNA:n geenin tai vastaavan
RNT:n kohdealueen, on tunnusomaista se, mitd patentti-
vaatimuksessa 1 esitetdan. 16S RNA-geeni sis&ltidd suuresti
konservoituneita alueita. Tassa kuvatun suvulle spesifiset
alukkeet ja koettimet hybridisoituvat t&llaisiin konser-
voituneisiin alueisiin ja ne pystyvdt hybridisoitumaan
melkein kaikista suvun lajeista peraisin olevien sekvens-
sien kanssa; alukkeet amplifioivat nukleiinihappoa 14:sta
15:sta testatusta mykobakteerilajista ja n&ist& 14:sta
amplifioidusta mykobakteeri-DNA-sekvenssista suvulle spe-
sifiset koettimet hybridisoituvat 12:ta. 16S rRNA sisdltaé
myds suuresti muuntelevia alueita amplifioidun alueen si-
salléd. Tassa kuvatut lajispesifiset koettimet hybridisoi-
tuvat muuntelevaan alueeseen, jossa jokaisen mielenkiinnon
kohteena olevan lajin sekvenssi on ainutlaatuinen.
Lis&etu alukkeiden ja koettimien valitsemisesta 16S
rRNA:sta on se, ettd RNA on lasnd kasvavassa solussa kor-
keina kopiomd&rind (10°® - 10*%) . Geenisekvenssien lukumddra
RNA:n muodossa tietyssé kliinisessd naytteessd olisi tésté
syystd jopa 10* kertaa suurempi kuin vastaavien DNA-sek-
venssien lukumdard. Jos tarvitaan lisaa osoitusherkkyytti,
RNA:ta itsessédan voidaan kayttda amplifikaatiokohteena.
Toisessa keksinnén nadkdkohdassa suoritetaan toinen
amplifikaatioreaktio vahvistavana kokeena. Toinen amplifi-
kaatioreaktio perustuu sellaisten kohdesekvenssien l&sna-
oloon, jotka eivat suoraan liity ensimmidiseen kohteeseen,
eli 16S ribosomaalisiin RNA-nukleiinihappoihin. Sopivat
kohdesekvenssit ovat edullisesti konservoituneita Mycobac-
terium-lajien joukossa, 3ja ne eivat liity ei-Mycobacte-
rium-lajeihin. Sopiva kohdegeeni voi olla esimerkiksi gee-
ni, joka koodittaa 65 kDa:n proteiinin geenid. Pao et al.,
1989, FEMS Micro. Letters 65:305 - 310, Hartskeerl et al.,
1989, J. Gen. Micro. 135:2357 - 2364 ja Hackel et al.,
1990, Mol. Cel. Probes 4:205 - 210. Samalla kun toisen
kohdesekvenssin amplifikaatio on kayttdkelpoinen ensimmai-
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1990, Mol. Cel. Probes 4:205 - 210. Samalla kun toisen
kohdesekvenssin amplifikaatio on kdyttdkelpoinen ensimméi-
sen amplifikaatioreaktion tulosten vahvistamisessa, se on
erityisen tarkoituksenmukainen selvitettdessa ristiriitai-
sia tuloksia, joita voi aiheutua vertailukokeista, varsin-
kin PCR:n ja viljelymenetelmien vertailusta.

Tassid kuvataan myds uusia koostumuksia kaytettavik-
si positiivisina kontrolleina Mycobacteriumia osoitettaes-
sa sellaisen kokeen tulosten vahvistamiseksi, jossa kayte-
t&4n suvulle spesifisid koettimia sekd& lajispesifisia My-
cobacterium-koettimia.

Téssd kuvataan myds koettimia, jotka kykenevat
osoittamaan Mycobacteriumin nukleiinihapon la&sndolon (su-
vulle spesifiset koettimet) Jja madrittamdé&n sen lajin
identiteetin, josta nukleiinihappo on per&isin (lajis-
pesifiset koettimet).

Téssd kuvataan myds konsensuskoettimia Mycobacte-
rium-isoclaattien erilaisten lajien amplifioimiseksi ja
osoittamiseksi. Konsensusoligonukleotidikoettimet eivat
hybridisoidu ei-Mycobacterium-lajien kanssa, jotka ovat
laheisesti sukua mykobakteereille.

Konsensuskoettimet sopivat laajalti kohdespesifi-
seen havaitsemiseen kaytt&dmdlla yhtd oligonukleotidikoe-
tinta. Konsensuskoetin, t&ss& kdaytettyna, on oligonukle-
otidikoetin, joka ei ole sekvenssiltdan samanlainen min-
k&4n osoitettavan mykobakteerinukleiinihapposekvenssin
kanssa. Konsensuskoettimet ovat hybridioligonukleotidi-
koostumuksia, jotka kidsittdvit ei-luonnollisia nukleiini-
happosekvensseji. Konsensuskoettimia, kuten niitd tassa
keksinn®ssi kuvataan, voidaan kadyttdd poistamaan sekd si-
s4llyttdmddn valittuja lajeja osoituskokeeseen. Tassa ku-
vataan oligonukleotidikoettimia, Jjotka ké&sittdvat uusia
sekvensseji. Samalla kun ndméd koettimet laajasti havaitse-
vat mykobakteerilajeja, ne eivat havaitse ldheisi&d ei-my-

kobakteerilajeja; esimerkiksi Corynebacterista.
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Keksintd koskee edelld kuvattua alukkeiden paria
mykobakteerien nukleiinihapon spesifisen alueen amplifioi-
miseksi. Tamd alue sisdltdd seka alueen, joka on konser-
voitunut Mycobacterium-lajien joukossa ettd muuntelevan
alueen, jolla on riittévasti heterogeenisyyttd lajien jou-
kossa, jotta kohdenukleiinihapon alkuper&d on mahdollista
maarittaa kayttémélla sekvenssille spesifisid oligonukle-
otidikoettimia.

Erds keksinndén nékdkohta koskee havaitsemismenetel-
mid ja lajin identifioimismenetelmid. Kohdenukleiinihapon
amplifioiminen PCR:114 k&ayttdmdllad keksinndén mukaista
alukkeiden paria mahdollistaa mykobakteerien nukleiiniha-
pon lasndolon havaitsemisen sekoittamalla amplifioitu nuk-
leiinihappo suvulle spesifisten koettimien kanssa ja ha-
vaitsemalla, tapahtuuko hybridisoituminen, kun taas lajien
identifiointi suoritetaan ma&rittadmélla hybridisoitumista-
pa lajispesifisiin koettimiin. Menetelm&lle n&ytteen si-
saltédm&n mykobakteerin nukleiinihapon osoittamiseksi on
tunnusomaista se, mitd patenttivaatimuksessa 8 esitetdan.
Menetelmdlle mykobakteerin luokittelemiseksi on tun-
nusomaista se, mitd patenttivaatimuksessa 10 esitetdén.

Eras keksinndén ndkdkohta koskee testipakkauksia.
Testipakkaukselle naytteessa olevan mykobakteerin nukleii-
nihapon osoittamiseksi ja mahdolliseksi identifioimiseksi
on tunnusomaista se, mitd patenttivaatimuksessa 2 esite-
taan. Nailla testipakkauksilla on useita erilaisia muoto-
ja, Jja ne kdsittédvdt yhden tai useampia koettimia, sek&
vaaditun alukkeiden parin ja, erd&dssd suoritusmuodossa,
kadsittavat koetinpaneelin, joka riittd4d midrittimia&n in-
fektoivan Mycobacteriumin identiteetin lajitasolla, Jja
ohjeita testipakkauksen aineiden kayttéamiseksi. Testipak-
kaukset voivat myds kéasittdd yhden tai useampia amplifi-
ointireagensseja, esim. suvulle spesifisid alukkeita, po-

lymeraasia, puskureita ja nukleosiditrifosfaatteja.
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Vield eradssad suoritusmuodossa testipakkaus voi
myds kasittdd positiivisia ja negatiivisia kontrolleja.
Edullinen positiivinen kontrolli kuvataan téssa.

Keksinnén ymmidrtimisen helpottamiseksi alla maari-
tellddn useita termeja.

Termi "oligonukleotidi" viittaa molekyyliin, joka
muodostuu kahdesta tai tavallisesti useammasta deoksiri-
bonukleotidistd tai ribonukleotidistd, sellaiset kuten
alukkeet, koettimet, osoitettavat nukleiinihappofragmentit
ja nukleiinihappokontrollit. Oligonukleotidin tarkka koko
riippuu monista tekijéistd ja oligonukleotidin lopullises-
ta funktiosta tai kaytdéstd. Oligonukleotideja voidaan val-
mistaa milld tahansa sopivalla menetelmalld, kdasittéaen
esimerkiksi sopivien sekvenssien kloonaukéen ja restrik-
tion ja suoran kemiallisen synteesin sellaisella menetel-
malla kuten Narang et al., 1979, Meth. Enzymol. 68:90 - 99
fosfotriesterimenetelmd, Brown et al., 1979, Meth. Enzy-
mol. 68:109 - 151 fosfodiesterimenetelm&, Beaucage et al.,
1981, Tetrahedron Lett. 22:1859 - 1862 dietyylifosforami-
diittimenetelmd ja US-patenttijulkaisun nro 4 458 066
mukainen kiinte&n kantajan menetelma.

Termi "aluke" wviittaa oligonukleotidiin, olipa
se luonnollinen tai synteettinen, joka kykenee toimimaan
DNA-synteesin aloituskohtana olosuhteissa, joissa alukkeen
pidennystuotteen, joka on komplementaarinen nukleiinihap-
posdikeelle, synteesi indusoituu, eli neljan erilaisen
deoksiribonukleosiditrifosfaatin ja polymerisointiaineen
(eli DNA-polymeraasin tai kaanteistranskriptaasin) lasna-
ollessa sopivassa puskurissa ja sopivassa lampdtilassa.
Aluke on edullisesti yksisdikeinen oligodeoksiribonukleo-
tidi. Alukkeen sopiva pituus riippuu alukkeen tarkoitetus-
ta kaytdstd, mutta se on tavallisesti 15 - 25 nukleotidia.
Lyhyet alukemolekyylit vaativat tavallisesti wviiledmpia
lémpdtiloja muodostaakseen riittavan stabiileja hybridi-

komplekseja templaatin kanssa. Alukkeen el tarvitse ref-
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lektoida templaatin tarkkaa sekvenssis, mutta sen tulee
olla riitt&van komplementaarinen hybridisoituakseen temp-
laatin kanssa ja toimimaan DNA-synteesin aloituksessa.

Keksinndén suoritusmuodoissa tarjotaan sekvenssil-
tadan spesifisid alukkeita, kuten edelld on kuvattu Ja
koettimia. Alan ammattimiehelle on ilmeista mainittujen
suoritusmuotojen pohjalta, ett& sekvenssilt&an spesifigia
koettimia voidaan modifioida esimerkiksi lis&amilla nukle-
otidejad joko 5'- tai 3'-paihin, jotka nukleotidit ovat
komplementaarisia kohdesekvenssille tai ei-komplementaari-
sia kohdesekvenssille.

Termi "aluke" voi viitata useampaan kuin yhteen
alukkeeseen, erityisesti sellaisessa tapauksessa, jossa
esiintyy hiukan epéselvyytta informaatioséa, joka koskee
amplifioitavan kohdealueen toista tai kumpaakin paita. Jos
"konservoitunut" alue osoittaa merkittdviid polymorfismita-
soja populaatiossa, voidaan valmistaa alukeseoksia, jotka
amplifioivat t&llaisia sekvensseja, tal alukkeet voidaan
suunnitella amplifiocimaan jopa sekvenssejd, jotka eivat
ole yhteensopivia. Aluke voidaan merkita haluttaessa liit-
tamalla spektroskopisesti, fotokemiallisesti, biokemialli-
sesti, immunokemiallisesti tai kemiallisesti osoitettavis-
sa oleva merkki. Kéyttdkelpoiset merkit k&sitt&vat esimer-
kiksi *P:n, fluoresoivat véarit, elektronitiheat reagens-
sit, entsyymit (tavallisesti ELISA:ssa k&ytettavat), bio-
tiinin tai hapteenit ja proteiinit, joille on saatavilla
antiseerumia tai monoklonaalisia vasta-aineita. Merkki&
voidaan myds kayttdd "sieppaamaan" aluke, nain helpotta-
maan joko alukkeen tai alukkeen pidennystuotteen, sellai-
sen kuten amplifioidun DNA:n, immobilisoitumista kiinte&l-
le kantajalle.

Termit "sekvenssille spesifinen oligonukleotidi" ja
"SSO" viittavat oligonukleotideihin, joilla on sekvenssi,
jota kutsutaan "hybridisoituvaksi alueeksi", joka on komp-
lementaarinen osoitettavalle sekvenssille, ja joka "sek-
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venssille spesifisissa, ankarissa hybridisointiolosuhteis-
sa" hybridisoituu wvain siihen tadysin komplementaariseen
kohdesekvenssiin. Hybridisaatio-olosuhteiden ankaruuden
lieventaminen sallii sekvenssien valisen epdparisuuden;
epédparisuusastetta, joka sallitaan, voidaan kontrolloida
hybridisointioclosuhteiden sopivalla s&&telylld. Termeja
"koetin" Jja "SSO-koetin" ké&ytetddn vaihtelevasti SSO:n
kanssa.

Termi "kohdealue" viittaa analysoitavaan nukleiini-
happoalueeseen.

Termi "lampbstabiili polymeraasientsyymi" viittaa
entsyymiin, joka on suhteellisen stabiili lammélle ja ka-
talysoi nuklecosiditrifosfaattien polymerisaatiota muodos-
tettaessa alukkeen pidennystuotteita, jotka ovat komple-
mentaarisia kohdesekvenssin toiselle nukleiinihapposdi-
keelle. Entsyymi aloittaa synteesin alukkeen 3'-pddssad ja
etenee templaatin 5'-paata kohti, kunnes synteesi paattyy.
Puhdistettu lampdstabiili polymeraasientsyymi on kuvattu
tdydellisemmin US-patenttijulkaisussa 4 889 818.

Termi "k&&nteistranskriptaasi" viittaa entsyymiin,
joka katalysoi nukleosiditrifosfaattien polymerisaatiota
muodostettaessa alukkeen pidennystuotteita, Jjotka ovat
komplementaarisia ribonukleiinihappotemplaatille. Entsyymi
aloittaa synteesin alukkeen 3'-pddssd ja etenee templaatin
5'-paatd kohti, kunnes synteesi paattyy. Esimerkkejd sopi-
vista polymerisoivista aineista, jotka muuntavat RNA-koh-
desekvenssin komplementaariseksi, kopio-DNA-sekvenssiksi
(cDNA), ovat linnun myeloblastosisviruksen k&anteistran-
skriptaasi ja Thermus thermophilus DNA-polymeraasi, lampo-
stabiili DNA-polymeraasi, jolla on kadanteistranskriptaasi-
aktiivisuutta.

Kuva 1 esittdi hybridisaatiotestien tulokset, jois-
sa kaytetddn keksinndén mukaisia sekd suvulle spesifisia
ettd lajispesifisid koettimia. Koettimien spesifisyys tes-
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tattiin DNA:1la kolmestatoista erilaisesta Mycobacterium-
lajista.

Tamé& keksintd tarjoaa nopean ja herkin PCR:43n pe-
rustuvan kokeen Mycobacteriumien osocittamiseksi ja lajien
identifioimiseksi. Tarjotaan alukkeita ja koettimia, jot-
ka ovat spesifisid mykobakteerien 168 ribosomaalisille
RNA-geenisekvensseille. Mykobakteerien osoittaminen suori-
tetaan amplifioimalla suvulle spesifisilld alukkeilla,
jota seuraa seulonta suvulle spesifisilli koettimilla "dot
blot" -hybridisointikokeessa. Jos mykobakteereita havai-
taan, lajien identifiointi suoritetaan samasta amplifikaa-
tioreaktiosta perdisin olevasta DNA:sta kayttden lajispe-
sifisid koettimia k&&nteis-"dot blot"-kokeessa. Sekd ete-
nevat ettd kaanteis-"dot blot"-kokeet voidaan suorittaa
erittdin tarkoituksenmukaisesti mikrotiitterilevylls.

Suvulle spesifiset alukkeet ja koettimet hybridi-
soituvat 16S rRNA-geenin konservoituneisiin alueisiin ja
lajispesifiset koettimet hybridisoituvat 16S rRNA-geenin
muunteleviin alueisiin. Koska synteesi alkaa alukkeen
3'-paasta, epéparisuus 3'-pééssé on kriitillisempdd. Tymi-
diini on kestavampi epdparisuuden suhteen kuin muut emék-
set; ndin ollen suunniteltiin alukkeita v&lttden tymidii-
niemédstd 3'-pddssd. Oligonukleotidin emispitoisuus vaikut-
taa denaturoitumisldmpdtilaan. Alukkeen tai koettimen si-
toutumisen ankaruus ja spesifisyys kasvaa la&mpdtilan nous-
tessa. Koska kaikki koettimet kuitenkin hybridisoidaan
samanaikaisesti k&&nteis-"dot blot"-formaatissa, optimaa-
liset koettimen hybridisointiolosuhteet ovat samanlaiset
kaikille koettimille.

Keksinnén mukaiset alukeparit toimivat tehokkaasti
kaikkien mielenkiinnonkohteena olevien mykobakteerilaijien
16S rRNA-geenin sekvenssin amplifioinnissa, mutta ne eivat
amplifioi useimmista muista l&hteist& perdisin olevaa vas-

taavaa DNA:ta. Edelleen amplifikaatio-olosuhteet ja tehok-

- kuus ndille alukkeille ovat kohtalaisen samanlaiset lajien
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valilla niin, ettd 1l&hes kaikki mykobakteerilajit ovat
havaittavissa kayttamalla yhta koetta. Taulukossa 1 esite-
t&4n taman keksinnén mukaisten alukkeiden hybridisoituvat

sekvenssit.

Taulukko 1
Aluke Sekvenssilistaus Hybridisoituva sekvenssi
KY18 SEQ ID NO:1 5 ' CACATGCAAGTCGAACGGAAAGG3'
KY75 SEQ ID NO:2 5'GCCCGTATCGCCCGCACGCTCACAS!

Kayttamélla E. colin numerointijarjestelmaa ylavir-
ran aluke KY18 kasittada 16S rRNA-geenin emasten 52 - 74
valin ja alavirran aluke KY75 kisittaa emisten 624 - 647
valin. Yhdessad nama alukkeet spesifioivat pituudeltaan
noin 583 emdsparin pituisen tuotteen synteesin; tarkka
koko riippuu lajista.

Alkuseulonta mykobakteeri-DNA:n lasndolon toteami-
seksi suoritetaan kahdella suvulle spesifiselld koettimel-

la, joita kaytetaan samanaikaisesti seoksena.

Taulukko 2
Koetin Sekvenssilistaus Hybridisoituva sekvenssi
KYi01 SEQ ID NO:3 5! TCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAAS !
KY102 SEQ ID NO:4 51 TCGCGTTGTTCGTGAARACTCACAGCTTAAS!
KY165 SEQ ID NO:13 51 TCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACAGCTTAA !
KY1l66 SEQ ID NO:14 5' TCGCGTTGTTCGTGgAATCTCACAGCTTAAS !

M.xenopi SEQ ID NO:15 5 ' TCGCGTTGTTCGTGgAATgCcCACAGCTTAAS

Syy koetinsecksille on se, ettd useimmat mykobak-
teerilajit voidaan jakaa kahteen ryhm3an suhteessa sek-
vensseihin KY10l:n (SEQ ID NO.3) ja KY102:n (SEQ ID NO.4)
alueella. Nama kaksi koetinta osoittavat DNA:n 12:ta tes-
tatun Mycobacterium-suvun 1l4:sta lajista.

Vaihtoehtoisessa suoritusmuodossa KY165 (SEQ ID NO.
13) korvaa koettimet KY101 (SEQ ID NO.3) ja KY102 (SEQ D
NO.4) . Koettimien KY101 (SEQ ID NO.3), KY102 (SEQ 1ID
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NO.4), KY165 (SEQ ID NO.13) ja KY166 (SEQ ID NO.14) sek-
venssit on esitetty taulukossa 2. KY165 (SEQ ID NO.13) on
konsensuskoetin ké&sittden sek& KY101l:n (SEQ ID NO.3) etta
KY102:n (SEQ ID NO.4) sekvenssit. KY101 (SEQ ID NO.3) ja
KY102 (SEQ ID NO.4) erocavat toisistaan kahdella emdkselld.

KY165 (SEQ ID NO.13) ei ole identtinen kummankaan KY101

(SEQ ID NO.3) tai KY102 (SEQ ID NO.4) kanssa, vaan eroaa
kummastakin yhdelld emékselld. Tami konsensus saavutettiin
"suosimalla" KY101:t& (SEQ ID NO. 3) yhdessa epdparisuus-

asemista ja KY102:ta (SEQ ID NO.4) muissa epadparisuus-ase-

missa. KY165 (SEQ ID NO. 13) pystyy hybridisoitumaan riit-

tavasti kaikkiin KY101- (SEQ ID NO.3) ja KY102-spesifisiin
(SEQ ID NO.4) mykobakteerilajeihin. KY165 (SEQ ID NO.13)

ei hybridisoidu M. xenopiin (SEQ ID NO.15) hyvin ankarissa

olosuhteissa johtuen lisdepaparisuuden liasndolosta.

KYl66 (SEQ ID NO.14) on laajempi konsensuskoetin
mykobakteerilajien, k&sittden M. xenopi (SEQ ID NO.15),
osoittamiseksi. KY166:sta (SEQ ID NO.14) sekvenssi, kuten
KY165:n (SEQ ID NO.13) sekvenssi, ei vastaa mitd&n ei-my-
kobakteerilajia. Koetin on suunniteltu olemaan vhtdlailla
erilainen KY10l:1lle (SEQ ID NO.3), KY102:1lle (SEQ ID NO.4)
ja M. xenopin vastaavalle sekvenssille (SEQ ID NO.15)
(GenBank hankintanumero X52929, saatavilla Intelligene-
ticsin kautta). KY166 (SEQ ID NO.14) erocaa KY101l:sta (SEQ
ID NO.3), KY102:sta (SEQ ID NO.4) ja M. xenopista (SEQ ID
NO.15) kahdella emédkselld jokaisesta. KY166 (SEQ ID NO.14)
hybridisoituu tehokkaasti kaikkiin KY101- (SEQ ID NO.3) ja
KY102-spesifisiin (SEQ ID NO.4) lajeihin ja M. xXenopiin
(SEQ ID NO.15). Lisdksi KY166 (SEQ ID NO.14) ei hyb-
ridisoidu Corynebacter pseudodiphtheriticumiin tai C.
diphtheriaeseen, kahteen ei-mykobakteerilajiin, jotka ovat
léheisesti sukua Mycobacteriumille. M. xenopin vastaava
sekvenssi (SEQ ID NO.15) sisdltyy taulukkoon 2. Taulukossa
epdparisuus suhteessa KY166:een (SEQ ID NO.14) on allevii-
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vattu. Epdparisuus suhteessa KYl65:een (SEQ ID NO.13) on
esitetty pienilla kirjaimilla.

Jos nayte sisdltd3 mykobakteerinukleiinihappoa, se
laji, josta nukleiinihappo on perdisin, voidaan maarittaa
hybridisoimalla lajispesifisten koettimien paneeliin. La-
jien identifiointivaiheessa kaytetyt koettimet on esitetty

taulukossa 3.
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Taulukko 3

Sekvenssilistaus Spesifisyys

SEQID NO: 5 M. tuberculosis/bovis/tb
5 ACGGGATGCATGTCITGTGGTGGAA_AGCGCTITAGC 3
SEQIDNO: 6 - M. kansasii/gastri/scrofulaceum
5' ACTTGGCGCATGCCTTGTGGTGGAAAGCTT 3’
SEQID NO: 7 M. intacellulare
5' TTTAGGCGCATGTCITTTAGGTGGAAAGCIT
SEQID NO: 8 M. avium/marinum/microti
5' TCAAGACGCATGTCTTCTGGTGGAAAGCTTTTGC 3'
~ SEQIDNO:9 M. marinunyM. microti
5' TCCCGAAGTGCAGGCCAGATTGCCCACGTG 3'
SEQID NO: 10 M. scrofulaceum
5' GAAGGCTCACTTTGTGGGTTGACGGTAGGT 3'
SEQID NO: 11 M. kansasii/gastri
5' GCAATCTGCCTGCACACCGGGATAAGCCTG 3’
SEQID NO: 12 M. gordonae
5' GGGTCTAATACCGAATAGGACCACAGGACACATG 3'
SEQID NO: 16 M. xenopi
5' ATAGGACCATTCTGCGCATGTGGTGTGGTG 3'

SEQID NO: 17 M. avium/marinum/microti
5' ACCTCAAGACGCATGTCITCTGGT 3'
SEQIDNO: 18 M. gordonae
5' CCGAATAGGACCACAGGACACATG 3'
SEQID NO: 19 M. intracellulare
5' ACCTTTAGGCGCATGTCTTTAGGT 3'
SEQID NO: 20 M. kansasii/gastri/scrofulaceum
5" AACACTTGGCGCATGCCITGTGGT 3'
SEQID NO: 21 M. scrofulaceum
5' GAAGGCTCACTTTGTGGGTTGACG 3'
SEQID NO: 22 M. bovis/tb
5" TGTGGTGGAAAGCGCITTAGCGGT 3'
SEQID NO: 23 M. xenopi
5' AGGACCATTCTGCGCATGTGGTGT 3'
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Kliinisesti eniten kiinnostavat lajit ovat M.
tuberculosis, M. kansasii, M. xenopi, M. intracellulare ja
M. avium. M. gordonae ei tavallisesti 1liity sairauteen,
mutta se esiintyy s&&nndllisesti ihmisndytteissad. Tasta
johtuen mykobakteerinukleiinihapon havaitsemisen suvulle
spesifisilld koettimilla oletetaan usein johtuvan kliini-
sesti merkityksettdmdstd M. gordonaesta. Esimerkki 6 si-
s&dltdd lisatietoa lajispesifisten koettimien spesifisyy-
desta.

Taman keksinndn térked nidkdkohta on 16S rRNA-geenin
alueen amplifiointi. Niiden, jotka kéyttévat tatd keksin-
td&, tulisi huomata, ettd vaikka polymeraasiketjureaktio
on edullinen amplifiointimenetelmd, naytteen kohdesekvens-
sien amplifiointi voidaan suorittaa mill& tahansa tunne-
tulla menetelmdlld, sellaisella kuten ligaasiketjureaktio
(LCR), transkriptioamplifikaatio ja itsestdan jatkuva sek-
venssin replikaatio, Jjoista jokainen tarjoaa riittavan
amplifikaation, niin ettd kohdesekvenssi voidaan havaita
nukleiinihapon hybridisocitumisena SSO-koettimeen. Vaihto-
ehtoisesti, menetelmid, jotka amplifioivat koettimen ha-
vaittavissa oleville tasoille, voidaan k&yttda, sellaisia
kuten QP-replikaasiamplifikaatio. Termi "koetin" kasittaa
sekvenssille spesifiset oligonukleotidit, joita kaytetdén
edelld esitetyissd menetelmissa; esimerkiksi LCR:ssa kay-
tetyt kaksi tai useampi oligonukleotidi ovat "koettimia"
taman keksinndén tarkoituksiin, wvaikka LCR tarvitsee vain
koettimien ligaation osoittamaan sekvenssin lasndolon.

Vaikka PCR-menetelmd  tunnetaan alalla hyvin
(ks. US-patenttijulkaisut nrot 4 683 195, 4 683 202 Jja
4 965 188), alla esitet&in jotakin yleista informaatiota
PCR:std keksinnén selvyyden ja tdyden ymmadrtadmisen vuoksi
niille, jotka eivat tunne PCR-menetelmaa.

Naytteen kohdenukleiinihapposekvenssin amplifioimi-
seksi PCR:11a sekvenssiq tulee olla amplifikaatiojarjes-

telman komponenttien'saaVutettavissa. Yleisesti tam& saa-
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vutettavuus varmistetaan eristamélld nukleiinihapot nayt-
teesta. Alalla tunnetaan useita erilaisia menetelmii nuk-
leiinihappojen uuttamiseksi biologisista niytteisti. Katso
esimerkiksi sellaiset, jotka Higuchi et al., 1989, teok-
sessa PCR Technology (toim.. Erlich, Stockton Press, New
York) ovat kuvanneet. Vaihtoehtoisesti, jos nayte on koh-
talaisen helposti hajotettavissa, nukleiinihappoa ei tar-
vitse puhdistaa ennen amplifiointia PCR-menetelmilla, eli
jos nayte koostuu soluista, erityisesti aareisverilymfo-
syyteistd tai aminiosyyteistd, solunsisdisten komponent-
tien lyysaus ja dispersoiminen voidaan suorittaa pelkés-
taan suspendoimalla solut hypotoniseen puskuriin.

PCR:n jokainen kierros késitt&4d alukkeen pident&mi-
sella muodostuneen nukleiinihappodupleksin erottamisen.
PCR-menetelman edullisessa suoritusmuodossa sdikeen erot-
taminen saavutetaan kuumentamalla reaktioseosta riittavan
korkeaan lampétilaan vaikuttavaksi ajaksi dupleksin dena-
turoitumisen aikaansaamiseksi, mutta joka ei aiheuta poly-
meraasin irreversiibelid denaturoitumista (ks. US-patent-
tijulkaisu nro 4 965 188). Tyypillinen lampddenaturoiminen
kasittaa lampdtilat, jotka ovat vd1illad noin 80 - 105 °C,
sellaisen ajanjakson ajan, joka on v&lilld sekunneista
minuutteihin. Saikeen erottaminen voidaan kuitenkin suo-
rittaa milld tahansa sopivalla denaturointimenetelmilla
kadsittden fysikaaliset, kemialliset tai entsymaattiset
menetelmdt. Sdikeen erottaminen voidaan indusoida esimer-
kiksi helikaasilla tai entsyymilld, joka pystyy osoitta-
maan helikaasiaktiivisuutta. Esimerkiksi entsyymilld RecA
on helikaasiaktiivisuutta ATP:n l&sndollessa. S&ikeen
erottamiseen helikaaseilla sopivat reaktio-olosuhteet tun-
netaan alalla (ks. Kuhn Hoffmann-Berling, 1978, CSH-Quan-
titative Biology 43:63 - 67 ja Radding, 1982, Ann. Rev.
Genetics 16:405 - 436).

Riippumatta siitd, kuinka s&ikeiden erottaminen on

aikaansaatu, sen j&lkeen kun sdikeet on erotettu, seuraava
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vaihe PCR:ss& kuitenkin k&sittd& erotettujen sédikeiden
hybridisoimisen sellaisten alukkeiden kanssa, Jjotka reu-
nustavat kohdesekvenssid. Alukkeet pidennetd&n sitten muo-
dostamaan kohdesdikeille komplementaarisia kopioita. On-
nistunutta PCR-amplifikaatiota varten alukkeet suunnitel-
laan niin, ett& se kohta, johon kukin aluke hybridisoituu
dupleksisekvenssissd, on sellainen, ettd pidennystuote,
joka syntetisoidaan yhdestd alukkeesta, kun se on erotettu
templaatista (komplementista), toimii templaattina toisen
alukkeen pidennykselle. Denaturoinnin, hybridisoinnin ja
pidennyksen kdsitt&vaa syklid toistetaan niin monta kertaa
kuin on tarpeen, jotta saadaan haluttu madrd amplifioitua
nukleiinihappoa. _ -
Templaatista riippuvaista alukkeiden pidentamista
PCR:ssd katalysoidaan polymerisoivalla aineella riittévien
mddrien neljida deoksiribonukleosiditrifosfaattia (dATP,
dGTP, dCTP ja dTTP; dUTP:t& kaytetddn dTTP:n tilalla tai
lisdksi, Jjos UNG-sterilointijdrjestelmd, joka kuvataan
alla, kaytet&dan) 1lasndollessa reaktiovidliaineessa, joka
muodostuu sopivista suoloista, metallikationeista ja
pH-puskurijirjestelméstd. Sopivia polymerointiaineita ovat
entsyymit, joiden tiedetd&n katalysoivan templaatista
riippuvaista DNA-synteesid. Esimerkkeja polymeraaseista,
jotka sopivat kéytettéviksi DNA-templaatin kanssa, ka-
sittavat E. coli-DNA-polymeraasi I:n tai sen entsyymin
Klenowin fragmentin, T,-DNA-polymeraasin ja Taq-polymeraa-
sin, lampdstabiilin DNA-polymeraasin, joka on eristetty
Thermus aquaticusista. Viimeksimainittua entsyymia kayte-
t44n laajalti nukleiinihappojen amplifioinnissa ja sekven-
soinnissa. Reaktio-olosuhteet Tag-polymeraasien kaytta-
miseksi tunnetaan alalla, ja Gelfand on kuvannut ne teok-
sessa PCR Technology, 1989, supra. Polymerisointiaineet,
jotka sopivat komplementaarisen, kopio-DNA-sekvenssin
(cDNA) syntetisointiin RNA-templaatista, ovat kéanteis-

transkriptaasi (RT), sellainen kuten linnun myeloblasto-
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sisvirus-RT tai Thermus thermophilus-DNA-polymeraasi, lam-
pdstabiili DNA-polymeraasi, jolla on kdinteistranskriptaa-
siaktiivisuutta. Tyypillisesti RNA-templaatti hajotetaan
lammé1lla ensimmdisen denaturointivaiheen aikana alkuk&&n-
teistranskriptiovaiheen j4lkeen j&ttden vain DNA-templaa-
tin sen jalkeen suoritettavaa amplifiointia varten.

Jos on tarkoitus amplifioida 16S rRNA:ta, alku-
kdanteistranskriptiovaihe (RT) suoritetaan muodostamaan
RNA:nDNA-kopio (cDNA). PCT-patenttihakemusjulkaisu nro
WO 91/09944 kuvaa korkeassa lampdtilassa tapahtuvan kaan-
teistranskription lampéstabiililla polymeraasilla, joka
mySs toimii PCR-amplifikaatiossa. Korkean lampdtilan RT
tarjoaa suuremman alukespesifisyyden ja parantuneen tehok-
kuuden. Samat alukkeet ja polymeraasi voi&at toimia seka
kaanteistranskriptio- ettd PCR-amplifikaatiovaiheissa, ja
reaktio-olosuhteet optimoidaan niin, ettd molemmat reak-
tiot tapahtuvat ilman reagenssien vaihtamista. Thermus
thermophilus-DNA-polymeraasia, lémp&stabiilia DNA-polyme-
raasia, joka voi toimia k&&nteistranskriptaasina, kayte-
taan kaikissa alukkeen pidennysvaiheissa, templaatista
riippumatta. Molemmat menetelmdt voidaan suorittaa ilman,
ettd putkea tarvitsee aukaista reagenssien vaihtamisen tai
lisd&misen takia; vain l&mpdtilaprofiilia s&iadet&in ensim-
maisen syklin (RNA-templaatti) ja muiden amplifikaatiosyk-
lien (DNA-templaatti) valilla.

PCR-menetelma voidaan suorittaa vaiheittain, jossa
jokaisen vaiheen jédlkeen lis&t&4n uudet reagenssit, tai
tavalla, jossa kaikki reagenssit lisit&&n samanaikaisesti,
tai osittain vaiheittaisella tavalla, jossa tuoreita tai
erilaisia reagensseja 1isdtd3n tietyn vaiheiden m&&dran
jélkeen. Esimerkiksi jos sdikeiden erottaminen indusoidaan
lammélla ja polymeraasi on lammdlle herkkd, polymeraasia
taytyy tdlldin lisdtd jokaisen s&ikeen erottamiskierroksen
jalkeen. Jos kuitenkin esimerkiksi ké&ytetd&n helikaasia
denaturointiin tai jos lampdstabiilia polymeraasia kiayte-
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t44n pidentdmiseen, t&lléin kaikki reagenssit voidaan 1li-
sdti alussa tai vaihtoehtoisesti, jos reagenssien molaari-
gilla suhteilla on merkitystd reaktiolle, reagensseja voi-
daan tdydentda aika ajoin samalla kun niitd kuluu syntee-
sireaktiossa.

Alan ammattimies tiet&d, ettd PCR-menetelmd suori-
tetaan tavallisimmin automatisoituna menetelmana kayttden
lampdstabiilia entsyymid. Tassd menetelmdssd reaktioseok-
sen lampdtilaa kierrdtetéddn denaturointialueen, alukkeen
liitta&misalueen ja reaktioalueen kautta. Laite, joka on
erityisesti suunniteltu kdytettavdksi lampodstabiilin
entsyymin kanssa, on kaupallisesti saatavana Perkin
Elmerilta.

Alan ammattimies on myds tietoinen edellisista
reaktioista perdisin olevan amplifiocidun nukleiinihapon
aihuttamasta PCR:n kontaminaatio-ongelmasta. Menetelmat
taman ongelman vdhentdmiseksi mahdollistavat mink& tahansa
edellisistd reaktioista perdisin olevan amplifioidun DNA:n
entsymaattisen hajottamisen. PCR-amplifikaatio suoritetaan
dAUTP:n ldsndollessa dTTP:n sijasta. Nadin saatava kaksisai-
keinen, urasiilia sisdltdvd tuote on altis hajoamiselle
urasiili-N-glykosylaasilla (UNG), kun taas normaali tymi-
diinii sisdlt&dvd DNA ei hajoa UNG:114. UNG:n lisdd&minen
amplifikaatioreaktioseokseen ennen amplifiocinnin aloitta-
mista hajottaa kaikki wurasiilia sisdltavadn DNA:n, joka
saattaisi toimia kohteena. Koska ainoa urasiilia sisalta-
van DNA:n ldhde on amplifioitu tuote edellisestd reaktios-
ta, tama menetelmd puhdistaa tehokkaasti reaktioseoksen,
eliminoiden edellisist& reaktioista perdisin olevan konta-
minaatio-ongelman (carryover). UNG muutetaan vadliaikaises-
ti 1ldmmd1li inaktiiviseksi, n&in denaturointivaiheet amp-
lifikaatiomenetelmdssad toimivat my®ds inaktivoiden UNG:n.
T4std syystd muodostuu uusia amplifikaatiotuotteita yhdis-
t&dm&lla urasiilia UNG-vapaassa ymparistdssd, Jja ne eivat

hajoa.
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Sekvenssille spesifisen koettimen hybridisointi on
tdrkea vaihe ndiden menetelmien onnistuneessa suorittami-
sessa. Taman keksinndén mukaiset sekvenssille spesifiset
oligonukleotidikoettimet hybridisoituvat erityisesti myko-
bakteerigenomin tietyn segmentin kanssa, ja niiden em&k-
silld tapahtuu vaarid pariutumisia muista organismeista
perdisin olevien sekvenssien kanssa suvulle spesifisten
koettimien kyseessd ollessa, ja muiden mykobakteerilajien
kanssa lajispesifisten koettimien kyseessi ollessa aiheut-
taen epdstabiiliutta. Voidaan valita ankarat hybridisoin-
tiolosuhteet, niin ettd koettimet hybridisoituvat spesifi-
sesti vain tdysin komplementaarisiin sekvensseihin. Ampli-
fioidun tuotteen osoittaminen ké&aytt&4 hyviksi tatd sek-
venssispesifistd hybridisoitumista varmistamaan, ettd vain
oikea amplifioitu kohde havaitaan, vdhent&en virheellisen
positiivisen tuloksen mahdollisuutta, jonka aiheuttaa 1la-
heisistd organismeista perdisin olevien homologisten sek-
venssien lasndolo.

SSO-koettimien ja nukleiinihapposekvenssien valille
muodostuneiden hybridien osoittamista varten olevat koeme-
netelmdt voivat edellyttdd, etté& koettimet sisadltdvit li-
sdpiirteitd hybridisoituvan alueen lisdksi. Esimerkiksi
"dot blot" -formaatissa koettimet tavallisesti merkit&an.
Jos koetin immobilisoidaan ensin, kuten alla kuvatussa
"kdanteis-dot blot"-formaatissa, koetin voi myds sis&ltaa
pitkid poly-dT-pidennyksid, jotka voidaan kiinnitt&4 nai-
lonkantajalle sateilyttamall&a, menetelmdlld, joka on ku-
vattu yksityiskohtaisemmin PCT-patenttihakemusjulkaisussa
nro 89/11 548.

Tassa kuvatut koettimet voidaan syntetisoida ja
merkita edella kuvattuja menetelmi& oligonukleotidien syn-
tetisoimiseksi kAyttden. Koetin voidaan esimerkiksi merki-
td 5'-padssa **P:11&4 inkuboimalla koetinta 3*?P-ATP:114 ja
kinaasilla. Sopiva ei-radicaktiivinen merkki SSO-koetti-
mille on piparjuuriperoksidaasi (HPR). Menetelmi& t&m&n
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merkin sisdltédvien koettimien valmistamiseksi ja osoitta-
miseksi on kuvattu US-patenttijulkaisuissa nrot 4 914 210
ja 496 202. Lisdinformaatioksi t&llaisten merkitty-
jen koettimien kaytdstd katso US-patenttijulkaisu ‘nro
4 789 630, Saiki et al., 1988, N. Eng. J. Med. 319:537 -
541 ja Bugawan et al., 1988, Bio/Technology 6:943 - 947.
Kayttdkelpoiset kromogeenit kdasittdvat punavalkovarin ja
3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiinin (TMB). Helmuth, PCT
Protocols, San Diego, California, Academic Press, Inc.,
1990, ss. 119 - 128, kuvaa menetelmid PCR-tuotteiden
ei-isotooppiseksi osoittamiseksi.

Tasséd kuvattuja koettimia voidaan kayttdad maddritet-
tdessa, onko ndytteessd nukleiinihapposekvensseja, maddrit-
t&mdlla, sitoutuvatko koettimet ndytteessd oleviin sek-
vensseihin. Alalla tunnetaan sopivia koemenetelmid t&man
keksinndén tarkoituksia varten osoitetaessa hybrideja,
jotka ovat muodostuneet koettimien ja ndytteessad olevien
nukleiinihapposekvenssien valille. Esimerkiksi osoittami-
nen voidaan suorittaa kayttam&lla "dot blot" -formaattia,
kuten esimerkissd 4 on kuvattu. "Dot blot" -formaatissa
merkitsemdtdn amplifioitu nayte sidotaan kiintedlle kanta-
jalle, sellaiselle kuten membraani, membraania inkuboidaan
merkityn koettimen kanssa sopivissa hybridisointiolosuh-
teissa, hybridisoitumaton koetin poistetaan pesemd&lla ja
suodatinta tutkitaan sitoutuneen koettimen 1l4sndolon ha-
vaitsemiseksi. Analysoitaessa useita ndytteitd muutamalla
koettimella, kuten sellaisessa tapauksessa, jossa nayttei-
t4 seulotaan mykobakteerinukleiinihapon lé&sndolon havait-
semiseksi kaytt&mdllad suvulle spesifisid koettimia, "dot
blot"-formaatti on hyvin kayttdkelpoinen.

Vaihtoehtoinen menetelmd&@ on hyvin kayttdkelpoinen
silloin kun on m&ard kayttdd suurta mddraad erilaisia koet-
timia. TamA menetelm& on "k&&nteis-dot blot", jossa ampli-
fioitu sekvenssi sisdlt&4 merkin ja koetin sidotaan kiin-

teddn kantajaan. T&ssd formaatissa merkitsemdttdméat koet-
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timet sidotaan membraaniin ja altistetaan merkitylle nidyt-
teelle sopivissa ankarissa hybridisointiolosuhteissa. Hyb-
ridisoitumaton merkitty ndyte poistetaan sitten pesem&llé
sopivissa ankarissa olosuhteissa, ja suodatin tutkitaan
sen jélkeen sitoutuneiden sekvenssien l&sndolon havaitse-
miseksi. Koska lajien mddrittdminen vaatii useiden laji-
spesifisten koettimien kayttdad jokaista amplfioitua nay-
tettd kohti, té&mdn vaiheen edullinen koeformaatti on kiéin-
teis-"dot blot"-formaatti.

Vaihtoehtoisesti voi olla toivottavaa kaytt&& osoi-
tusmenetelmdd, jossa on useita koettimen hybridisointi-
paikkoja tai -kuopppia. Esimerkiksi kiinted& kantaja, sel-
lainen kuten mikrotiitterilevy, on erityisen kayttdkelpoi-
nen naiden menetelmien suuren mittakaavan kliinisissd so-
vellutuksissa. Menetelmid PCR-amplifioidun DNA:n hybridi-
soimiseksi/sieppaamiseksi tai kiinteitd kantajia tunne-
taan. Erdassd naiden menetelmien suoritusmuodossa ampli-
fioitu kohde-DNA merkitd&n (esim. biotiinilla) amplifikaa-
tion aikana PCR-reaktiossa. Merkitty DNA siepataan spesi-
fisesti hybridisoimalla PCR-tuote kohdespesifiseen oligo-
nukleotidisieppauskoettimeen, joka on sidottu mikrotiitte-
rilevyn kuoppaan. Sitoutunut tuote osoitetaan sopivasti
kaytetyn merkin tyypin mukaisesti. Esimerkiksi kdytettaes-
sd biotiinia merkkind lis&tddn avidiini-HRP-kompleksia ja
saatetaan reagoimaan joko (a) vetyperoksidisubstraatin ja
O-fenyleenidiamiinikromogeenin (OPD} tai (b) vetyperoksi-
disubstraatin ja tetrametyylibentsidiinikromogeenin (TMB)
kanssa. Kehittyy kolorimetrinen signaali mahdollistaen
PCR-amplifioidun DNA:n kvantitatiivisen osoittamisen.

Kuten kliinisissd biokemiallisissa laboratorioissa
on tehty, osoitusmenetelmdt, joissa kaytetda&n mikrotiitte-
rilevykokeita, voildaan standardisoida useille erilaisille
kohteille. Voi olla edullista kayttdad osoituskoettimia,
joiden pituus on vdhemm&n kuin 25 nukleotidid. Lyhyemmét

koettimet minimoivat ristireaktiivisuuden mahdollisuudeh
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ja ne ovat erityisen kayttdkelpoisia suuren mittakaavan
seulontamenetelmissd. Tamdn mukaisesti esimerkissa 8 kuva-
taan edullinen menetelmd Mycobacterium-lajien osoittami-
seksi mikrotiitterilevyformaatilla. Alan ammattimies huo-
maisi, ettd koettimet, jotka ovat pitempid kuin 25 nukleo-
tidia, sopivat yht& hyvin mikrotiitterilevyosoitusmenetel-
miin; kuitenkin voi olla tarpeen yksildllisesti madrittaa
sopivat hybridisointi- ja ankaruusolosuhteet maksimaalisen
spesifisyyden varmistamiseksi.

Toisessa sopivassa koejarjestelyssd lisdtaan mer-
kittya koetinta PCR-amplifiointimenetelmdn aikana. Mika
tahansa koetin, joka hybridisoituu kohde-DNA:han jokaisen
synteesivaiheen aikana, hajotetaan sellaisen polymeraasin
5'-3' -eksonukleaasiaktiivisuudella, jota kéytetédan kataly-
soimaan alukkeen pidennystd. Koettimen hajoamistuote osoi-
tetaan sitten. Ndin ollen hajoamistuotteen lasndolo osoit-
taa, ettd hybridisoituminen koettimen ja kohde-DNA:n va-
1il114 tapahtui.

Tama keksintd koskee myds testipakkauksia, useasdi-
1lidisia yksikkoéja, jotka kasittdvat edella kuvatun aluk-
keiden parin. Kayttdkelpoinen testipakkaus voi sisaltaa
SSO-koettimia mykobakteerinukleiinihapon osoittamiseksi.
Joissakin tapauksissa SSO-koettimet voidaan kiinnittaa
sopivaan kantajamembraaniin. Testipakkaus vol myds sisal-
ta44 alukkeita PCR-amplifikaatiota varten. Testipakkauksen
muut mahdolliset komponentit k&sittdvat esimerkiksi kaan-
teistranskriptaasia tai polymeraasia, substraattinukle-
osiditrifosfaatteja, keinoja merkit& (esimerkiksi avidii-
ni-entsyymikonjugaatti ja entsyymisubstraatti ja kromogee-
ni, jos leima on biotiini) tai havaita merkki seka sopivia
puskureita PCR-, ké&anteistranskriptio- tai hybridisaa-
tioreaktioille. Edells esitettyjen komponenttien lisdksi
testipakkaus voi myds sisdltda ohjeet keksinndn mukaisten

amplifikaatio- ja osoitusmenetelmien suorittamiseksi.
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Keksinndén edullisessa suoritusmuodossa testipak-
kaukset mykobakteereiden osoittamiseksi voivat myds sisil-
taa positiivisia ja negatiivisia kontrolleja. Edullisesti
positiivinen kontrolli kasittda nukleiinihapposekvenssin,
joka on amplifioitavissa kayttamalla samaa alukeparia,
jota kaytetadn amplifioimaan mykobakteerinukleiinihappoja
koenaytteessd. Sellaisia menetelmid positiivisen kontrol-
lin kayttamiseksi tunnetaan, joissa seka& kohde, joka voi
olla lasnd tai puuttua, ettd positiivinen kontrolli kayt-
tavat samaa alukeparia. Edullisesti positiivinen kontrolli
on suunniteltu niin, ettd tuote-DNA on kooltaan erilainen,
helposti erotettavissa kohteen koosta.

Toisena nakoékohtana té&ss& kuvataan positiivinen
kontrolli, joka kykynee hybridisocitumaan koettimiin, su-
vulle spesifisten mykobakteerikocettimien seka lajispesi-
fisten mykobakteerikoettimien oscittamiseksi. Esimerkissa
9 kuvataan positiivisen kontrollinukleiinihapon konstruoi-
minen.

Kuten tassa on kuvattu, voi olla toivottavaa kayt-
td& hyvaksi toista amplifikaatiokohdetta, erityisesti sel-
vitettdessa epaselvia PCR- ja viljelmdtietoja. Jos alan
ammattimiehelle esitetdan tassa kuvatut tiedot sisdisen
positiivisen kontrollivektorin kaytdsta, alan ammattimies
voisi helposti huomata, ettd sisdisid positiivisia kont-
rolleja voitaisiin konstruoida lisda. Esimerkiksi positii-
vinen kontrolli voisi liitt&& alukekohtia sekd primaari-
seen (16S rRNA) ettad sekunddariseen kohteeseen (esim. 65
kDa:n proteiinigeeni) positiivisen kontrolli-DNA:n erilli-
sen segmentin hybridisoimiseksi ja sen jalkeiseksi ampli-
fioimiseksi.

Alla esitetyt taman keksinndén mukaiset esimerkit on
tarkoitettu ainoastaan havainnollistamaan eikd rajoitta-

maan keksinndén suojapiiria.
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Esimerkki 1

Naytteen valmistus

Nukleiinihapot eristetdin yskdsnaytteistéd kayttaen
IsoQuick™-jarjestelmidd, joka on kaupallisesti saatavil-
la MicroProbelta. Noin 10 ml yskdsnaytettd nesteytetdan/-
disinfektoidaan, pelletoidaan sentrifugoimalla ja suspen-
doidaan uudelleen noin 1 ml:aan puskuria BSA:n kanssa.
Tastd naytteestd 200 - 500 pl sentrifugoidaan bakteerei-
den pelletoimiseksi. Pelletit suspendoidaan uudel -
leen 100 pl:aan naytepuskuria A, liuotetaan sen jalkeen
100 pl:1la liuotusreagenssia 1. Lysaatit uutetaan sitten
7 tilavuudella reagensseja 2 ja 4 tilavuudella reagenssia
3 (reagenssit 1, 2 ja 3 yhdessad naytepuskurin A kanssa
toimitetaan IsoQuick™-jarjestelmédn mukana). Nayte sent-
rifugoidaan ja jalkeenpédin lis&t&adn 1/3 tilavuutta 10 M
NH,Ac:a vesifaasiin ja DNA saostetaan yhta suurella tila-
vuudella isopropanolia. Pelletoitu DNA pestdadn 70-%:isella
EtOH:1la, kuivataan ilmassa ja suspendoidaan uudel-
leen 100 pl:aan TE:td, pH 8,0. 50 ul:n tilavuus kutakin
DNA-valmistetta kaytetdan amplifikaatioreaktiossa.

Esimerkki 2

Mykobakteeri-DNA:n amplifikaatio

Paireagenssiseos valmistetaan niin, etta jokai-
nen reaktio sisadltda seuraavat reagenssit: 25 pmol kuta-
kin aluketta, 10 nmol kutakin dNTP:t&a, 2X PCR-puskuria
(10X puskuri = 500 mM KCl, 500 mM Tris-HCl, pH 8,9, 20 mM
MgCl,), 3 vksikkdd Tag-polymeraasia, 2 yksikkda UNG:ta ja
H,0:ta4, jotta saadaan 50 ul:n reaktioseos reaktiota koh-
ti. Tama padseos peitetddn 50 pl:lla mineraalidljya, ja
DNA-nayte lisit&an reaktioseokseen &ljykerroksen alle. Jos
on tarpeen, lisat&&n H,0:t& 100 pl:n kokonaisreaktiotila-
vuuden saamiseksi.

DNA amplifioidaan Perkin Elmer Thermal Cyclerissa.
Thermal Cycler ohjelmoidaan kaymaan lapi 37 kierrosta de-
naturointia, alukkeen liittamista ja alukkeen pidentamis-
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ta, kaksi kierrosta 98 °C:ssa, 62 °C:ssa ja 72 °C:ssa
kussakin yhden minuutin ajan, joita seuraa 35 kierrosta
94 °C:ssa, 62 °C:ssa ja 72 °C:ssa yhden minuutin ajan kus-
sakin. Perkin Elmer Thermal Cycler ohjelmoidaan liuotta-
maan naytteitd 72 °C:ssa epamdariisen ajan viimeisen kier-
roksen jélkeen varmistamaan, etta lopullinen pidentaminen
on mennyt loppuun ja pitamdan UNG-entsyymi inaktiivisena,
jos kaytetddn UNG-puhdistusjarjestelmaa. Amplifikaatio-
tuotteet voidaan sitten analysoida geelielektroforeesilla
ja/tai "dot blot" -hybridisaatiolla. Jos suoritetaan ana-
lyysi geelielektroforeesilla, lisat&an noin 10 pl 10X nay-
tepuskuria (0,25 % ksyleenisyanolia, 0,25 % bromifenoli-
sinist&a, 25 % Ficollia) ja mineraalidljy wuutetaan ja
Tag-polymeraasi inaktivoidaan 100 pl:lla kloroformia.

Esimerkki 3

"Dot blot"-formaatti

Amplifiodun ndytteen alkuseulonta osoittaa Mycobac-
teriumin nukleiinihapon l&sniolon. "Dot blot"-formaatissa
pieni osa amplifioitua DNA:ta denaturoidaan, laitetaan
nailonsuodattimelle ja immobilisocidaan kuten alla kuva-
taan. Suodatin upotetaan sitten koetinliuokseen hybridi-
soitumisen yhteen merkityistd koettimista mahdollistami-
seksi. Jokainen koettimista voidaan merkita& radioaktiivi-
sesti, mutta voidaan myds kayttda koettimia, jotka on ko-
valenttisesti konjugoitu piparjuuriperoksidaasiin (HRP)
ei-isotooppisen osoittamistavan tarjoamiseksi kromogeeni-
sen tai kemiluminesenssisubstraatin l&sn&ollessa. Immobi-
lisoitu kohde-DNA hybridisoidaan kahden suvulle spesifisen
koettimen KY101 ja KY102 seokseen. Koska tutkittavien
naytteiden lukumidran oletetaan ylittavan suuresti koetti-
men lukumadran (kahden koettimen vyksi seos), "dot blot"
-formaatti on tarkoituksenmukaisin tatd alkuseulontaa var-
ten. Suuri maAra erilaisia naytteitd voidaan hybridisoida

erillisille kohdille yksittaisessa kiinteadssa kantajassa
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ja samanaikaisesti altistaa merkityille koettimille upot-
tamalla kantaja koetinliuokseen.

Amplifikaatio suoritetaan kuten esimerkissa 2.
PCR-tuote denaturoidaan sitten k&sittelemdlld alkalilla.
Sul:aan PCR-tuotetta lisat&an 5 ul 0,5 M EDTA:a, pH 8,0,
8 pl 5 N NaOH:a ja 82 pl H,0:ta. Seoksen annetaan seisoa
huoneenlampdtilassa 10 minuuttia taydellisen denaturoitu-
misen aikaansaamiseksi.

BioDyne™B-nailonsuodattimet (Pall Corp., Glen Cove,
NY) valmistetaan upottamalla H,O:een 5 - 10 minuutiksi ja
edelleen huuhtelemalla 200 pl:1la H,0:ta sen jalkeen kun
vdot blot"-monistaminen (Bio-Dot™ Bio Radilta, Richmond,
CA) on suoritettu. Denaturoinnin jalkeen 100 pl nayte-
seosta laitetaan vakuumissa nailonmembraanille kayttéen
ndot blot" -laitetta. Jokainen kuoppa huuhdellaan sitten
200 pl:1la 0,4 N NaCH:a, sen jélkeen huuhdellaan nopeasti
2X SS8C:114 ja kuivataan ilmassa kunnes jaljella ei ole
nestetts. DNA immobilisoidaan ja ristisidotaan nailonsuo-
dattimelle wultraviolettis&teilytyksella 1 200 mJ/cm?:n
vuolla Stratalinker™-Uv-valolaatikolla (Stratagene, La
Jolla, CA) (“autoristisidonta"—asetuksella).

Suodattimet "esihybridisoidaan" upottamalla hybri-
disaatiopuskuriin (0,5X S88C, 5X Denhardtin liuosta, 0,1 %
SDS, 50 pug/ml lohensperman DNA:ta) lammdlla suljettavissa
pakkauksissa 60 °C:ssa (ilmaravistin) vahint&an 30 minuu-
tin ajan. Jos kaytetadn radioaktiivisesti merkittyja koet-
timia, puskuri korvataan talldin yhtasuurella maaralla
samaa liuosta, joka sisadltdd 1 x 10 cpm koetinta, ja
suodattimen annetaan hybridisoitua 2 tunnista yon vyli
60 °C:ssa.

Hybridisoinnin jalkeen suodattimet pestédan kolme
kertaa 2X SSC/0,1 % SDS:ssa, kahdesti 20 minuutin ajan
huoneenlampdtilassa ja sen jalkeen kerran 20 minuutin ajan
ankarassa lampdtilassa 71 °C ravistettavassa vesihautees-

sa. Suodattimet kuivataan sen jalkeen imupaperilla kuivik-
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si, kaaritdan muovikaadreeseen ja valotetaan réntgenfilmil-
le -70 °C:ssa yhden tai kahden vahvistuslevyn avulla.

Toinen mahdollinen tapa nakyvaksi tekemiselle on
hybridisocida piparjuuriperoksidaasilla konjugoitujen oli-
gonukleotidikoettimien kanssa, jotka on valmistettu kuten
Levenson ja Chang, 1989, teoksessa PCR Protocols: A Guide
to Methods and Applications, (toimittajat Innis et al.,
Academic Press. San Diego), sivut 92 - 112 ja Saiki et
al., 1988, N. Eng. J. Med. 319:537 - 541 ovat kuvanneet.
Hybridisointi suoritetaan 2 pmoolilla HRP-SSO-koetinta
5 ml:aa hybridisointiliuosta kohti.

Pesemisen j&lkeen suodattimet, jotka on mé&ara ke-
hittdad kromogeenisella <varisubstraatilla, huuhdellaan
100 mM natriumsitraatissa, pH 5,0, laitetaan sen jalkeen
100 mM natriumsitraattiin, pH 5,0, joka sisalt&& 0,1 mg/ml
3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiinid millilitraa kohti (Flu-
ka) ja 0,0015 prosenttista vetyperoksidia, ja inkuboidaan
varovasti sekoittaen 10 - 30 minuuttia huoneenlampdtilas-
sa. Kehitetyt suodattimet huuhdellaan vedess& ja kuvataan
valittomasti. TMB-osoitusjarjestelmd valmistetaan ja sita
k&ytetdan olennaisesti kuten AmpliType® DQalpha DNA-tyypi-
tys-testipakkauksessa on kuvattu, jonka on kehittanyt ja
valmistanut Hoffman-La Roche ja joka on saatavilla Perkin
Elmeriltd. Toisessa suoritusmuodossa suodattimet kehite-
tadan kemiluminesenssiosoitusjarjestelmalla (ECL; Amersham;
Arlington Heights, IL). Suodattimet huuhdellaan PBS:ssa
5 minuuttia ja laitetaan ECL-liuokseen 1 minuutiksi varo-
vasti sekoittaen. Suodattimet valotetaan sitten rdntgen-
filmille huoneenlampdtilassa 1 - 5 minuuttia.

Esimerkki 4

Kaanteis-"dot blot"-formaatti

Lajien identifiointi wvaatii jokaisen naytteen
altistamisen erilaisille lajispesifisille koettimille;
identtisyys osoitetaan silla, mitka koettimista sitoutuvat
nayte-DNA:han. Koska jokainen nayte altistetaan useille
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koettimille, k&anteis-"dot blot"-formaatti on tarkoituk-
senmukaisempi. Koettimet kiinnitet&an erillisille paikoil-
le membraanilla ja sen jalkeen koko membraani upotetaan
liuockseen, joka sisaltd3 amplifioidun kohde-DNA:n, jotta
hybridisoituminen membraaniin sitoutuneisiin koettimiin on
mahdollista. Kaanteis-"dot blot"-menetelmd on kuvattu yh-
ta aikaa vireillad olevissa hakemuksissa nrot 197 000 ja
347 495, julkaisussa Proc. Natl. Acad. Sci. 86:6230 -
6234, 1989, Saiki et al. ja AmpliType® DQalpha DNA-tyypi-
tys-testipakkauksessa, jonka on kehittanyt ja valmistanut
Hoffmann-La Roche, ja joka on saatavana Perkin Elmerin
kautta. Amplifikaatioalukkeet biotinyloidaan, kuten Leven-
son ja Chang, 1989, supra, ovat kuvanneet, niin ettd mika
tahansa amplifioitu DNA, joka hybridisoituu membraaniin
sidottuihin koettimiin, voidaan osoittaa helposti.

Eraiassi suoritusmuodossa osoittaminen suoritetaan
saattamalla streptavidiiniin konjugoitu piparjuuriperoksi-
daasi (SA-HRP) reagoimaan mink& tahansa biotinyloidun
(alukkeiden kautta), amplifioidun DNA:n kanssa, joka on
hybridisoitunut membraaniin sitoutuneeseen koettimeen.
N&in HRP sitoutuu SA-biotiinivuorovaikutuksen valityksella
amplifioituun DNA:han, ja sita voidaan kayttad muodosta-
maan signaali erilaisilla hyvin tunnetuilla menetelmilla,
sellaisilla kuten muodostamalla varillinen yhdiste, esim.
hapettamalla tetrametyylibentsidiini (ks. US-patenttijul-
kaisu nro 4 789 630).

Vaikka koetin voidaan kiinnitt&& membraaniin milla
tahansa menetelmills, edullinen menetelmd& kasitt&ad oligo-
nukleotidikoettimen hybridisoituvan alueen "hannittdmisen"
paljon pitemmalla poly-dT-sekvenssillé. Nain saatava poly-
dT-"hant4" voidaan sitten saattaa reagoimaan nailonmemb-
raanilla olevien amiiniryhmien kanssa koettimen kiinnitta-
miseksi kovalenttisesti membraaniin. Taté reaktiota voi-
daan helpottaa UV-sateilytyksella.
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Terminaalista deoksiribonukleotidyylitransferaasia
(TAT, Ratliff Biochemicals, alla esitettyihin reaktioihin
kaytetdan konsentraatiossa, joka on noin 120 yksikk&é&/pul,
joka on 100 pmoolia/ul) voidaan ka&yttad muodostamaan poly-
dT-hantd koettimeen, vaikka hannitetty koetin voidaan myds
syntetisoida kaupallisesti saatavalla DNA-syntetisaatto-
rilla. Kaytettiess&d DNA-syntetisaattoria hd&nnitetyn koet-
timen valmistamiseksi tulisi ha&nta kuitenkin liittaad koet-
timen 5'-pa&h&n, niin ettd ei-toivottu ennenaikainen ket-
jun padttyminen tapahtuu pddasiallisesti h&nnan alueella.

TdT-reaktiot tulisi suorittaa noin 100 pl:n tila-
vuudessa sisaltden 1X TdT-suoloja, 200 pmoolia oligo-
nukleotidia, 800 uM DTT:td Jja 60 yksikkdad TdT:ta. 10X
TdT-suolat ovat 1 000 mM K-kakodylaattia, 10 mM CoCl,:a,
2 mM ditiotreitolia, 250 mM Tris-Cl:a, pH 7,6, ja se val-
mistetaan kuten Roychoudhury ja Wu-julkaisussa Meth.
Enzymol. 65:43 - 62 ovat kuvanneet, ja johon tassa vii-
tataan. Voidaan valmistaa 8 mM dTTP:n 1l0X-varastoliuos
(neutraloitu pH:hon 7 NaOH:1la) mukavuuden vuoksi.

TdT-reaktio tulisi suorittaa 37 °C:ssa kaksi tuntia
ja sen jalkeen pysayttdd lis&damalla 100 pl 10 mM EDTA:a,
pH 8. Hannitetyn oligonukleotidin lopullinen konsentraatio
on 1 uM (1 pmoolia/pl) ja homopolymeerih&nné&n pituus on
noin 400 tahdettd. Ha&nnan pituutta voidaan muuttaa saata-
malla dTTP:n molaarista suhdetta oligonukleotidiin. Hanni-
tettyja koettimia voidaan varastoida -20 °C:ssa kayttddn
asti.

Edullinen nailonmembraani kaanteis-"dot blot"-for-
maattia varten on Biodyne™B-nailonmembraani, 0,45 mikronin
huokoskoko, valmistaja Pall ja jota myds myy ICN BioTrans~
™_nailonmembraanina. Koettimet voidaan spotata membraanil-
le erittain tarkoituksenmukaisesti Bio-Dot™-"dot blot"-
laitteella, jota valmistaa BioRad. Jokainen koetin spota-
taan ainutkertaiseen, erilliseen kohtaan membraanilla.

Noin 2 -10 pikomoolia jokaista h&nnitettyd koetinta sekoi-
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tetaan ensiksi 50 - 100 ul:n kanssa TE-puskuria, ennen
kuin sita laitetaan "dot blot"-laitteeseen. "Dot blottauk-
sen" jalkeen membraani laitetaan lyhyeksi aikaa absorbtio-
paperille ylimdaraisen liuoksen poisvetamiseksi. Sen jal-
keen membraani laitetaan UV-valolaatikon sisadlle, sellai-
sen kuten Stratalinker™-valolaatikko, jota valmistaa Stra-
tagene, ja se altistetaan 50 - 60 millijoulea/cm?:n vuolle
254 nm:ssd kiinnittamaan hénnitetty koetin nailonmembraa-
nille. Nopean huuhtomisen jalkeen (noin 15 minuuttia hyb-
ridisointiliuoksessa) sitoutumattoman koettimen poista-
miseksi, membraani on valmis hybridisoitavaksi biotinyloi-
dun PCR-tuotteen kanssa.

Amplifioidut PCR-tuotteet denaturoidaan Kkuumenta-
malla 95 °C:seen 3 - 10 minuutiksi, ja 40 pl denaturoitu-
nutta PCR-tuotetta lis&t&&n jokaiseen koetinpaneeliin hyb-
ridisointia varten. Hybridisointi suoritetaan 57 °C:ssa
20 minuutin ajan ravistaen vesihauteessa hybridisointi-
puskurissa, joka muodostuu 0,5X SSC:sta, 0,25 % SDS:sta
ja 5X Denhardtin 1liuoksesta. Hybridisointipuskuri kor-
vataan 3 ml:lla liuosta, joka muodostuu 25 pul:sta SA-
HRP:a, joka on kaupallisesti saatavana Perkin Elmerilta,
3,1 ml:ssa hybridisointipuskuria, ja inkuboidaan 20 mi-
nuuttia 57 °C:ssa ravistaen vesihauteessa.

Peseminen suoritetaan pesupuskurissa, 3jossa on
2X SSC:t& ja 0,1 % SDS:aa. Membraanin nopean huuhtelemisen
jalkeen 10 ml:ssa pesupuskuria suoritetaan 12 minuutin
voimakas pesu 10 ml:ssa puskuria 57 °C:ssa. Toinen 5 mi-
nuutin pesu huoneenlampdtilassa suoritetaan sen jalkeen,
jota seuraa 5 minuutin pesu 10 ml:ssa 0,1 M natriumsit-
raattia, pH 5,0.

Kromogeenin sitominen suoritetaan 5 ml:ssa kromo-
geeniliuosta, joka muodostuu 5 ml:sta 0,1 M natriumsit-
raattia, 5 pl:sta 3-%:ista vetyperoksidia ja 0,25 ml:sta
kromogeenia (TMB Perkin Elmeriltd) 25 - 30 minuuttia huo-

neenlampdtilassa. Kolme 10 minuutin pesua tislatussa ve-
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dessia suoritetaan huoneenlampdtilassa. Jalkipesu 1X
PBS:114 huoneenlampdtilassa 30 minuutin ajan voi voimistaa
signaalin laatua. Niiden vaiheiden aikana, joissa kromo-
geenia on léasnd, membraanin tulisi olla suojattu valolta
aluminiumkalvopaddllyksell&d. Kehitetty membraani tulisi
valokuvata pysyvaksi tallenteeksi.

Esimerkki 5

Mykobakteerien DNA:n osoittaminen

Mykobakteerien DNA:n osoittaminen suoritettiin amp-
lifioimalla suvulle spesifisten alukkeiden KY18 (SEQ ID
NO:1) ja KY75 (SEQ ID NO:2) biotinyloitujen muotojen kans-
sa kayttamalld edelld esimerkiss& 2 kuvattua menetelmaa,
jota seurasi hybridisointi suvulle spesifisiin koettimiin
KY101 (SEQ ID NO:3) ja KY102 (SEQ ID NO:4) k&yttamalla
edells esimerkissd 3 kuvattua "dot blot"-koetta. Ylavirran
alukkeen KY18 (SEQ ID NO:1) ja alavirran alukkeen KY75
(SEQ ID NO:2) hybridisoituvien alueiden sekvenssit on esi-
tetty taulukossa 1 edelld. Suvulle spesifisten alukkeiden
KY101 (SEQ ID NO: 3) ja KY102 (SEQ ID NO:4) hybridisoitu-
vien alueiden sekvenssit on esitetty taulukossa 2 edella.

Suvulle spesifisid alukkeita KY18 (SEQ ID NO.1) ja
KY75 (SEQ ID NO.2) kaytettiin polymeraasiketjureaktioamp-
lifikaatioissa (PCR) amplifioimaan nukleiinihappo 15:sta
Mycobacterium-lajista. Tulokset on esitetty taulukossa 4.
Kuten oletettiin KY18 (SEQ ID NO. 1)/KY75 (SEQ ID NO. 2)
amplifioi DNA:n kaikista muista Mycobacterium-lajeista
paitsi M. simiaesta. M. simiaen tai M. chitaen DNA:n amp-
lifioitumista ei odotettu, koska KY75:n (SEQ ID NO.2)
3'-p&dan emaksista nelja viidestd eroaa M. simiaesta
ja 3'-p&&n emdksistd kaksi erocaa M. chitaesta. Koska
M. simiaen liittyminen ihmisen sairauteen on kuitenkin ra-
portoitu harvoin, osoittaminen ei ole kliinisesti téarkeaa.
Poikkeuksena M. xenopin ja M. terraen DNA, kaikki hybrid-

isoitunut amplifioitu mykobakteerien DNA osoitettiin hyb-
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ridisoimalla suvulle spesifisiin koettimiin KY101 (SEQ ID
NO.3) ja KY102 (SEQ ID NO.4).

Taulukko 4
Erilaisista mykobakteerilajeista perdisin olevan DNA:n
amplifikaatio ja hybridisointi suvulle spesifisiin koetti-
miin
Mykobakteeri Amplifikaatio Hybridisoituminen

M. tuberculosis +

M. scrofulaceum
M. fortuitum

M. avium

M. kansasii

M. intracellulare
M. phlei

M. smegmatis

+ + + + + 4+ +

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

o+ + FF o+ o+ +
+ +

+ + +
+ +

Niiden alukkeiden spesifisyys testattiin yritta-
malla amplifioida DNA 22 erilaisesta ei-mykobakteerila-
jista. Amplifikaatiotuotteita saatiin vain Corynebacter

Diptheriaen ja Corynebacter xercsisin, Nisseria siccain ja

_ Propionibacterium acnesin DNA:sta. Nama amplifikaatiotuot-

teet eivat kuitenkaan hybridisoituneet suvulle spesifisten
koettimien kanssa, niin ett&d ei saatu yht&an vaaria posi-
tiivisia tuloksia. Testatut organismit on esitetty tau-
lukossa 5 alla.
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Taulukko 5

Ei-mykobakteeriorganismeista perdisin olevan DNA:n ampli-
fikaatio

Organismi Amplifikaatio Hybridisocituminen

Bordatella pertussis - -
Borrelia burgdorferi
Corynebacter diphtheriae

+ o+
‘

Corynebacter xerosis -
Enterobacter aerogenes - -
Escherichia coli - -
Haemophilus influenzae - - -
Klebsiella pneumoniae - -
Legionella pneumophila - -

Neisseria gonorrhea

Neisseria meningitidis

Nisseria sicca

+ +
[}

Propionibacterium acnes
Psuedomonas aeruginosa - -
Salmonella typhimurium - -
Serratia marcescens - -
Staphylococcus aureus - -
Streptococcus agalactiae - -
Streptococcus pyogenes - -
Streptomyces hygrocopicus - -
Streptomyces rubiginosis - -
Treponema pallidum - -

Esimerkki 6

Lajien identifiointi

Kun mykobakteerien nukleiinihappo on osoitettu
kliinisess&i naytteessa, se laji, josta nukleiinihappo on
perdisin, voidaan maarittaa hybridisaatiolla lajille spe-
sifisten koettimien kanssa k&ytt&en esimerkin 4 mukaista

kaanteis-"dot blot"-formaattia. Kliinisesti mielenkiintoi-
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set lajit, jotka on m&ard osoittaa talla jarjestelylla,
ovat M. avium, M. intracellulare, M. kansasii ja M. tuber-
culosis. Lis&ksi M. gordonaen osoittaminen on toivottavaa,
koska tam& organismi 1l6ydet&dn usein kliinisista
naytteista.

Kuvassa 1 esitet&dan taulukossa 3 esitetyista koet-
timista valittujen lajispesifisten koettimien spesifisyys-
kokeen tulokset. Jokaisen koettimen hybridisoituvan alueen
sekvenssi yhdessi oletetun spesifisyyden kanssa on esitet-
ty taulukossa 3 edella. Amplifioituja tuotteita 13 erilai-
sen Mycobacterium-lajin puhdisteusta DNA:sta kaytettiin
testaamaan seki suvulle spesifisten ettd lajispesifisten
koettimien spesifisyyttéd. Jokaiselle lajille amplifioitiin
1 pg DNA:ta, joka oli puhdistettu viljellyisté bakteereis-
ta (noin 300 bakteerigenomin ekvivalentti), kuten esimer-
kissa 2, kayttden biotinyloituja alukkeita. Koettimen hyb-
ridisoitumisen havaitseminen suoritettiin k&yttéen esimer-
kin 4 mukaista k&inteis-"dot blot"-formaattia. Amplifioi-
dun DNA:n lasndolon positiiviseksi kontrolliksi sisally-
tettiin suvulle spesifisid koettimia koeliuskoille yhdessa
lajispesifisten koettimien kanssa.

Esimerkki 7

Mykobakteerien 16S rRNA:n amplifikaatio

16S rRNA voidaan amplifioida ensin muodostamalla
cDNA kainteistranskriptiolla ja amplifioimalla cDNA. Kay-
tetaan samoja alukkeita kuin esimerkissa 2 edellad. Téassa
esimerkissi seka korkeassa lampdtilassa tapahtuva kaan-
teistranskriptio ettd PCR-amplifikaatio suoritetaan lampd-
stabiilin Tth-polymeraasin kanssa.

Kainteistranskriptio suoritetaan 20 pl:n tilavuu-
dessa sisaltien seuraavat komponentit: 8 pl H,0:ta, 2 pl
10X RT-reaktiopuskuria (100 mM Tris-HCl, pH 8,3 ja 900 mM
KCl), 2 pl 10 mM MnCl,:a, 2 pl dNTP-liuosta (2 mM jokaista
dATP, 4CTP, dGTP ja dTTP H,0:ssa, pH 7,0), 2 ul "alavirran"
aluketta (7,5 mM H,0:ssad), 2 pl 0,18 uM Tth-polymeraasia
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1X varastopuskurissa (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM
KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,2 % Tween 20 (Pierce Sur-
factants), 50 % (til./til.) glyseroli) ja 2 ul templaatti-
RNA-liuosta (<250 ng 10 mM Tris-HCl:ssa ja 1 mM EDTA:ssa).
Kaikki liuokset, jotka eivat sisdlld Trisid ké&sitelldéan
dietyylipyrokarbonaatilla (DEPC) kaiken kontaminoivan ri-
bonukleaasin poistamiseksi, kuten Maniatis et al. teokses-
sa Molecular Cloning, a Laboratory Manual (Cold Springs
Harbor Laboratory, New York), 1982, sivulla 190 ovat ku-
vanneet. Kdanteistranskriptio suoritetaan 72 °C:ssa 5 mi-
nuutin ajan termosyklerissa. Reaktio pysaytetadn jaahdyt-
t&dmélla reaktioseos 4 °C:seen jaalla.

PCR-amplifikaatio suoritetaan seuraavilla lisatyil-
14 reagensseilla: 2 pl jaljelld olevaa aluketta (7,5 mM
H,0:ss84), 2 pl dNTP-liuosta (10 mM jokaista dATP, dCTP,
dGTP ja ATTP H,O:ssa&, pH 7,0), 8 ul 10X PCR-reaktiopuskuria
(100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 1 mM KC1, 18,75 mM MgCl,, 7,5 mM
EGTA ja 50 % (til./til.) glyseroli) ja 68 pl DEPC:11a ka-
siteltyd H,0:t&. Nukleiinihappo amplifioidaan Perkin Elmer
Thermal Cyclerissa ka&yttden samaa lampdprofiilia kuin esi-
merkissd 2. Amplifioitu tuote analysoidaan kuten aikaisem-
missa esimerkeissa.

Esimerkki 8

Mikrotiitterilevykoe Mycobacteriumien osoittamisek-
si

Tassa keksinndn suoritusmuodossa koetin kiinnite-
t&d4&n mikrotiitterilevyn kuoppaan. Amplifioitu kohde-DNA
hybridisoidaan sidottuun koettimeen kuten edell& on kuvat-
tu. Kuten edellisessd esimerkissd amplifikaatioalukkeet
biotinyloidaan sidottuihin koettimiin hybridisocituvan amp-
lifioidun DNA:n osoittamisen mahdollistamiseksi.

BSA:iin konjugoituneiden haluttujen koettimien an-
nettiin ensin adsorboitua yksittdisten kuoppien muovipin-

noille. Kuopat blokattiin sitten proteiinilla, sellaisella
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kuten naudan seerumin albumiini. Edullisesti ké&ytetaan
96-kuoppaisia lyvyja, joita saadaan Corningilta.

Sen jalkeen kun amplifikaatio on suoritettu lop-
puun, PCR-putket poistettiin termosykleristéd (Perkin
Elmer). 100 mikrolitraa denaturointiliuosta lisattiin jo-
kaiseen PCR-putkeen. Kutakin putkea varten kaytetaan uutta
pipetin ké&rkea. Eraassa suoritusmuodossa osoittamista ei
voida suorittaa heti. Siin& tapauksessa PCR-putkia séaily-
tettiin yén yli 2 - 8 °C:ssa. Denaturoidut amplifikaatio-
reaktioseokset muuttuvat viskooseiksi varastoitaessa 2 -
g8 °C:ssa. Putkia lammitettiin nopeasti 25 - 30 °C:ssa
ennen niiden aukaisemista pipetoinnin helpottamiseksi.

Sopiva maara kahdeksankuoppaisia mikrotiitterilevy-
liuskoja (vahint&an 2 liuskaa) poistettiin ja asetettiin
mikrotiitterilevykehykseen. 100 mikrolitraa hybridisointi-
puskuria pipetoitiin mikrotiitterilevyn jokaiseen kuop-
paan.

Denaturointiliuos sisaltaa 0,4 M NaOH:a; 80 mM
EDTA:a ja 0,005 % Thymol-sinista. Hybridisointi/neutra-
lointipuskuri sisaltaa: 3 M NaSCN:a; 80 mM NaH,PO,:a; 10 mM
NaH,PO,:a ja 0,125 % Tween 20:ta. Ennen kayttda pH:n tar-
kastetaan olevan 5,0+/-0,2.

Kayttien paistéan suljettavaa monikanavaista pipe-
ttid 25 ul denaturoitunutta amplifikaatioreaktioseosta
jokaisesta tarjottimella olevasta PCR-putkesta pipetoitiin
vastaavaan kuoppakohtaan mikrotiitterilevylld. Levy pei-
tettiin mikrotiitterilevykannella ja sitéa kopautettiin
varovasti sivulta 10 - 15 kertaa. Ne kuopat, joihin on
suoritettu oikea reagenssien pipetointi, muuttuvat varil-
taan vaalean keltaisiksi. Jollei havaita ollenkaan muutos-
ta tai havaitaan vain yksitt&inen muutos siniseen variin,
on lisatty ylimdarin amplikonia. Koetta jatketaan, niin
kauan kuin positiiviset OD-arvot kasvavat, mutta negatii-
viset OD-arvot eivat muutu. Levya inkuboitiin 60 minuuttia

37 oC:ssa. Alkuhybridisaation jalkeen 37 °C:ssa yhden tun-
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nin ajan hybridisaatio/neutralointipuskuri poistettiin ja
korvattiin samalla puskurilla, ja levyad inkuboitiin lisaa
15 minuuttia 37 °C:ssa.

Inkuboinnin jalkeen levya pestiin viisi kertaa pe-
suliuoksella. Levyn pesu voidaan suorittaa k&sin tai auto-
matisoidulla asianmukaisesti ohjelmoidulla mikrotiitteri-
levypesurilla. Pesua varten kaytettiin 1X PCR-pesupusku-
ria. 10X PCR-pesupuskurikonsentraatti valmistettiin seu-
raavasti: 9,94 grammaa litraa kohti kaksiemiksista nat-
riumfosfaattia; 4,41 grammaa litraa kohti natriumfosfaat-
tia (yksiemé&ksinen); 3,722 grammaa litraa kohti EDTA:a;
87,66 grammaa litraa kohti natriumkloridia; 13,7 grammaa
litraa kohti Tween 20:t& ja 10 grammaa litraa kohti Pro
Clin 300:aa (Rohm ja Haas; Philadelphia, PA). Liuoksen pH
sdadetaan fosforihapolla (pH 6,5 - 7,1 on edullinen).

Kasin suoritettavaa pesua varten levyn sisaltd tyh-
jennettiin ja ravistettiin kuivaksi. 300 mikrolitraa pesu-
liuosta lisattiin levyn jokaiseen testattavaan kuoppaan ja
levyn annettiin kuivua 15 - 30 sekuntia. Levy tyhjennet-
tiin jalleen ja ravistettiin kuivaksi. T&t& pesuprosessia
toistettiin neljd kertaa lisaa.

Automatisoidussa mikrolevypesurissa kdytettiin seu-
raavaa menetelmda. Kuoppien sis&ltd ilmastettiin. Pesuri
ohjelmoitiin lis&d&mian 350 mikrolitraa ty®dpesuliuosta jo-
kaiseen testattavaan levyn kuoppaan ja niitd liuotettiin
30 sekuntia ja ilmastettiin. Vaiheita toistettiin nelja
kertaa lis&a. Sen jalkeen levy ravistettiin kuivaksi.

100 mikrolitraa konjugaattia lisdttiin jokaiseen
testattavaan levyn kuoppaan. Avidiini-HRP-konjugaatti val-
mistetaan seuraavasti. Laimennettu aine sisdlt&a 0,1 mo-
laarista; 0,25 % Emulsit 25:t& (DKS International, Inc.,
Tokio, Japani), 1,0 % Kathon CG:t& (Rohm ja Haas, Phila-
delphia, PA), 0,1 % fenolia, 1,0 % naudan gammaglobulii-
nia. Liuoksen pH s&adettiin 7,3:een konsentroidulla

HCl:1la. Tahan laimennettuun aineeseen lis&ttiin 10 nM



10

15

20

25

30

35

106213

41

konjugoitua avidiinia (Vector Labs, Burlingame, CA). Levy
peitettiin sen jalkeen ja sitten sita inkuboitiin 50 mi-
nuuttia 37 °C:ssa ja jalleen pestiin kuten edelld on ku-
vattu. Tydsubstraatti valmistettiin sekoittamalla 2,0 ml
substraattia A ja 0,5 ml substraattia B jokaista kahden
8-kuoppaisen mikrotiitterilevyliuskan monikertaa (16 koet-
ta) varten. Substraatti A sisaltaa 3 mM vetyperoksidia,
6,5 mM sitraattia ja 0,1 % Kathon CG:td. Substraatti B
sisdltisd 4,2 mM 3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiinia ja 40 %
dimetyyliformamidia. Tydsubstraatti valmistettiin aikai-
sintaan kolme tuntia ennen kayttdéa ja sita sailytettiin
suojassa suoralta auringonvalolta.

100 mikrolitraa tydsubstraattia (substraattien A ja
B seos) lis&ttiin jokaiseen testattavaan levyn kuoppaan.
Levy peitettiin sen jalkeen ja sit& inkuboitiin pimeassa
10 minuuttia huoneenlampdtilassa (20 - 25 °C). 100 mikro-
litraa Stop-reagenssia (5 % H,S0O,) lisattiin jokaiseen tes-
tattavaan kuoppaan. Jokaisen kuopan absorbanssi 450 nm:ssa
luettiin yhden tunnin sisdllé& Stop-reagenssin lisaamises-
t&. Absorbanssiarvo rekisterditiin naytteelle ja kontrol-
lille.

Esimerkki 9

Mykobakteerien nukleiinihappojen amplifiointi- ja
osoittamismenetelmissid kdyttokelpoisen positiivisen kont-
rollivektorin konstruointi

Syntetisoitiin oligonukleotideja, jotka sisaltavat
lajispesifisi& koettimeen sitoutuvia sekvenssej& sek& nii-
den komplementteja (KY178[SEQ ID NO. 24]-KY181[SEQ ID NO.
27] alla). (Nama oligonukleotidit sisaltavat tunnistuskoh-
tia restriktioentsyymeille kummassakin pa&ssa helpottamaan
kloonausta.) Yksi mikrogramma kumpaakin KY178 (SEQ ID NO.
24) ja KY179 (SEQ ID NO. 25) tai KY180 (SEQ ID NO. 26) ja
KY181 (SEQ ID NO. 27) yhdistettiin, kuumennettiin 5 mi-
nuuttia 98 °C:ssa, jonka jalkeen inkuboitiin yksi tunti
75 °C:ssa komplementaafisten sdikeiden toisiinsa 1iitty—
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misen mahdollistamiseksi. Toisiinsa liitetyt tuotteet ero-
tettiin jaljelle j&&neista yksisdikeisistd oligonukleoti-
deistd elektroforeesilla 3 % Nusieve (FMC Products)/1 %
agaroosigeelin 1api. Kaksisaikeisten tuotteiden‘vyéhykkeet
leikataan irti ja DNA eluoidaan. DNA-fragmentit pilkotaan
sen jalkeen sopivilla restriktioentsyymeilla ja ligatoi-
daan toisiinsa. Ligaatiotuotteet eristet&an Nusieve/aga-
roosigeelist& kuten edelld on esitetty.

Valmistettiin vastaanottava vektori. Vastaanottava
vektori oli plasmidi, johon M. tb 16S rRNA-geenin frag-
mentti, joka sisdlsi alukkeen ja koettimen sitomiskohdat,
on insertoitu ja se valmistettiin seuraavasti.

50 pikogrammaa M. tuberculosisin DNA:ta amplifioi-
tiin k&yttden alukkeita KY70 (SEQ ID NO. 28) ja CRO1 (SEQ
ID NO. 29) 50 pmol:n CROl:ta (SEQ ID NO. 29), 80 pmol:n
KY70:t4 (SEQ ID NO. 28), 20 nmol:n kutakin dNTP:ta,
2,5 yksikdén Tag-polymeraasia ja 1 X PCR-puskuria (50 mM
Tris-HCl, pH 8,9; 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,) lasnaollessa
kokonaisreaktiotilavuudessa 100 mikrolitraa. Termiset
kierratysolosuhteet ovat kuten esimerkissd 2 on esitetty.
Amplifikaatiotuotteet uutettiin 100 mikrolitralla kloro-
formia.

Amplifikaatiotuotteet ja vektori pBS(+) (Stratage-
ne) pilkottiin molemmat restriktioendonukleaasilla Pst I,
uutettiin kerran fenoli/kloroformilla ja sen jalkeen saos-
tettiin etanolilla. (CRO1 sis&lt&i Pst I-kohdan 5'-paassa
ja amplifikaatiotuote sis&lt&i sisdisen Pst I-kohdan ala-
virtaan mykobakteereille spesifisten alukkeiden ja koetti-
mien sitoutumiskohdista.) Pst I:11& pilkottu vektori de-
fosforyloitiin k&sittelemdllad vasikansuolifosfataasilla
(Maniatis), uutettiin fenoli/kloroformilla ja saostettiin
etanolilla. Valmistetut amplifikaatiotuotteet ligatoitiin
vektoriin standardiolosuhteissa (Maniatis).

Ligatoitu DNA transformoitiin kompetenttiin E.

coliin. Pesakkeet, jotka sigdlsivat plasmideja, jotka si-



10

15

20

25

30

106213

43

saltavat halutun insertin, identifioitiin pesdke-téapla-
hybridisaatiolla tb-spesifiseen koettimeen KY21 (SEQ 1ID
NO. 5) seuraavasti. Bakteerit levitettiin nitroselluloosa-
suodatinlevylle, joka oli laitettu ravintoagarlevylle, ja
niiden annettiin kasvaa yoén yli. Suodatin poistettiin ja
laitettiin perakk&ain (bakteeripuoli yldéspain) 3MM suoda-
tinpapereille, jotka oli kostutettu 10 % SDS:1la (3 mi-
nuuttia), 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl:1la (5 minuuttia), 0,5 M
Tris-HC1l, pH 8/1,5 M NaCl:lla (5 minuuttia) ja 2X SSC:lla
(5 minuuttia). Suodattimet kuivattiin ilmassa. DNA risti-
sidottiin suodattimelle UV-sateilytykselld ja sen jalkeen
hybridisoitiin KY2l:een (SEQ ID NO. 5) ja pestiin kuten

esimerkissi 3 on kuvattu.

Oligonukleotidisekvenssit:
KY70-SEQ ID NO. 28

5! GCGGTACCTG CACACAGGCC ACAAGGGAA
CRO1-SEQ ID NO. 29
5! CGCCTGCAGT TAACACATGC AAGTCGAACG G

Tama vektori, jota kutsutaan pKYS:ksi, pilkottiin
restriktioentsyymeilld Sty I ja Xho I 174 emasparin frag-
mentin poistamiseksi, joka sisdlsi lajispesifisen koetti-
men sitoutumiskohdan, mutta jattden alukkeen ja suvulle
spesifisen koettimen sitoutumiskohdat koskemattomiksi.
Pilkottu plasmidi erotettiin 174 emasparin fragmentista
elektroforeesilla 1,5-%:isen alhaisessa lampdtilassa sula-
van agaroosigeelin 1lapi. Vektorin sisaltava vydhyke lei-
kattiin irti geelist& ja puhdistettiin kromatografisesti
NACS-pylvaan lapi (Bethesda Research Lab) ja etanolilla
saostamalla. Inserttifragmentti, joka sisaltaa tunnistus-
kohdat lajispesifisille koettimille, ligatoidaan valmis-
tettuun vektoriin. Ligaatiotuotteet transformoidaan kompe -

tentteihin is&nt&bakteereihin.
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Transformantit, jotka sis&lt&vat sopivat insertit,
identifioidaan PCR-amplifikaatiolla. Transformanttibaktee-
ripesdkkeet suspensoidaan uudelleen 0,5 ml:aan TE-pus-
kuria. 50 mikrolitraa bakteerisuspensiota laitetaan
PCR-reaktioputkiin, jotka sis&ltivat mykobakteeri-DNA:n
amplifikaatioon tarvittavat komponentit, ja amplifikaatio
suoritetaan, kuten edelld on esitetty. Bakteerit, jotka
sisdltavat halutun insertin sis&lt&vat plasmidit, tuotta-
vat 640 emadsparin PCR-tuotteita kayttéen alukeparia KY18
(SEQ ID NO. 1) ja KY75 (SEQ ID NO. 2). Bakteereiden, jotka
sisaltavat alkuperaisen pKY5-plasmidin, amplifikaatio
tuottaa 584 emdsparin PCR-tuotteita.

Nain muodostetut amplikonit voidaan hybridiscida
mykobakteereiden suvulle spesifisten ja lajispesifisten
koettimien kanssa k&anteis-"dot blot"-hybridisaatiolla,
kuten esimerkissd 4 on kuvattu, esimerkeiss& kuvattujen
suvulle spesifisten ja lajispesifisten koettimien hybri-
disaatiokohtien lasndolon varmistamiseksi. Positiivinen
kontrolliplssmidi voidaan valmistaa samalla tavalla hybri-
disoitavaksi sukukoettimiin ja lajispesifisten koettimien
valittuun alajoukkoon. Esimerkiksi testipakkauksen muodos-
sa voi olla toivottavaa sisdllyttda positiivinen kontrol-
liplasmidi tuberkuloosin erottamiseksi muista lajeista,
sekvenssit KY178-KY181 (SEQ ID NOT 24-27) sisaltavan posi-
tiivisen kontrolliplasmidin sis&dllytt&misen lisaksi.

Oligonukleotidisekvenssit:

KY178 - SEQ, ID 2

5 CCATCGATAG GACCATTICTG CGCATGTGGT
TAGGACCACA GGACACATGA AGGCTCACTT
CACTTGGCGC | ATGCCTTGTG GTGGAAAGCT
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KY179 - SEQ. ID NO. 25

5  TGCCTTGGAA GCTTTCCACC ACAAGGCATG
CAACCCACAA AGTGAGCCTT CATGTGTCCT
ACCCACCACA CCACATGCGC AGAATGGTCC

KY180 - .

5-  CCGCTCGAGA CGGGATGCAT GTCTTGTGGT
CTTTAGGCGC ATGTCTTTAG GTGGAAAGCT
CTGGTGGAAA GCTTTTGCAT CGATGG 3’

KY181 - SEQ. ID NO. 2

§  CCATCGATGC AAAAGCTTTC CACCAGAAGA
TTCCACCTAA AGACATGCGC CTAAAGTTAC
CAAGACATGC ATCCCGTCTC GAGCGG 3

Esimerkki 10

Positiivisen kontrolliplasmidin kayttd

Positiivisen kontrolliplasmidin eras kayttd on amp-
lifikaation tehokkuuden tarkkailussa missa tahansa spesi-
fisessi kokeessa. Tallaisissa sovellutuksissa valmistetaan
positiivisen kontrolliplasmidin sarjalaimennoksia. Plasmi-
din tunnettuja kopiomA&rid voidaan kaytt&a templaatteina
amplifikaatioreaktioissa. Pienin mdarad plasmidin DNA-mole-
kyyleja, joka voidaan amplifioida, antaa mitan amplifikaa-
tioreaktion tehokkuudelle. Toinen positiivisen kontrolli-
plasmidin kayttd on muodostaa tuotteita, joita voidaan
kayttiad tarkkailtaessa tehokkuutta, jolla suvulle ja la-
jille spesifiset koettimet osoittavat mykobakteereiden
DNA:ta. Edellad kuvatulla tavalla muodostuneet amplifikaa-
tiotuotteet voivat toimia substraattina hybridisaatioreak-
tiossa. Sopivien hybridisaatiosignaalien muodostuminen
mahdollistaa sen arvionnin, kuinka hyvin koettimet kykene-

vat osoittamaan mykobakteerien DNA:ta.



10

15

20

25

30

35

16 - 106213

SEKVENSSILISTAUS

- SEQ ID NO:1:N TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 23 emésparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: vksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:1:
CACATGCAAG TCGAACGGAA AGG 23

SEQ ID NO:2:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 24 emdsparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:2:
GCCCGTATCG CCCGCACGCT CACA 24

SEQ ID NO:3:N TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 30 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisadikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:3:
TCGCGTTGTT CGTGAAATCT CACGGCTTAA 30

(2) SEQ ID NO:4:N TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 30 emadsparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
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(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:4:
TCGCGTTGTT CGTGAAAACT CACAGCTTAA 30

- SEQ ID NO:5:N TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 36 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksis&dikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:5: '
ACGGGATGCA TGTCTTGTGG TGGAAAGCGC TTTAGC 36

- SEQ ID NO:6:N TIEDOT:

(2)

(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 30 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksis&ikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:6:
ACTTGGCGCA TGCCTTGTGG TGGAAAGCTT 30

SEQ ID NO:7:N TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 30 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksis&ikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:7:
TTTAGGCGCA TGTCTTTAGG TGGAAAGCTT 30
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- SEQ ID NO:8:N TIEDOT:
SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(1)

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

PITUUS: 34 eméasparia
TYYPPI: nukleiinihappo
SAIKEISYYS: yksisaikeinen
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:8:
TCAAGACGCA TGTCTTCTGG TGGAAAGCTT TTGC 34

(ix)

- SEQ ID NO:9:N TIEDOT:
SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(i)

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

PITUUS: 30 emasparia .
TYYPPI: nukleiinihappo
SAIKEISYYS: yksisaikeinen
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:9:
TCCCGAAGTG CAGGCCAGAT TGCCCACGTG 30

- (2) SEQ ID NO:10:N TIEDOT:
SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(1)

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

PITUUS: 30 emasparia
TYYPPI: nukleiinihappo
SAIKEISYYS: yksisaikeinen
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:10:
GAAGGCTCAC TTTGTGGGTT GACGGTAGGT 30

- SEQ ID NO:11:N TIEDOT:
SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(i)

(A)
(B)

(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen

(D)

PITUUS: 30 emasparia
TYYPPI: nukleiinihappo

TOPOLOGIA: lineaarinen

106213
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(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(ix)

- SEQ ID NO:

SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:11:
GCAATCTGCC TGCACACCGG GATAAGCCTG 30

12:N TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(ii)

(ix)

(A) PITUUS: 34 emasparia

(B) TYYPPI: nukleiinihappo

(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:12:

GGGTCTAATA CCGAATAGGA CCACAGGACA CATG 34

- (2) SEQ ID NO:13:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(ii)

(ix)

(A) PITUUS: 30 emasparia

(B) TYYPPI: nukleiinihappo

(Cc) SAIKEISYYS: yksisaikeinen

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:13:

TCGCGTTGTT CGTGAAATCT CACAGCTTAA 30

- SEQ ID NO:14:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(ii)

(ix)

(A) PITUUS: 30 emasparia

(B) TYYPPI: nukleiinihappo

(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:14:

TCGCGTTGTT CGTGGAATCT CACAGCTTAA 30
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- SEQ ID NO:15:N TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 30 emisparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:15:
TCGCGTTGTT CGTGGAATGC CACAGCTTAA 30

- SEQ ID NO:16:N TIEDOT:

(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 30 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(1x) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:16:
ATAGGACCAT TCTGCGCATG TGGTGTGGTG 30

- SEQ ID NO:17:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 24 emlsparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:17:
ACCTCAAGAC GCATGTCTTC TGGT 24

- SEQ ID NO:18:N TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 24 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
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(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:18:
CCGAATAGGA CCACAGGACA CATG 24

- SEQ ID NO:19:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

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

PITUUS: 24 emasparia
TYYPPI: nukleiinihappo
SATIKEISYYS: yksis&ikeinen
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:195:
ACCTTTAGGC GCATGTCTTT AGGT 24

- SEQ ID NO:20:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(A)
(B)
(c)
(D)

PITUUS: 24 emasparia
TYYPPI: nukleiinihappo
SAIKEISYYS: yksisdikeinen
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:20:
AACACTTGGC GCATGCCTTG TGGT 24

- SEQ ID NO:21:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:

(R)
(B)
(C)
(D)

PITUUS: 24 emasparia
TYYPPI: nukleiinihappo
SAIKEISYYS: yksisdikeinen
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:21:
GAAGGCTCAC TTTGTGGGTT GACG 24

106213
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- SEQ ID NO:22:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 24 emésparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:22:
TGTGGTGGAA AGCGCTTTAG CGGT 24

- SEQ ID NO:23:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 24 emésparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:23:
AGGACCATTC TGCGCATGTG GTGT 24

- SEQ ID NO:24:N TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 139 emdsparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisadikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(1i) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(1x) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:24:
CCATCGATAG GACCATTCTG CGCATGTGGT GTGGTGGGTC
TAATACCGAA TAGGACCACA GGACACATGA AGGCTCACTT TGTGGGTTGA 90
CGGTAGGTAA CACTTGGCGC ATGCCTTGTG GTGGAAAGCT TCCAAGGCA 139

- SEQ ID NO:25:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 139 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
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(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:25:
TGCCTTGGAA GCTTTCCACC ACAAGGCATG CGCCAAGTGT
TACCTACCGT CAACCCACAA AGTGAGCCTT CATGTGTCCT GTGGTCCTAT 90
TCGGTATTAG ACCCACCACA CCACATGCGC AGAATGGTCC TATCGATGG 139

- SEQ ID NO:26:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 126 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:26:
CCGCTCGAGA CGGGATGCAT GTCTTGTGGT GGAAAGCGCT
TTAGCGGTAA CTTTAGGCGC ATGTCTTTAG GTGGAAAGCT TAACTCAAGA 90
CGCATGTCTT CTGGTGGARA GCTTTTGCAT CGATGG 126

- SEQ ID NO:27:N TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 126 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:27:
CCATCGATGC AAAAGCTTTC CACCAGAAGA CATGCGTCTT
GAGTTAAGCT TTCCACCTAA AGACATGCGC CTAAAGTTAC CGCTAAAGCG 90
CTTTCCACCA CAAGACATGC ATCCCGTCTC GAGCGG 126

- SEQ ID NO:28:N TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 29 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
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(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:28:
GCGGTACCTG CACACAGGCC ACAAGGGAA 29

- SEQ ID NO:29:N TIEDOT:

(1) SEKVENSSIN OMINAISUUDET:
(A) PITUUS: 31 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(ix) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:29:
CGCCTGCAGT TAACACATGC AAGTCGAACG G 31
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Patenttivaatimukset

1. Oligonukleotidialukkeiden pari, Jjoka pystyy amp-
lifioimaan mykobakteerilajin 16S ribosomaalisen RNA:n gee-
nin tai vastaavan RNA:n kohdealueen, t unne t tu sii-
ta, ettsd ensimmdinen aluke koostuu sekvenssistd KY18 (SEQ
ID NO. 1) ja toinen aluke koostuu sekvenssistda KY75 (SEQ ID
NO. 2).

2. Testipakkaus ndytteessa olevan mykobakteerin
nukleiinihapon osoittamiseksi ja mahdolliseksi identifioi-
miseksi, tunnet tu siita, etta se kdsittaa patent-
tivaatimuksen 1 mukaisen alukeparin.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen testipakkaus,
tunnettu siitd, ettd se lisaksi k&sitt&&d oligonu-
kleotidikoettimen, Jjoka sisaltaa nukleiinihapposekvenssin,
joka kykenee hybridisoitumaan alukkeiden KY18 (SEQ ID NO.
1) ja KY75 (SEQ ID NO. 2) parilla amplifioidun 16S ribo-
somaalisen RNA:n geenin alueeseen.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen testipakkaus,
tunnettu siitd, ettd mainittu koetin ei ole sek-
venssiltaan identtinen minkd&n osoitettavan mykobakteerila-
jin sekvenssin kanssa.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 2 - 4 mukainen
testipakkaus, t unnet tau siitd, ettad se lisaksi ka-
sittaa vahintaan yhden oligonukleotidikoettimen, Jjoka on
valittu ryhmistd, joka koostuu alasekvenssista, joka kasit-
t33 vahintaan 14 nukleotidia sekvensseistd KY21l (SEQ ID NO.
5), KY25 (SEQ ID NO. 6), Ky26 (SEQ ID NO. 7), KY63 (SEQ ID
NO. 8), Kyl151 (SEQ ID NO. 9), KY1l06 (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), KY170 (SEQ ID NO. 20), KY171 (SEQ ID NO.
21), KY172 (SEQ ID NO. 22) ja KY173 (SEQ ID NO. 23) Jja
naille komplementaarisista sekvensseista.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 2 - 4 mukainen tes-

tipakkaus, t unnettu siitsd, ettd se lisaksi kéasit-
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tdd oligonukleotidikoetinpaneelin, joka kdsittdd vahint&dan
kaksi oligonukleotidikoetinta, jotka on valittu ryhmiasts,
joka koostuu alasekvenssistd, Jjoka k&sittdsd vahintaan 14
nukleotidi&d sekvensseista KY21 (SEQ ID NO. 5), KY25 (SEQ ID
NO. 6), KY26 (SEQ ID NO. 7), KYé63 (SEQ ID NO. 8), KY151
(SEQ ID NO. 9), KY106 (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), KY170 (SEQ ID NO. 20), KY171 (SEQ ID NO. 21), KY172
(SEQ ID NO. 22) ja KY173 (SEQ ID NO. 23) ja naille komple-
mentaarisista sekvensseisti.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 2 - 6 mukainen tes-
tipakkaus, t unnet tu siitd, ettid se kasittis lisak-
si sisdisen kontrollioligonukleotidisekvenssin, jota reu-
nustavat yl&dvirtaan ja alavirtaan sekvenssit, Jjotka ovat
komplementaarisia alukkeille KY18 (SEQ ID NO. 1) ja KY75
(SEQ ID NO. 2).

8. Menetelmd& naytteen sisdltdmdn mykobakteerin
nukleiinihapon osoittamiseksi, tunnettu siita, et-
ta

(a) amplifioidaan 16S ribosomaalisen RNA:n geenin
mainitun nukleiinihapon alue k&yttden patenttivaatimuksen 1
mukaista alukeparia,

(b) sekoitetaan vaiheessa (a) amplifioitu nukleii-
nihappo Mycobacterium-suvulle spesifisen koettimen kanssa,
ja

(c) osoitetaan nukleiinihapon ja koettimen v&alilla
muodostuneet hybridit.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd Mycobacterium-suvulle spesifi-
nen koetin, on koetin, jonka sekvenssi on valittu ryhmista,
joka koostuu sekvensseista KY101 (SEQ ID NO. 3), KY102 (SEQ
ID NO. 4), KY165 (SEQ ID NO. 13), KY166 (SEQ ID NO. 14) ja
naille komplementaarisista sekvensseista.

10. Menetelmd&8 mykobakteerin luokittelemiseksi,

tunnettu siita, etta
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(a) amplifioidaan mainitun mykobakteerin 16S ribo-
somaalisen RNA:n geenistad perdisin olevan nukleiinihapon
alue kayttden patenttivaatimuksen 1 mukaista alukeparia,

(b) sekoitetaan vaiheessa (a) amplifioitu nukleii-
nihappo oligonukleotidikoettimien paneelin kanssa, joka si-
siltaa ainakin kaksi oligonukleotidikoetinta, jotka on va-
littu ryhmastd, joka koostuu sekvensseista 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), Kyl06 (SEQ ID NO. 10),
KY126 (SEQ ID NO. 11), KY139 (SEQ ID NO. 12), KY157 (SEQ ID
NO. 16}, KY1l67 (SEQ ID NO. 17), KYle8 (SEQ ID NO. 18),
KY169 (SEQ ID NO. 19), KY170 (SEQ ID NO. 20), KY171 (SEQ ID
NO. 21), KY 172 (SEQ ID NO. 22) ja KY173 (SEQ ID NO. 23) ja
naille komplementaarisista sekvensseistd, Ja

(c) osoitetaan nukleiinihapon ja koettimien valille
muodostuneet hybridit.

11. Jonkin patenttivaatimuksista 8 - 10 mukainen
menetelmd, t unnet t u siita, etta amplifiointi suo-

ritetaan polymeraasiketjureaktiolla.
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Patentkrav

1. Oligonukleotidprimerpar med formdga att amplifi-
era en malregion i 16S ribosomal RNA-gen eller motsvarande
RNA fran en mykobakteriell art, k@&nnetecknat
av att den forsta primern bestdr av sekvensen KY18 (Sekv.
ID nr. 1) och den andra primern bestdr av sekvensen KY75
(Sekv. ID nr. 2).

2. Kit foér detektion och valfritt identifiering av
en mykobakteriell nukleinsyra i ett prov, k & nn e -

t ecknat av att det innefattar ett primerpar enligt
patentkrav 1.

3. Kit enligt patentkrav 2, k danneteck -

n at av att det vidare innefattar en oligonukleotidprob
innehdllande en nukleinsyrasekvens som kan hybridisera
till regionen f&r 16S ribosomal RNA-gen amplifierad genom
primerparet KY18 (Sekv. ID nr. 1) och KY75 (Sekv. ID nr.
2).

4. Kit enligt patentkrav 3, k &nne¢teck -

n a t av att proben i sekvens inte dr identisk med négon
av de mykobakteriella arter som skall detekteras.

5. Kit enligt patentkrav 2 till 4, kX a8 nne -

t ecknat av att det vidare innefattar minst en oli-
gonukleotidprob vald frdn gruppen bestdende av en sub-
sekvens innefattande minst 14 nukleotider av sekvenserna
KY21 (Sekv. ID nr. 5), KY25 (Sekv. ID nr. 6), KY26 (Sekv.
ID nr. 7), KY63 (Sekv. ID nr. 8), KY151 (Sekv. ID nr. 9),
KY106 (Sekv. ID nr. 10), KY126 (Sekv. ID nr. 11), KY139
(Sekv. ID nr. 12), KY157 (Sekv. ID nr. 16), KY167 (Sekv.
ID nr. 17), KY168 (Sekv. ID nr. 18), KY169 (Sekv. ID nr.
19), KY170 (Sekv. ID nr. 20), KY171 (Sekv. ID nr. 21),
KY172 (Sekv. ID nr. 22), KY173 (Sekv. ID nr. 23) och en
sekvens som &r komplementar dartill.

6. Kit enligt nagot av patentkraven 2 till 4,

'k dannetecknat av att det vidare innefattar en
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panel av oligonukleotidprober innefattande minst tva oli-
gonukleotidprober valda fran gruppen bestdende av minst 14
nukleotider fran sekvenserna Ky21 (Sekv. ID nr. 5), KY25
(Sekv. ID nr. 6), KY26 (Sekv. ID nr. 7), KY63 (Sekv. ID
nr. 8), KY151 (Sekv. ID nr. 9), KY106 (Sekv. ID nr. 10),
KY126 (Sekv. ID nr. 11), KY139 (Sekv. ID nr. 12), KY157
(Sekv. ID nr. 16), KY167 (Sekv. ID nr. 17), KY168 (Sekv.
ID nr. 18), KY169 (Sekv. ID nr. 19), KY170 (Sekv. ID nr.
20), Kyl171 (Sekv. ID nr. 21), Kyl72 (Sekv. ID nr. 22),
KY173 (Sekv. ID nr. 23) och en sekvens som &r komplementar
dartill.

7. Kit enligt nagot av patentkraven 2 till 6,

k annetecknat av att det vidare innefattar en
inre kontrolloligonukleotidsekvens flankerad av uppstroms
och nedstrdms sekvenser, vilka &r komplementara till prim-
rarna KY18 (Sekv. ID nr. 1) och KY75 (Sekv. ID nr. 2)

8. Forfarande for att detektera mykobakteriell nuk-
leinsyra som finns i ett prov, k &nmn e tecknat av
att foérfarandet innefattar:

(a) att amplifiera en region av nukleinsyran fran
en 16S ribosomal RNA-gen med hjalp av ett primerpar enligt
patentkrav 1,

(b) att blanda nukleinsyran amplifierad i steg (a)
med en probe som ar specifik f£or Mycobacterium-sléaktet;
och

(c) att detektera hybrider bildade mellan nuklein-
syran och proben.

9. Forfarande enligt patentkrav 8, k &a nn e -

t ec knat av att proben som ar specifik for Mycobac-
terium-sliaktet &r en probe som har en sekvens vald fran
gruppen bestaende av sekvensen KY101 (Sekv. ID nr. 3),
KY102 (Sekv. ID nr 4), KY165 (Sekv. ID nr. 13), KY166
(Sekv. ID nr. 14) och en sekvens som ar komplemenrdr dar-
till.
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10. Forfarande for att klassificera en mykobakte-
rie, k@&nnetecknat av att férfarandet innefa-
tar

(a) att amplifiera en region av nukleinsyra fré&n en
165 ribosomal RNA-gen fran mykobakterien med hjalp av ett
primerpar enligt patentkrav 1.

(b) att blanda nukleinsyran amplifierad i steg (a)
med en panel av oligonukleotidprober som innefattar minst
tvéd oligonukleotidprober valda fréan gruppen bestdende av
sekvenserna KY21 (Sekv. ID nr. 5), KY25 (Sekv. ID nr. 6),
KY26 (Sekv. ID nr. 7), KY63 (Sekv. ID nr. 8), KY151 (Sekv.
ID nr. 9), KY106 (Sekv. ID nr. 10), KY126 (Sekv. ID nr.
11), KY139 (Sekv. ID nr. 12),KY157 (Sekv. ID nr. 16),
KY167 (Sekv. ID nr. 17), KY168 (Sekv. ID nr. 18), KY169
(Sekv. ID nr. 19), KY170 (Sekv. ID nr. 20), KY171] (Sekv.
ID nr. 21), KY172 (Sekv. ID nr. 22), KY173 (Sekv. ID nr.
23) och en sekvens som &ar komplement&r dartill, och

(c) att detektera hybrider bildade mellan nuklein-
syran och proberna.

11. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 8 till
10, kannetecknat av att amplifieringen &stad-

koms genom en polymeraskedjereaktion.
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