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RES UMD

0 presente invento refere-se ao processo de detecgdo da

presenca de uma infecgdo por Pneumocystis carinii num mamifero,

caracterizado por compreender:

(a) misturar uma amostra de fluido vascular desnaturado, do

referido mamifero, com uma sonda polinucleotidica de Pneumocystis

carinii, capaz de se hibridar com o ADN gendémico de Pneumocystis

(b) manter a referida mistura sob condi¢Ses de hibridagéo,
durante um periodo de tempo suficiente para que a referida sonda
se hibridize com qualguer sequéncia de acido nucleico complemen-—
tar presente na referida amostra, de modo a Tformar um duplex
hibridado, e

(¢) detectar a presenca de qualguer duplex formado no passo

(b)Y e, por este meio, a presenga de infecgdo por Pneumocystis

0 invento refere-se ainda ao processo de preparagdoc de
polinucleotidos bem como de composigdes contendo os referidos

nucledtidos.
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MEMORIA DESCRITIVA

Campo Téchico

0 presente invento descreve processos € sistemas para

detectar a presenga de uma infecgio clinica por Pneumocytis

Antecedentes

A pneumonia pela Pneumocytis carinii (P._ _carinii) €& a

infecgéo oportunista mais frequente na SIDA e tem uma
significativa morbidez e mortalidade na SIDA e em outros
pacientes imunocomprometidos . Em pacientes imunossuprimidos,
tais como os receptores de érglos de transplante, a infecgéo
causada pela P. carinii constitui um problema adicional importan-

te. Sdo, portanto, necessarios processos para detectar a P,

carinii nos primeiros estadios da infecgio, para permitirem O

diagnostico efectivo e o tratamento.

Os processos actuais para detectar a pheunomia pela P.
carinii dependem da bidpsia do pulmdo de um paciente, com exame
do tecido para indicios de sintomas patogénios ou de doenga. Tém
sido descritos processos de imunodiagndéstico usando anticorpos
que imunorreagem com antigénios da P. carinii para detectar a

presenga de antigénios na expectoragdo e nas amostras aspiradas
na tragueia. Ver Lim, Ptente E.U.A., Ne. 3 992 516.

Tém sido largamente difundidas as tentativas de serodiagnose
soro, quer os anticorpos para esses antigénios, gquer de ambos.
ver Hughes, pag. 35-48, em Pneumocystis Carinii Pneumonitis, CRC
Press, Boco Raton, FL, Vol II, 1987.

A deteccdo de titulos de anticorpos contra a P. carinii tem-se,

contudo, caracterizado por ndo ser de confianga no diagndstico da
pneumonia ja que a maioria dos individuos normais tém titulos
substanciais. Pifer, Chest, 87:698~700, 1985. Os ensaios de

avaliaclo de antigénios da P. carinii no sangue (antigenemia)

tém, tambeém, sido criticados quanto ao seu grau de confianga no
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diagnostico da pneumonia. Hughes, Chest, 87:700, 1985.

A doenga provocada pela P, carinii € quase sempre limitada
aos pulmdes. No passado, o diagnéstico definitive da infeccgéo
dependia da demonstragdo da existéncia de organismos no tecido do
pulmo ou num aspirado dos pulmdes ou do tracto respiratério.
Tém-se detectado organismos, nalguns casos, em esfregagos da
faringe, em aspirados da traqueia e expectoragido, nos aspirados
gastricos e nas lavagens broncopulmonares e, em casos raros, na
medula ossea. Contudo, & parte a precaria detecgdo dos antigénios

da P. carinii ou dos anticorpos anti- P. carinii acima descrita,
ndo tem havido relatos sobre organismos da P. carinii ou de

outros materiais associados presentes no sangue dum paciente
infectado.

Esta, presentemente, disponivel uma escassa informagio sobre
a sequéncia de acidos nucleios da P. carinii. O ARN ribossémico
(rARN) foi clonado a partir dos trofozoitos da P. ecarinii da
ratazana e foi sequenciado. Edman et al., Nature, 334:519-522,

(1988). Foram usados in situ, polinucleétidos do rARN da P.

carinii, tendo a menor sequéncia de identidade com rARNs de tipo

168 conhecido, para hibridar com tecido de pulmido infectado com
P.. carinii. Preparou-se ADN recombinante portador de segmentos de
ADN  gendmico de P. carinii, a partir de cistos de P. P. carinii de
pulmdo de ratazana e usou-se, também, como sonda por hibridagdo
de mancha de southern , para detectar ADN genoémico de P. carinii

em tecidos de pulmido infectados, de ratazana € do homem. Ver
Tanabe et al., J. Inf. Diseases, 157:593-596 (1988).

Breve Sumario do Invento

Descobriu-se agora que mamiferos portadores de uma infeccgio

clinica de P. carinii t&m, no seu sangue, acidos nucleicos

especificos de P, carinii, detectaveis.

0 presente invento inclui, portanto, um processo para

detectar uma infecgdo clinica pela P. carinii num mamifero,

compreendendo a formagio de uma mistura de reaccgfo de hibridagio,
obtida por mistura de uma amostra de fluido vascular desnaturado

do referido mamifero com uma sonda de polinucledtido especifico
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da P. carinii capaz de hibridar com o ADN gendmico da P. carinii
ou com o0 seu ARN transcrito. A mistura & mantida em condigBes de

hibridagdo durante um periodo de tempo suficiente para que a

referida sonda hibride com qualquer sequéncia complementar de
acido nucleico presente na referida amostra, para formar um
duplex hibrido. A presenga de qualquer duplex formado no passo
(b) € entdo detectada, dai resultando a deteccio da presenca de

infecgdo pela Pneumocystis carinii no referido mamifero.

Em concretizagbes preferidas do invento a sonda de
polinucledtido tem uma sequéncia de nucledtidos que € complemen-

tar de uma porc¢io especifica de Pneumocystis carinii da sequéncia

de nucledtidos do ARN ribossoémico da Pneumocystis carinii.

Na medida em que a reacglo em cadeia da polimerase (PCR) ¢
um processo eficaz para aumentar a sensibilidade da detecgfio de
um duplex de acido nucleico, prefere-se ainda que o processo
detecte um produto de acido nucleico amplificado produzido por
PCR.

Noutras concretizagbes preferidas, o duplex hibrido & um
duplex ARN-ADN que se detecta preparando, primeiro, uma molécula
CADN a partir do duplex ARN-ADN e amplificando, depois, o cADN

usando uma reacgdo em cadeia de polimerase.

Descricdo Detalhada do Invento

A. Pefinictes

numa por¢géo agucar (pentose), num fosfTato e numa base
heterociclica azotada. A base esta ligada & porcgio aglcar por
meio do carbono glicosidico (carbono 1’ da pentose) e essa
combinagio de base e aglcar é um nucledsido. Quando o nucledsido
contém um grupo fosfato ligado a posigdo 3’ ou 5° da pentose ¢é
chamado nucledtido. Uma sequéncia de nucledtidos ligados
operativamente, é tipicamente, aqui referida como uma "sequéncia
de bases” ou "sequéncia de nucleétidos” e & aqui representada por
uma foérmula na qual a orientacgfo da esquerda para a direita &€ a

direcgdo convencional do terminal 5’ para o terminal 3.




71 001
XYTO033pP
5~

Polinucledtido: molécula de Aacido nucleico que

compreende uma unidade polimera de ADN ou ARN com uma sequéncia
de dois ou mais nucledtidos ligados operativamente que- formam uma
cadeia linear simples de nucleétidos, também referida como um
oligonucledtido.

Duplex de ADN: molécula em duas cadeias de acido

nucleico que consiste em duas cadeias de polionucledtidos
complementares hibridadas juntas pela formagdo de uma ligagado
hidrogénio entre cada um dos nucleodotidos complementares presentes
num par de bases do duplex. Porque os nucleodtidos que formam o
par de bases podem ser quer uma base de ribonucledtidos quer uma
base de deoxirribonucleédtidos, a expressio "duplex de ADN"
refere-se quer a um duplex ADN-ADN, compreendendo duas cadeias de
ADN, quer a um duplex ARN-ADN, compreendendo uma cadeia de ADN e
uma cadeia de ARN.

Par de Bases (bp): associagio de adenina (A) com timina

(T), ou de citosina (C) com guanina (&) num duplex de duas
cadeias de ADN.

Acido Nucleico: termo que se refere a qualquer das

classes de moléculas que incluam acido ribonucleico (ARN), acido
deoxinucleico (ADN) nas suas formas de cadeia simples ou dupla, e
polinucledtidos.

B. Processo para Detectar Infeccbes pela P. carinii

A expressio "infecglo clinica" aqui usada refere-se a
presenca de sintomas detectaveis clinicamente como a dispneia,
febre, tosse, cianose e infiltrado bilateral difuso, devidos a
presenca de um elevado numero de organismos P, carinii sobre ou

dentro dos pulmdes de individuos. Ver Pneumocystis carinii

Pneumonitis, Capitulos 7, 8 e 10, CRC Press, Inc., Boca Raton,
Florida, 1987, para uma descricdo detalhada da evidéncia clinica
"infeccdo 1latente" € aqui usada para referir uma infecgdo
subclinica pela P, carinii, i.e., a presenga de um baixo nimero

de organismos e nenhuma evidéncia clinica ou histolégica

significativa de doenga.
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0 presente invento refere-se a um processo para determinar a
presenca de uma infecgfo clinica pela P, carinii num mamifero,

pela determinagio da presenga de acidos nucleicos codificados de

P. carinii numa amostra de fluido vascular como © sangue, S0ro,

plasma e semelhantes. Tipicamente o processo realiza-se
submetendo a amostra a uma reacgdo de hibridagdo com uma sonda de
polinucleétido especifica de P. carinii, determinando depois, a

presenca de qualquer produto formado pela reacgédo de hibridagéo,

indicando a presenga do produto, a presenga de uma infecgdo pela

1. Amostra Desnaturada de Sangue

Na pratica do presente invento & vantajoso tratar, primeiro,
a amostra de fluido vascular, de preferéncia soro ou plasma, a
ser ensaiada, com um agente desnaturante que dissocie complexos
de acidos nucleicos/proteinas, dando, assim, acesso aos acidos
nucleicos a hibridar. Agentes desnaturantes Oteis incluem oS
solventes organicos, os sais caotréficos, os surfactantes e
semelhantes. S3o0 exemplos de solventes orgidnicos a acetona, o
dlcool, misturas acetona/alcool e semelhantes. S&o exemplos de
sais caotrodépicos o iodeto de soédio, o cloreto de guanidinio, o
isotiocianato de guanidinio e semelhantes. Sdo exemplos de
surfactantes os materiais aniénicos e nHo-idnicos. Exemplos
ilustrativos de surfactantes aniénicos incluem o dodecilsulfato
de so6dio (8DS), laurilsulfato de aménio (ALS), laurilsulfato de

potassio, miristilsulfato de sédio e semelhantes.

De preferéncia, a amostra de fluido vascular €& tratada com
acetona, misturando cerca de 5 até cerca de 100 volumes de
acetona com 1 volume de amostra. A mistura acetona/amostra e
entio mantida a 1009C durante um periodo de tempo suficiente para
evaporar a acetona e a agua presente formando~se, assim, uma
amostra seca, desnaturada. O0s acidos nucleicos presentes na
amostra seca s&o solubilizados por mistura com um solvente

aquoso, de preferéncia agua estéril isenta de RNase.

A seguir a desnaturagio, os acidos nucleicos presentes na

amostra podem, ainda, ser isolados de material proteinaceo
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presente na amostra, por métodos bem conhecidos na arte. Ver, por

exemplo, Maniatis et al., in Molecular Cloninag: & Laboratory
Manual, Cold 8pring Harbor Laboratory, p. 458 (1982).

Tipicamente, o processo usado para isolar os acidos nucleicos
dependera, como € bem conhecido na arte, do tipo de acido
nucleico, i.e., ARN ou ADN, a ser detectado.

2. Sondas de Polinucleotidos

A amostra desnaturada de fluido vascular é entdo sondada por
hibridagdo com uma sonda de polinucledtido especifica da P.
carinii. As sondas de polinucledtido (segmentos) sédo
polinucledtidos com cerca de 10 a 500 bases de nucledtidos de
comprimento, de preferéncia de 15 a 25 nucleodtidos de
comprimento, com uma sequBncia de bases de nucledtidos que ¢

substancialmente complementar com os transcritos de ADN genomico

Por '"substancialmente complementar"” e seus edquivalentes
gramaticais, deve entender-se que ha suficiente similaridade da
sequéncia de bases de nucledtidos entre a sonda de polinucledtido
em causa e uma sequéncia de Acidos nucleico que tenha
complementaridade exacta com a sequéncia de acido nucleico da P,

com o acido nucleico especifico da P. carinii, em condiges de
hibridagio. A sonda de polinucleoétido nio precisa, portanto, de
conter a sequéncia exacta que seja complementar da sequéncia de
bases de nucledtidos do acido nucleico (i.e., a sequéncia alvo)
com a qual a sonda de polinucledtido vai hibridar, desde que a

sonda contenha complementaridade substancial com a sequéncia
alvo.

Por exemplo, uma porgdo de polinucledtido ndo complementar
pode ser ligada ao extremo 5’ da porgio de polinucleétido
complementar, sendo o resto da sequéncia de bases de nucledtidos,
pelo menos, substancialmente complementar da sequéncia alvo. Em
alternativa, bases nio complementares ou grupos de bases podem
ser disseminadas no polinucleétido, desde que o polinucledtido

tenha suficiente complementaridade de sequéncia de acidos
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nucleicos com a sequéncia alvo com a qual se hibrida e forma um

duplex de ADN gque compreende a sonda de polinucledtido e o acido

Por "especifico da P, carinii" entende-se que a referida
sequéncia de Acidos nucleicos contém uma sequdncia de nucledtidos
de complementaridade substancial com os seus transcritos

genomicos de ADN ou ARN da P, carinii mas ndo tem substancial

complementaridade com os transcritos gendmicos de ADN ou ARN gue

ndo sejam da P, carinii. Os polinucleétidos especificos da P,

envolve, tipicamente, uma comparagio da sequéncia de nucledtidos

genémicos da P. carinii com outras sequéncias conhecidas

gendmicas que ndo sejam da P. carinii, para localizar as regides

da P, carinii que ndo tenham complementaridade substancial com.

sequéncias de ndo P.  carinii. As pesquisas auxiliadas por

computador de bancos de dados de sequéncias de nucleotidos
publicadas, como a GENBANK, EMBL e semelhantes, séo bem
conhecidas e fornecem meios rapidos para comparar sequéncias de
nucledtidos e localizar sequéncias de nucledtidos com
complementaridade substancial (i.e., que sejam homdélogas)
localizar sequBncias de nucleodtidos que nao tenham

complementaridade substancial (isto &, que sejam Unicas).

Quando a comparacgio de sequéncias de nucledtidos localizou

regides da P. carinii que n3o apresentam complementaridade

substancial com as sequéncias de nucledtidos de nidoc P. carinii

num banco de dados publicados, prefere-se verificar a singulari-
dade da sequéncia de nucleodtidos num ensaio de hibridacio para

de verificagdio de hibridagiio & um em que a sequdncia de

aqui descritas, na presenga de sequéncias de acidos nucleicos

derivados da P, carinii e, também, do grupo de diversos

organismos ndo P. carinii, essencialmente constituido pela
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Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Homo sapiens.

Sequéncias especificas de P. carinii sdo as que hibridam com

acidos nucleicos de P, inii mas que ndo hibridam com Aacidos

Assim, o invento refere-se a um processo para detectar a
presenga de uma infecg¢do pela P. carinii num mamifero, o qual
compreende formar uma mistura reaccional de hibridagdo por
mistura de uma amostra desnaturada do fluido vascular do mamifero

com uma sonda de polinucledétido capaz de hibridar com os acidos

S80 exemplos de polinucleédtidos especificos uateis da P,

carinii, 0s gue tém uma sequéncia com substancial

complementaridade com porgdes especificas da P. carinii, da

sequéncia de ARN ribossoémico da P. carinii, sequéncia relatada

por Edman et al., Nature, 334:519-522, 1988.

Quando o processo do presente invento detecta um produto de
acidos nucleicos amplificado, a mistura reaccional de hibridagao
forma-se, misturando duas sondas de polinucledtido distintas com
uma amostra desnaturada do fluido vascular. Pelo menos uma das

duas sondas de polinucledtido misturadas ¢ especifica da P,

a permitirem a amplificagfo de sequéncias hibridas de acidos
nucleicos de P. carinii pela reacgio em cadeia da polimerase,
como se discute mais adiante. Isto &, os dois polinucledtidos
misturados compreendem a primeira e a segunda sonda de
polinucledtido com sequéncias de nucledtidos com as seguintes
caracteristicas: (1) pelo menos um dos polinucleotidos &

especifico da P. carinii; (2) os dois polinucledtidos sdo

substancialmente complementares a uma ou & outra cadeia de ADN

gendémico da P, carinii, onde o primeiro polinucledtido =)

complementar da cadeia mais e o segundo polinucleétido &
complementar da cadeia menos de uma sequéncia de acido nucleico
de ADN gendémico da P. cariniij (3) os dois polinucledtidos s&o

substancialmente complementares das sequéncias de nuclebdtidos que

se localizam a uma distincia de cerca de 0 a cerca de 300 bases
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de nucleodtidos uma da outra no ADN genodmico da P, __carinii, de

preferéncia cerca de 20 a cerca de 200 bases de distanciaj; e (4)
os dois polinucleétidos sdo substancialmente complementares das
sequéncias de nucledtidos cuja localizacdo relativa no ADN
gendmico € tal que o alvo para o primeiro polinucledtido esta
localizado na posicio 3’ na cadeia mais em relagédo a localizagao

do alvo para o segundo polinucledtido.

As sondas de polinucleodtido preferidas para serem usadas
quando o processo em causa detectar produtos de acidos nucleicos
amplificados sZio o par de polinucleotidos PNO3 e PN40 ou,
alternativamente, o par de polinucledtidos PN20 e PRO2. As
sequdncias de base de nucledtidos de PNO3, PN20, PN4O e PROZ
estio indicadas no Quadro I e correspondem, com complementaridade
exacta, as porgdes das cadeias mais e menos das sequéncias de ADN

gendémico da P. carinii que codificam o ARN ribossémico referido

Quadro 1
POLINUCLESTIDOS

Designagédo do
Polinucledtido Sequéncia de Bases dos Nucleotidos!
PNO3 AAT AAC CCA TCA CCA GTC CGA
PN20 ATT TAG ATA CCT TA
PN40 ' CAG AGC CAG CAA GTT CAT TT
PRO2 TTA CCG CGG CTG GCA C

1  as sequencias de bases de nucleotidos estéio indicadas na

direccio de 5’ para 3’ (da esquerda para a direita)

Podem preparar-se segmentos de polinucledtidos por varios
processos incluindo a sintese guimica "de novo" de
polinucleédtidos e derivagédo dos fragmentos de acidos nucleicos a
partir das sequéncias de acidos nucleicos naturais existentes
como genes, ou parte de genes num genoma, plasmideo ou outro

vector como por digestdo de endonuclease de restrigéo de
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fragmentos maiores de acidos nucleicos e separagao de cadeias, ou

por sintese enzimatica usando um padrio de acidos nucleicos.

A sintese quimica "de novo" de polinucledtidos pode ser
realizada por exemplo, pelo processo fosfotriéster descrito por
Matteucci et al., J. Am. Chem, Soc., 103:3185 (1981), ou como se
descreve na Patente E.U.A. N2. 4 356 270.

A obtengdo de um polinucledtido a partir de acidos nucleicos
envolve a clonaglo de um acido nucleico num hospedeiro adequado
por meio de um vector de clonagfo, reéplica do vector e, portanto,
a multiplicagio da quantidade de &acido nucleico clonado e,
depois, o isolamento de subfragmentos dos acidos nucleicos
clonados.

Para uma descrigio dos fragmentos do &Gcido nucleico de
subclonagdo, veja-se Maniatis et al., Molecular Clohing: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, pp 390-401
(1982); e vejam-se as Patentes E.U.A. NOs. 4 416 988 e 4 403 035.

3. Condicdes de Hibridacio

0 processo para detectar a infecglo pela P. carinii num

mamifero inclui manter a mistura reaccional de hibridacio sob
condiges de hibridagdo durante um periodo de tempo suficiente
para dgue a sonda de polinucledtido hibride com quaisquer
sequéncias de acido nucleico complementares presentes na amostra
de fluido vascular, para formar um duplex de ADN hibrido.

A  expressio "condigdo de hibridagao" e  expressdes
gramaticalmente equivalentes, quando usadas a respeito de um
periodo de tempo de manutengdo, indicam que se submete a mistura
reaccional de hibridagdo, com as devidas concentragtes de
reagentes e de reagentes acompanhantes da mistura, as condigdes
de tempo e temperatura suficientes para permitirem que 0
polinucledtido se tempere com a sequéncia-alvo de acidos
cadeia dupla. Tais condigBes de tempo e de temperatura
necessarias para conseguir a hibridacéio dependem, como €& bem
sabido na arte, do comprimento do segmento de polinucledtido a

ser hibridado, da intensidade de hibridagio desejada e da



71 001
XYTOO033p
-12~

presenga de sais e de reagentes adicionais na mistura reaccional
de hibridagdo, pois podem afectar a cinética da hibridag&o. Os
processos para optimizar as condigfes de hibridagdo, para uma

dada mistura reaccional de hibridacdo, s3o ben conhecidas na
arte.

As condi¢Bes tipicas de hibridacfo incluem o uso de solugtes
tamponizadas a wvalores de pHentre 5 e 9 e realizam-se a
temperaturas entre 18 e 709C, de preferéncia entre cerca de 55 e
cerca de 652C, durante periodos de 0,5 minutos a 24 horas. Para
pequenos volumes de reaccgdo e reacgdes rapidas de hibridagéo,
como as descritas no Exemplo 3, as temperaturas de hibridacio
podem variar & medida que a temperatura & alterada. como, por
exemplo, dguando se mantém, primeiro, a amostra a 1000C para
desnaturar um duplex de ADN, depois, se arrefece até temperatura
ambiente (RT) para hibridar e depois se aguece € mantém a 300C

para polimerizacgio.

A hibridacio pode realizar-se, como & bem sabido, de forma
homogénea ou heterogénea. A reaccio de hibridagdo homogénea
ocorre inteiramente em solugdo, onde tanto a sonda de
polinucledtido como as sequéncias de acidos nucleicos a serem
hibridados (alvo) estfo presentes em formas sollveis e em
solugdo. Uma reaccdo heterogénea envolve o uso de uma matriz que
seja insollvel no meio reaccional, & qual tanto a sonda como o
acido nucleico-alvo esta ligado.

E normal preferirem-se as reacg¢es de hibridacdo homogénea
tais como as descritas no Exemplo 3 em que o passo da detecgido do
duplex de ADN ¢ realizado por amplificagio do duplex de ADN
formado numa reacgfo em cadeia de polimerase (PCR)Y, adiante
descrita. As reacgBes de hibridacio heterogénea tipicas incluem o
uso de folhas de nitro-celulose como matriz a gual os acidos

nucleicos~alvo estio ligados.

4. Deteccio de um Duplex de ADN

Apos a formagdo de um duplex de ADN hibrido, o processo do
presente invento considera a detecgfo da presenca de um duplex de

ADN contendo uma sonda de polinucleétido formado na reacgao de
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hibridagio e, portanto, a detecgdo da presenga de infecgido pela

A detecglo dos duplex de ADN formados pode conseguir-se por
diversos meios e, ainda que se prefiram as concretizacdbes agqui
descritas para detecgdo de duplex de ADN, faz-se notar que outros
meios, bem conhecidos, para detecgio do duplex, evidentes para o
perito na arte, sdo adequados para uso no processo presentemente

considerado e no sistema de diagndstico associado.

Numa das concretizagdes, o passo de detecgdo do duplex de
ADN compreende detectar um produto de acido nucleico amplificado.
Um produto de acido nucleico amplificado € o produto de um
processo de amplificacfio, bem conhecido na arte, que & referido
como reaccgidio em cadeia de polimerase (PCR). 0 produto amplificado
& produzido quando a PCR se realiza na presenga de um duplex de
ADN contendo uma sonda de polinucledtido especifica da P,

carinii.

Assim, comeretizacBes que consideram a detecgdo de um
produto de acido nucleico amplificado inclui, como etapas, uma
primeira amplificagfo por PCR de qualquer duplex de ADN formado
na reaccdo de hibridacdo para fTormar um produto de acido nucleico
amplificado e, depois, a detecgdo da presenga de qualquer produto

de acido nucleico amplificado formado.

A PCR realiza-se em ciclos onde cada ciclo compreende
tipicamente 03 seguintes passos:

(1) Mantém-se uma mistura reaccional PCR durante um periodo
de tempo & a uma temperatura suficientes para desnaturar qualguer
duplex de ADN, do gue resulta uma separagdo de cadeias e a
formagio de Aacidos nucleicos de uma s6 cadeia. Desnaturar um
duplex de ADN de modo a formar acidos nucleicos de uma sé cadeia
& bem conhecido e pode conseguir-se em diversas condi¢tes. Sob a
forma PCR, a desnaturagdo do duplex realiza-se tipicamente
rapidamente, em cerca de 10 segundos a 5 minutos, de preferéncia
cerca de 1 minuto, e a temperaturas de cerca de 902C a 1002C, de
prefer&ncia 950C, para conseguir uma rapida desnaturagdo (fusio

do duplex).
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(2) A mistura desnaturada do passo (1), acima, €& mantida
durante um periodo de tempo e a uma temperatura suficientes para
produzir condicgbes de hibridagdo, em que as sondas de

polinucledtidos especificas da P. carinii hibridam com

sequéncias~alvo complementares de nucledtidos especificos da P,
carinii para formar duplex de ADN. As condig6es de hibridacdo
foram descritas anteriormente e sio adequadas ao uso da forma
PCR. Contudo, €& preferivel e conveniente conduzir a hibridacio
por breves periodos de tempo, em 5 segundos a 3 minutos, de
prefer&ncia em um minuto, e na zona de temperaturas de 309C a

752C, de prefer&ncia a cerca de 550C a 650C.

(3) A mistura hibridada do passo (2), acima, ¢ entio mantida
durante um periodo de tempo € a uma temperatura suficientes para
que ocorra uma reacgdo de extensfio inicial da polimerase do ADN
para produzir produtos de extensfo iniciais como é bem conhecido.
As condigBes de realizagfo das reacgSes de extensio iniciais sdo
ja bem conhecidas. Na forma PCR a manutencio realiza-se
rapidamente para facilitar convenientemente numerosos ciclos, em
cerca de 1 segundo a 5 minutos, de preferéncia em cerca de 2
minutos, e a cerca de 552C a 752C, de preferéncia a cerca de
659C. A conduglo de varios ciclos de PCR tem como resultado a
formag@o de produtos de acido nucleico amplificado. Tipicamente a
PCR realiza-se com pelo menos 15 ciclos e, de preferé&ncia, com
cerca de 20 a 35 ciclos.

Quanto a meétodos gerais e condigBes de realizacio de uma
reacgdo em cadeia de polimerase, vejam-se as Patentes E.U.A. nls,
4 683 202 e 4 683 195,

Quando se executa a detecglo de um duplex de ADN prefere-se
que o duplex seja um duplex de ARN-ADN formado entre o ARN
ribossomico (rARN) da P, carinii presente na amostra de fluido
vascular e um polinucledtido. Neste caso, a deteccdo de um
produto de acido nucleico amplificado é precedida pela

amplificagido do duplex de ARN-ADN.

A amplificagio de um duplex de ARN-ADN emvolve, primeiro, a
preparagdo de uma molécula de ADN complementar (cADN) a partir do
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duplex de ARN-ADN e depois a subsequente amplificagdo da molécula

de cADN para se formar um grande numero de copias de CADN.

A preparacdo de cADN a partir de um duplex de ARN-ADN &

também j& bem conhecida. Veja-se por exemplo Maniatis et al.

3

Molecular Cloning: A  Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, 1982. A preparacido de cADN a partir de uma molécula
de ARN tendo uma sonda de polinucleétido de ADN (e. g. um
iniciador) nela hibridada, implica normalmente misturar o duplex
de ARN-ADN com os deoxinucleétidos dGTP, dATP, dTTP & dCTP na
presenga de sais de magnésio e de um tampido aquoso e manter a
mistura na presenga de um enzima de transcriptase inversa (RT),
de preferéncia o virus RT da mieloblastose avicola (AMV-RT), a
uma temperatura e por um periodo de tempo suficientes para
formar, pelo menos, uma cépia cADN da molécula de ARN presente no
duplex. As condi¢Bes preferidas de preparacido de c¢ADN estio
descritas no Exemplo 1.

A detecgdo da presenga de um duplex de ADN num processo do

presente invento pode conseguir-se por diversos meios.

Numa aproximagio bara detectar a presenga de um duplex de
ADN, uma sonda de polinucleétido que esteja hibridada num duplex
de ADN inclui em marcador ou grupo indicador gue tornara o duplex
detectavel. Normalmente, estes marcadores incluem atomos
radioactivos, bases de nucleétidos modificadas guimicamente e
semelhantes.

Os elementos radioactivos 1ligados operativamente ou
presentes como parte de uma sonda de polinucleétido, constituem
um meio Otil para facilitar a deteccfo de um duplex de ADN. Um
elemento radioactivo tipico € aquele que produz emisstes de raios
beta. 0Os elementos que emitem raios beta, como 3H, 140, 32p ¢
358, representam uma classe de marcadores de elementos
radioactivos emissores de raios beta. Uma sonda de polinucledtido
radiocactiva &, normalmente, preparada por incorporacio enzimatica
de nucleodtidos marcadeos: radioactivamente num acido nucleico
usando polimerase de ADN e depois o acido nucleico marcado é

desnaturado para constituir uma sonda de polinucledtido marcada
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radioactivamente.

Constituem alternativa para os polinucleotidos marcados
radioactivamente, os polinucledtidos que sdo quimicamente
modificados de modo a conterem agentes complexantes de metal,

grupos contendo biotina, compostos fluorescentes e semelhantes.

Un agente (til de complexagdo de metal € um quelato de
lantanido formado por um lantanido e uma beta-dicetona aromatica,
estando o lantanido ligado ao acido nucleico ou ao polinucledtido
por  um composto formador de quelato como um analogo do EDTA, de
modo a formar-se um complexo de lantamido fluorescente. Ver as
Patentes E.U.A. NQ. 4 374 120, N2. 4 569 790 e Pedido Publicado
de Patente NQ. EPO139675 e W087/02708.

Foram ja descritos os oligonucledtidos marcados com éster de
acridina ou biotina, e o seu uso para marcar os polinucledtidos.
Ver a Patente E.U.A. N2. 4 707 404, Pedido Publicado de Patente
EP0212951 e Patente Europeia N2. O00B7636. SET) compostos
fluorescentes marcadores uteis a fluoresceina, a rodamina, Texas
Red, NBD e semelhantes.

Um polinucledtido marcado presente num duplex de ADN torna o
proprio duplex marcado e portanto distinguivel de outros acidos
nucleicos presentes na amostra a ser avaliada. A detecgido da
presenga do marcador no duplex e portanto a presenga do  duplex
envolve, tipicamente, a separacdo do duplex de ADN de qualguer
sonda de polinucledtido marcada que nio esteja hibridada com um
duplex de ADN. '

As técnicas de separagio de polinucledtidos de uma s6
cadeia, tais como sondas de polinucledtidos marcadas, ndo
hibridadas, de duplex de ADN sdo bem conhecidas e normalmente
envolvem a separagdo de acidos nucleicos de uma s6 cadeia dos de
cadeia dupla, com base nas suas propriedades quimicas. Mais
frequentemente as técnicas de separagio envolvem o uso de uma
forma de hibridag8o heterogénea onde a sonda nfo hibridada e
separada, normalmente por lavagem, do duplex de ADN que esta
ligado a uma matriz insoluvel. E exemplo a técnica de mancha de

Southern, onde a matriz ¢ uma folha de nitrocelulose € o marcador
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e 32p. southern, J. Mol, Biol., 98:503 (1975).

Numa outra aproximagdo para detectar a presenga de um auplax
de ADN, e aquela aqui usada como exemplo duma das concretizagbes
preferidas, o duplex de ADN & amplificado como aqui se descreveu
e o produto de acido nucleico amplificado resultante é detectado.
A presenca do produto amplificado indica a presenga de infecgdo

pela P. carinii.

A detecgdo de um produto de acidos nucleicos amplificados
pode obter-se por qualquer das diversas técnicas bem conhecidas.
Numa concretizagdo preferida, o produto amplificado & separado,
com base no peso molecular, por electroforese em gel e os
produtos separados sfio entdo visualizados pelo uso de corantes
especificos dos acidos nucleicos que nos permitem observar as
espécies individualizadas do produto amplificado resolvido,
presente no gel. A presenca de um produto amplificado particular,
isto &, um gue tenha um peso molecular especifico quando separado
pela electroforese em gel, indica que os polinucledtidos
estiveram presentes no duplex de ADN e actuaram como iniciadores
na reacgfo PCR para produzir cépias mUltiplas de um acido nuclei-
co com uma sequéncia de nucledtidos individualizados que inclui a
sequéncia-alvo de nucledtidos. Ainda que existam numerosos co-
rantes especificos para acidos nucleicos, adequados para visuali-
zar os acidos nucleicos separados por electroforese, prefere-se o

brometo de etidio agui usado como exemplo.

Métodos alternativos adequados para detectar o produto de
acido nucleico amplificado incluem meios de detecgdo baseados na
hibridagio que usam uma sonda de polinucledtido marcada, capaz de
hibridar o produto amplificado. 830 exemplos destes meios de
detecgdo, a analise de mancha Southern acima descrita, a analise
de protecgio de ribonuclease usando sondas de poli-ribonucledtido
marcadas in _vitro e métodos semelhantes para detectar acidos
nucleicos com sequéncias especificas de nucledtidos. Ver, por
exemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,

John Wiley & Sons, 1987.
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5. SBondas, composicdo € conijuntos

Noutra concretizacgio do presente invento consideram~se
sondas de polinucledtidos especificas, composigSes e conjuntos de
diagnéstico contendo aquelas sondas de pélinucleétidos. Uma sonda
de polinucleodtido considerada tem menos de cerca de 100
nucledtidos de comprimento, de preferé&ncia menos de cerca de 50
e, ainda com maior preferé&ncia, entre cerca de 20 a cerca de 30
nucledtidos de comprimento. De prefer@ncia, toda a sequéncia de
nuclestidos de uma sonda de polinucledtido considerada ¢ idéntica

al., Nature, 334:519-522 (1988).

Uma sonda de polinucleodtido do presente invento € ainda

caracterizada por incluir uma das sequéncias indicadas no Quadro
1.

Tambeém se considera uma composicdo que contenha, em
guantidades mblares aproximadamente iguais, varias destas sondas
de polinucledétido que ndo se hibridam substancial e mutuamente.
De preferéncia as sondas presentes tém comptrimento
aproximadamente igual. De preferé&ncia a composigdo contem duas
sondas, incluindo, a primeira, a sequéncia de PNO3 e, a segunda,
a sequéncia de PN40O.

Também se considera um sistema de diagnéstico, sob a forma
de "kit", para pesquisar a P. carinii numa amostra de fluido
vascular, cohtendo uma das sondas e/ou uma composigdo, referidas.
A sonda ou composigdo estara presente numa quantidade suficiente

para realizar pelo menos um ensaio.

Muitos dos compostos e grupos envolvidos na presente
especificacio (e.g., acidos nucleicos) té&m diversas formas,
formas protonadas particularmente variaveis, em equilibrio entre
si. Como o perito compreendera, a representagdo aqui citada de
uma forma de um composto ou grupo pretende incluir todas as suas

formas que estejam em equilibrio entre si.

Na especificaglo presente, "uM" significa micromolar, "ul"

significa microlitro e "pg" significa micrograma.
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Os seguintes exemplos sdo dados apenas apara ilustrarem o

invento € ndo limitam de nenhum modo o seu ambito.

1. Sintese de Polinucleodtidos

O0s polinucledtidos PNO3 e PN4O, com as sequéncias de
oxirribonucleétidos indicadas no Quadro 1, foram preparados por

sintese quimica pela Synthetic Genetics Inc. (8an Diego, CA).

Apds sintese quimica, cada polinucledtido foi purificado por
electroforese em gel de poliacrilamida sobre geles a 15%,
desprotegido em hidroxido de aménio durante 16 horas a 650C e
depois armazenado, até uso, a -702C a uma concentragio de cerca

de 250 pg/ml de agua.

2. Preparacdo de antigénio de cisto de P. carinii

Ratazanas macho Sprague Dawley que foram infectados, de
forma latente, com P. carinii, foram imunossuprimidas para que
desenvolvessem a pneunomia da P, carinii. A imuno-supressio foi
conseguida pelo seguinte regime de medicagfio adicionmado & sua
agua de beber: 2 mg/l de prednisolona (%-alfa-fluoro-16-alfa-
~metil-prednisolona) durante 18 dias, nenhuma prednisolona
durante 10 dias e 1-1,5 mg/l de prednisolona durante 2,5 meses.
Juntou-se tambeém tetraciclina-HCl a uma concentragio de 500 mg/l
4 agua de beber, intermitentemente, para evitar mortes por
infecgdes bacterianas. Seis a oito semanas depois da  imuno-
-supressdo, as ratazanas pneuménicas foram sacrificadas e os
tecidos dos pulmBes infectados com P. carinii foram retirados.
Impress8es por toque ("touch imprints") preparadas a partir dos
pulmdes de cada animal, foram examinadas quanto a presenga de
cistos de P. carinii corando com azul 0 de toluidina de acordo

com os metodos de Chalvavdjian e 6rawe, J. Clin. Pathol., 16:383,

1963. 0s pulmdes infectados com P. carinii foram homogeneizados
com um misturador Waring. Fez-se passar o homogeneizado por gaze
de algodio para remover quaisquer grandes aglomerados de tecidos
€ passou-se depois por um filtro 12MM (Nuclepore, Pleasanton,

CA). O homogeneizado filtrado foi centrifugado a 400 x g durante
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30 minutos a temperatura ambiente. 0 sobrenadante resultante Foi
deitado fora e o bolo foi ressuspenso em cerca de 5 volumes de
solugdo salina, de fosfato tamponizado (PBS, pH 7,2) suplementado
com 200 U de penicilina/ml, 200 mg de estreptomicina/ml  (GIRCO
Laboratories, Grand Island, NY) e 4 mg de anfotericina B/ml para
inibir qualquer crescimento bacteriano ou flngico. 0O numero de
cistos de P, carinii presentes foi determinado de acordo com

Pifer et al., Pediatr, Res. 11:305-316, 1977. Os cistos isolados

3. Deteccio de Acidos Nucleicos Especificos da P. carinii

no Sangue de uma Ratazana Infectada com P. carinii

Cada uma das seguintes amostras foram separadamente
misturadas com 100 pl de acetona para iniciar a preparacgdo de uma
amostra desnaturada:r (i) 5 nl de sangue de uma ratazana com
pulmdes infectados pela P, carinii, (ii) 5 pl de sangue de uma
ratazana normal (controlo negativo), (iii) 1 nl de rARN isolado
de P. _carinii, contendo 0,224 uLg de rAaRN (controlo positivo),
(iv) 1 1l de agua estéril (controlo negativo) e (v) 1 Wl de uma

suspensédo de cistos isolados de P, carinii. As misturas foram
entdo mantidas a 1009C durante 5 minutos, depois misturadas com
B6 ul de agua estéril e mantidas a 1009C durante 10 min para

constituirem amostras deshaturadas.

As amostras desnaturadas foram centrifugadas a 12 000 x g
numa microcentrifuga para peletizar quaisqguer fragmentos
presentes. Cada amostra clarificada foi entfo misturada com 10 Ha
de tampdo 10 x TAQ (100 mM de Tris-HCl, pH 8,5, 500 mM KCl, 25 mM
MgCly, 1,8 mM de cada d&TP. dATP, dTTP e dCTP & 100 Mg/ml BSA), 2
Kl de uma solugdo contendo 200 picomoles (pmol) de
polinucledtido . PNO3 e 2 ul de uma solugdo contendo 200 pmol de
polinucledtido  PN40O, tendo cada nucleétido sido preparado no
Exemplo 1. A mistura foi, primeiro, mantida a 1009C durante 2
min, depois, mantida & temperatura ambiente em banho de agua

durante 1 min, para constituir uma mistura de tampio TAQ.

Misturou~-se wum ul de uma solucio contendo 27,5 U de

transcriptase inversa de virus da mieloblastose avicola (AMV-RT)
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com & mistura tampdo TAQ e manteve-se, depois, a 452C durante 2
min para formar uma coépia cADN de qualquer ARN presente na
mistura tampdo TAQA. Misturaram-se 2 Wl de uma solugdo contendo 5
U de polimerase de ADN de Thermus aquaticus (TAR) com a mistura
gue continha & CcADN para constituir uma primeira mistura de
reacgdo em cadeia de polimerase (PCR). A mistura resultante PCR
foi submetida a numerosos ciclos de PCR, como abaixo se descreve,
para formar o produto de acido nucleico amplificado. Um ciclo de
PCR consiste em manter a mistura primeiro a 952C durante 1 min,
depois a 309C durante 1 min, e, finalmente, a 652C durante 2 min.
Depois da mistura ter sido submetida a 12 ciclos de PCR,
retiraram-se 8 w1l da mistura ciclizada que se guardaram,
misturou-se 1 Ul de polimerase de ADN TAQ com a restante mistura
de PCR e submeteu-se a mistura a mais 8 ciclos PCR. Retiraram-se
e guardaram-se 8 Wl da mistura ciclizada € as misturas guardadas
apoés 12 ciclos ou 20 ciclos foram ambas analisadas por electrofo-
rese em gel de agarose para detectar as moléculas de Aacidos
nucleicos do duplex de ADN amplificado por PCR, contido nas
amostras guardadas.

0 PCR tratado e as amostras guardadas foram, cada um,
misturados com 2 Wl de tampido de carga de gel de agarose e as
misturas foram submetidas a electroforese durante 1 h a 120 V nhum
gel de agarose a 4% Nu-Seive contendo 0,5 ug/nl de brometo de
etidio (EtBr) em tampio 1 x TBE. O tampdo TBE foi preparado
diluindo o tampdo 10 x TBE até 1 X usando agua. 0 tampdo EDTA foi
preparado misturando 2 g NaOH e 18,6 g de EDTA dissdédico em 100
ml de agua. 0 10 x TBE foi preparado misturando 108 g Tris-base,
55 g Acido borico em pd, 40 ml tampdo EDTA e EtBr até uma
concentracdo final de 0,5 ng/ml, tudo num volume de 1 1 de agua.
0 tampdo de carga contendo 0,1% de corante azul de bromofenol,
33% sacarose, 0,5 ug/ml EtBr e 1 x TBE. Apdés electroforese em
gel, os duplex de ADN foram visualizados expondo o gel a uma

fonte de luz UV e fotografando os acidos nucleicos iluminados.

Os resultados obtidos pelo processo referido mostram a
deteccio de uma banda iluminada de acido nucleico de

aproximadamente 220 pares de base (bp) de nucledtidos de peso
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molecular aparente. A banda de 220 bp foi observada em amostras
processadas apds 20 ciclos PCR em ratazanas infectadas pela P.

garinii, a partir de rARN isolado da P. carinii ou a partir de

¢cistos isolados de Pp. P. carinii. Também se observaram niveis baixos
da banda de 220 bp em amostras processadas apés 20 ciclos PCR em
ratazanas normais de controlo, mas a banda desmaiada observada
cré-~se que reflecte a sensibilidade do processo na detecgio de
pequenas quantidades de P. carinii indigena em ratos normais.
Observaram-se baixos niveis da banda de 220 bp em amostras
processadas a partir do controlo negativo de agua mas cré-se que
© resultado derive da electroforese, por contaminagdo cruzada das
pistas de gel adjacentes que continham rARN isolado da P. carinii

como controlos positivos.

Un peso molecular de 220 bp para a banda iluminada esta de
acordo com o tamanho aproximado previsto para um produto de
acidos nucleicos amplificados produzido pelo Uso de
polinucledétidos PNO3 e PN40 por PCR. Portanto, a visualizacio da
banda de 220 bp representa a detecgdo de produtos de acidos
nucleicos amplificados especifico da P._carinii e representa,

portanto, a deteccio de uma infecclo pela P. carinii nas
ratazanas.

Foram também usados os polinucleotidos PN20 e PROZ2,
preparados como se descreveu no Exemplo 1, no processo de
detecgdo acima descrito, em lugar dos polinucledtidos PN4O e
PNO3. Os resultados obtidos pela condugdo do processo de deteccgio
com PN20 e PRO2, nas mesmas amostras, deram um produteo de acidos
nucleicos amplificados com um peso molecular de cerca de 59 bp.
0 peso molecular de 59 bp esta de acordo com o tamanho previsto
de um produto de acidos nucleicos amplificados produzidos por PCR
usando o0s polinucleétidos PN20 e PRO2. Observou-se o produto
amplificado 59 bp quando o processo foi realizado em amostras de
sangue de ratazanas infectadas pela P. carinii, rARN isolado de

P...Garinii isolada ou de cistos isolados de P..carinii, mas nio

foi observado quando as amostras de controlo foram processadas. A
visualizagdo do produto amplificado de 59 bp representa portanto

a detecgdo de infeccdo pela P. carinii quando se usam sondas de
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polinucledtidos PN20 e PRO2.

4. Detecclo de Acidos Nucleicos Especificos da P. carinii

no Sangue de um Homem Infectado pela P. carinii

Foram obtidas amostras de soro de pacientes humanos
clinicamente diagnosticados como tendo quer soro positivo HIV

quer pnheumonia por P. carinii ou com HIV negativo e sem

pneumonia. As amostras de soro foram depois tratadas como se
descreveu no Exemplo 3 com as seguintes excepgtes conforme se
indicam. Depois das amostras desnaturadas serem misturadas com
tamp@o 10 x TAQ e polinucledtidos, 1 pl de polimerase de ADN TAQ
foi, depois, misturado e submeteu-se a mistura resultante a 35
ciclos de PCR. Depois, retiraram-se 8 ul de mistura ciclizada e

analisou~se por electroforese em gel como atras.

Os resultados obtidos pelo processo referido mostram a
detecgio da mesma banda de 220 bp como a descrita no Exemplo 3.
Tanto o anti-soro do paciente HIV positivo obtido de pacientes

depois de serem submetidos ao processo de deteccio acima
referido. Nem o anti-soro do paciente sem P. carinii e com HIV
negativo nem um controlo negativo de agua mostraram qualquer
banda de 220 bp detectavel, evidenciando a especificidade do

processo considerado.

A referida detecgio de produtos de acidos nucleicos
a transcriptase inversa (RT) em contraste com o processo usado no
Exemplo 3. A detecgio de produtos de acidos nucleicos
amplificados sem utilizar a RT indica que o anti-soro de pa-
cientes infectados com P. carinii contém duplex ADN-ARN que sio
detectaveis pelo processo descrito. A visualizagio de um produto
de Aacidos nucleicos especificos da P..carinii e, portanto, a
deteccdo da infecgdo pela P. carinii no homem, pode/ pois, ser

realizada seguindo os preceitos do processo referido.

A descrigdo precedente e os exemplos ilustram o presente

invento mas ndo pretendem limitar o seu ambito.
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Os peritos na arte reconhecerido as modificagbes e variagies
dos arranjos exemplificados que estdo dentro do espirito e do

ambito do invento agui descrito e reivindicado.
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REINVINDTICACUODES
1 - Processo de detecgao da presenga de uma infecgac por Pneumocystis

carinii num mamifero em particular um ser humano, caracterizado por compreender:

(&) misturar uma amostra de fluido vascular desnaturado, do

referido mamifero, com uma sonda polinucleotidica de Pneumocystis

carinii, capaz de se hibridar com o ADN genomico de Pneumocystis

ou com um seu transcrito de ARN,

(b) manter a referida mistura sob condigdes de hibridagdo,
durante um periodo de tempo suficiente para que a referida sonda
se hibridize com qualquer sequéncia de acido nucleico
complementar presente na referida amostra, de modo a formar um

duplex hibridado, e

(¢) detectar a presenga de qualquer duplex formado no passo

(b) e, por este meio, a presenga de infecgdo por Pneumocystis

carinii no referido mamifero.

2 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

[S¥]

por a referida sonda polinucleotidica ser uma sequéncia que é

complementar a uma porgdc especifica e Pneumocystis carinii da

sequéncia nucleotidica de ARN ribossémico de Pneumocystis

3 - processo de acordo com a reivindicagfo 1, caracterizado
por o referido passo (c) compreender a detecgdo de um produto de

acido nucleico amplificado.

4 - Processo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
por a primeira e segunda sondas polinucleotidicas SEeren
misturadas no passo (a), possuindo sequ@ncias de acidos nucleicos

representadas pelas formulas:
CAG AGC CAG CAA GTT CAT TT, e
AAT AAC CCA TCA CCA GTC CGA,
respectivamente.

5 - Processo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
por a primeira e segunda sondas polinucleotidicas serem

misturadas no passo (a), possuindo sequéncias de acidos nucleicos
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representadas pelas férmulas:

CAG AGC CAG CAA GTT CAT TT, e
AAT AAC CCA TCA CCA GTC CGA,

respectivamnente.

8 - Processo de detecclio da presenga de uma infec¢do por

Pneunocystis carinii num paciente, caracterizado por compreendear :

(a) desproteinar acidos nucleicos de cadeia dupla de  uma
amostra de fluido vascular do referido paciente,

(b) separar as cadeias dos referidos acidos nucleicos
desproteinados para formar moldes de cadeia simples

complementares,

(<) tratar os referidos moldes de cadeia simples

jtigd

complementares, sob condigBes adequadas para amplificagao por
reaccdo da cadeia com polimerase, com um primeiro e segundo
- de

amplificar um acido nucleico especifico de Pneumocystis carinii,

polinucledtidos seleccionados de modo a serein capaz

]
£

e

(d) detectar a presenga de qualquer produto de amplificagao

de acido nucleico especifico de Pneumocystis carinii formado no

passo (¢) e por este meio a presenga de uma infecgdo por

Pneunocystis carinii no referido paciente.

7 - Processo de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado
por o primeiro e segundo polinucledtidos serem misturados no
passo (¢), possuindo sequéncias de acidos nucleicos representadas

pelas formulas:

CAG AGC CAG CAA GTT CAT TT, e
AAT AAC CCA TCA CCA GTC CGA,

respectivamente.

8 - Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado

por o primeiro e segundo polinucledtidos serem misturados no
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passo (c¢), possuindo sequéncias de acido nucleico representadas
pelas formulas:

ATT TAG ATA CCT TR, e
TTA CCEG CGBE CTE GCA C.

8~ Processo de preparagdo de um polinucledotido com menos
de cerca de 100 nucledtidos de comprimento, incluindo o

polinucledtido uma sequéncia representada pela foérmula:

CAG AGC CAG CAA GTT CAT TT, ou
AAT AAC CCA TCA CCA GTC CeA

caracterizado por se realizar uma sintese quimica pelo método do
fosfotriéster.

10 - Processo de acordo com a reivindicagdo 9 de preparacio
de um polinucleétido consistindo essencialmente na sequéncia

CAG AGC CAG CAA BTT CAT TT, ou
ART AAC CCA TCA CCA GTC CGA

caracterizado por se realizar a sintese guimica do referido

polinucledtido pelo método do fosfotriéster.

11 ~ Processo de preparacio de uma composigdo compreendendo,
em quantidades molares aproximadamente iguais, um primeiro e
segundo nucledtidos que ndo se hibridam um com o0 outro e que
possuem, cada um, menos de cerca de 100 nucleétidos incluindo o

referido primeiro polinucleétido a sequéncia de nucleétidos:

CAG AGC CAG CAA GTT CAT TT,

e incluindo o referido segundo polinucledtido a sequdncia de
nucledtidos: '

ATT AAC CCA TCA CCA GTC CBA

caracterizado por compreender os passos de:

(a) sintese quimica dos referidos primeiro e segundo
polinucledtidos pelo método do fosfotriéster, e

(b) mistura, em quantidades molares aproximadamente iguais,

dos referidos primeiro e segundo polinucleoétidos produzidos no
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passo (a), de modo a formar a referida COMPOSicaon.
12 ~ Processo de preparacio de uma composigdo compreendendo,
em quantidades molares aproximadamente iguais, um primeiro e

segundo polinucleétidos, representados pelas formulas,
respectivamente:

CAG AGC CAG CAA GTT CAT TT, e
ATT AAC CCA TCA CCA GTC CGA

caracterizado por compreender os passos de:

(a) sintese quimica dos referidos primeiro e segundo

polinuclesdtidos pelo método do fosfotrieéster, e

(b) mistura, em quantidades molares aproximadamente iguais,
dos referidos primeiro e segundo polinucledtidos produzidos no

passo (a), de modo a formar a referida CoOMpPoOsigdo.

Lisboa, i0. Ma 1990

Por XYTRONYX, INC.
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