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DESCRIPCION
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar y/o identificar M. kansasii (Mycobacterium
kansasii, en adelante descrita M. kansasii) a través del uso de amplificacién de acido nucleico y un sistema de deteccion
del mismo en un ensayo clinico de laboratorio.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Mycobacterium no tuberculosa (NTM) es un bacilo gram positivo que tiene caracteristicas de acido-alcohol
resistentes clasificado en el género Mycobacterium, y es un tipo de bacteria acido-alcohol resistente distinta al complejo
de tuberculosis y Mycobacterium leprae.

Entre la mycobacterium no tuberculosa, es sabido que la cepa bacteriana clinicamente problematica incluye
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium
avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonei,
Mycobacterium abscessus, y etc. En particular, las enfermedades infecciosas afectadas por 2 tipos de bacterias, M.
kansasii y complejo M. avium, representan el 90% o mas de la totalidad de las enfermedades por mycobacterium no
tuberculoso.

En general, se sostiene que la mycobacterium no tuberculosa es inofensiva para un individuo saludable, sin
embargo, en ocasiones poco frecuentes, puede infectar a seres humanos y causar enfermedades por mycobacterium no
tuberculosa. Particularmente, en los individuos inmunocomprometidos tales como pacientes infectados con el virus del
SIDA puede ser un agente causativo de infecciones serias. En el pasado, las enfermedades por mycobacterium no
tuberculosa han sido un trastorno poco frecuente, sin embargo, en los Ultimos afos, la incidencia de infeccion
demuestra una tendencia en alza, y, por lo tanto, se ha deseado ampliamente el desarrollo de un procedimiento para
discriminar bacterias tuberculosas de mycobacterium no tuberculosa en un periodo de tiempo breve. Ademas, dado que
el procedimiento para detectar/diagnosticar M. avium y M. intracellulare por amplificacién de acido nucleico ha sido
aprobado para su inclusion en la cobertura del seguro médico y después se ha propagado rapidamente por el pais, su
significancia diagnodstica es, por supuesto, muy grande.

Dado que la mayoria de las mycobacteria no tuberculosas tienen una resistencia a agentes antituberculosos,
cuando se sospecha que un paciente tiene una infecciéon por una bacteria acido-alcohol resistente, la diferencia en el
diagnéstico referente a si la enfermedad es una enfermedad por mycobacterium tuberculosa o no tuberculosa sera muy
importante a la hora de decidir el curso del tratamiento. Ademas, ya que el procedimiento para el tratamiento de las
enfermedades causadas por mycobacteria no tuberculosas puede variar para cada tipo de bacteria, la identificacion de
las especies bacterianas también serd muy importante. Sin embargo, dado que la enfermedad por mycobacterium no
tuberculosa no tiene un sintoma clinico especifico, es muy dificil diferenciar la enfermedad por mycobacterium
tuberculosa de la enfermedad por mycobacterium no tuberculosa por observacion clinica y manifestacion
histopatoldgica, mas aun lo es especificar las especies de la mycobacterium no tuberculosa. Por lo tanto, el diagnéstico
referente a si la enfermedad es una enfermedad por mycobacterium tuberculosa o no tuberculosa debe llevarse a cabo
por la identificacion de la bacteria infectada.

En un diagnéstico tipico, en primer lugar, se examina el frotis del esputo. Mediante este ensayo, puede
reconocerse Unicamente “la bacteria acido-alcohol resistente positiva", y no puede lograrse la diferenciacion de la
bacteria tuberculosa de la mycobacterium no tuberculosa. Por lo tanto, cuando el examen del frotis del esputo es
positivo, se lleva cabo un examen de un cultivo bacteriano por cultivo en aislamiento sobre un medio de cultivo
especificado tal como medio de Ogawa para diferenciar la bacteria tuberculosa de la mycobacterium no tuberculosa.
Ademas, a través de examenes quimicos adicionales, se identifica la especie de la bacteria. Sin embargo, en general, el
crecimiento de la bacteria perteneciente al género Mycobacterium es lento, y su cultivo lleva un tiempo considerable.
Por consiguiente, en los procedimientos basicos del procedimiento convencional que incluye examen del esputo y
examen del cultivo, el resultado del diagnéstico por parte del cultivo en aislamiento que informa si la bacteria es
tuberculosa o no, demora de 3 a 4 semanas. Ademas, existe otro problema, dado que requiere de 2 a 3 semanas
adicionales para completar varios ensayos bioquimicos para la identificacion de especies bacterianas.

Ademas, la identificacion de M. kansasii también se lleva a cabo por ensayos bioquimicos. En el procedimiento
principal para identificar M. kansasii por ensayos bioquimicos, se utiliza la propiedad especifica para producir pigmentos
cuando la bacteria se expone a la luz. Sin embargo, dado que otras especies pertenecientes al género Mycobacterium
muestran las mismas propiedades que M. kansasii, la identificacion de M. kansasii por su propiedad de coloracion es en
general problematica.

En los afios recientes, se han desarrollado tecnologias para detectar bacterias a un nivel genético. Por ejemplo,
se ha estudiado como un medio util una técnica de diagndstico que utiliza tecnologia de amplificacién de acido nucleico
tal como reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Este procedimiento tiene ventajas de alta sensibilidad; varias
células de las bacterias son suficientes para la deteccién; la deteccion puede completarse en un periodo de tiempo
breve (de 4 dias como maximo). Sin embargo, en el procedimiento de PCR usual, se detectan por igual tanto células
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vivas como células muertas. Ademas, dado que el procedimiento se juzga positivo independientemente del tamafio del
recuento de bacterias, y que el nUmero de las bacterias es desconocido, el diagndstico de si la infeccidn es positiva 0 no
se proporcionara con incertidumbre. Ademas, el procedimiento tiene un problema, dado que cuenta con una sensibilidad
demasiado alta, existe la posibilidad de falsos juicios positivos.

Respecto a M. kansasii, existe un estudio que informa que se obtuvo una sonda de ADN (pMKI-9) a partir de
una libreria gendmica de M. kansasii (Documento de No Patente 1). Esta sonda de ADN (pMK1-9) puede formar un
hibrido complementario con el ADN de M. kansasii, pero esta sonda también puede formar un hibrido con otras
especies de mycobacteria, y no es especifica a M. kansasii.

Asimismo, existe un estudio focalizado en el uso de una sonda de ADN comercialmente disponible (ACCU[]
PROBE™, GenProbe, San Diego, CA) que puede hibridizarse especificamente con la sonda pMK1-9 y el gen de ARNr
de M. kansasii para la identificacion de M. kansasii (Documento de No Patente 2). Sin embargo, en este estudio, se ha
informado que tanto la sonda pMK1-9 como la sonda de ADN comercialmente disponible (ACCU-PROBE™) fueron
incapaces de detectar un nimero considerable de tipos de cepa de M. kartsasii.

Ademas, existe otro estudio en el que se evalué la sonda de ADN comercialmente disponible (ACCUI]
PROBE™) para la deteccién de M. kansasii (Documento de No Patente 3). Los investigadores de este estudio
informaron que si bien ACCU-PROBE™ es 100% especie especifico, y no muestra ninguna reaccién cruzada con otras
especies de M. kansasii, s6lo podria detectarse en este experimento un 73% de las especies de M. kansasii.

Existe un informe que describe que una sonda de formacion de ADN hibrido (p6123) especifica a M. kansasii
se ha purificado con un aislado clinico de M. kansasii (Documento de No Patente 4). La sonda (p6123) fue capaz de
hibridizarse con todas las cepas de M. kansasii utilizadas en este experimento que incluyen un subgrupo que no
reaccioné con una sonda de ADN (pMK1-9) informado por Ross et al. La Patente de los Estados Unidos Num.
5.500.341 (Documento de Patente 2) ha desvelado un cebador de amplificacion especifico de M. kansasii purificado con
una sonda p6123.

Ademas, B. Boddinghaus et al. han desvelado un oligonucleétido especifico de Mycobacterium purificado con
ARNr 16S, que especifica se prolifera e hibridiza con ADN de mycobacterium (Documento de No Patente 5).

Ademas, por ejemplo, también se ha estudiado la identificacion de la region del ADN efectiva para detectar M.
kansasii (por ejemplo, Documento de Patente 1), sin embargo, la presente situacién indica no se ha establecido el
procedimiento de diagnéstico especifico de M. kansasii.

De acuerdo con lo descrito con anterioridad, la presente situacion indica que se desea el establecimiento de un
nuevo procedimiento especifico para detectar mycobacterium no tuberculosa.

Documento de Patente 1: JP-A-11-155589;

Documento de Patente 2: la Patente de los Estados Unidos Num. 5.500.341;
Documento de Patente 3: JP-A-60-281;

Documento de No Patente 1: Z. H. Huang et. al., J. Clin. Microbiol., 1991, 29, p.2125;
Documento de No Patente 2: B. C. Ross et al., J. Clin. Microbiol., 1992, 30, p.2930;
Documento de No Patente 3: Tortoli et al., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., 1994, 13, p.264;
Documento de No Patente 4: M. Yang et al., J. Clin. Microbiol., 1993, 31, p.2769;
Documento de No Patente 5: B. Boddinghaus et al., J. Clin. Microbiol., 1990, 28, p.1751;
Documento de No Patente 6: F. Poly et al., J. Bacteriology, 2004, 186, 14, p.4781-4795.
DESVELACION DE LA INVENCION

PROBLEMAS A SER RESUELTOS POR LA INVENCION

La presente invencién se llevd a cabo en vista de la situacion descrita con anterioridad, y un objetivo de la
misma es proporcionar un nuevo cebador para detectar M. kansasii que pueda excluir cualquier falso resultado positivo
para el diagnostico; y proporcionar un procedimiento para detectar M. kansasii en forma mas simple, rapida y con alta
precision.

MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

La presente invencion se llevé a cabo con el propésito de resolver los problemas descritos con anterioridad, y
comprende los siguientes aspectos:
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(1) Un oligonucleétido especifico de Mycobacterium kansasii para la deteccion de Mycobacterium kansasii que
comprende una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1 o una secuencia de nucledtidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos.

(2) Un cebador para detectar Mycobacterium kansasii, que comprende

un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, en la que el oligonucledtido es una parte de un oligonucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1, o

un oligonucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
seleccionada a partir de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Nium. 5 a 12, en la que el
oligonucleétido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, y en la que el oligonucledétido es capaz de hibridizarse con
una secuencia de nucledtidos del gen de Mycobacterium kansasii.

(3) Una sonda para detectar Mycobacterium kansasii, que comprende

un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, en la que el oligonucleétido es una parte de un
oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, o

una secuencia de oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, en la que el oligonucledtido es una
parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 1,

y en el que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con una secuencia de nucledtidos del gen de
Mycobacterium kansasii.

(4) Un procedimiento para detectar Mycobacterium kansasii que comprende utilizar un oligonucleétido que
comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID
Num. 5 a 12, en la que el oligonucledtido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de
nucleodtidos representada en la SEQ ID Num.1, o

un oligonucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucledtidos
seleccionada de la secuencia de nucleoétidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, en la que el oligonucledtido es
una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, y en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con una
secuencia de nucledtidos de Mycobacterium kansasii, como un cebador, y/o

un oligonucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de
nucleotidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, en la que el oligonucleétido es una parte de un
oligonucledtido que comprende una secuencia de nucleoétidos representada en la SEQ ID Num.1, o

un oligonucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucledtidos
seleccionada de la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, en la que el
oligonucleétido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos complementaria a la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num.1, y

en la que el oligonucledtido es capaz de hibridizarse con una secuencia de nucledtidos de Mycobacterium
kansasii, como una sonda.

(5) Un kit para detectar Mycobacterium kansasii, que comprende

un oligonucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de
nucledtidos representada en SEQ ID Num. 5 a 12, o una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12 como un cebador, y/o

un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, o una secuencia de nucleétidos complementaria a la
secuencia de nucledtidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56
y 80 como una sonda, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de
Mycobacterium kansasii, como un cebador y/o una sonda.

(6) Uso de un oligonucledtido para disefiar un cebador o una sonda para la deteccion de Mycobacterium
kansasii, en el que oligonucledtido comprende una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Nium.1, o una
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secuencia complementaria a la secuencia de nucledtidos, y que es capaz de hibridizarse con la secuencia de
nucledtidos del gen de Mycobacterium kansasii.

Los inventores de la presente han llevado a cabo verificaciones teéricas y experimentales de homologia
genética entre especies con respecto a los genes establecidos de varias especies que incluyen M. kansasii y otros
organismos vivos, y han descubierto la presencia de una secuencia de nucleétidos en los fragmentos de acido nucleico
derivados de M. kansasii obtenidos por el procedimiento que utiliza técnicas de micromatriz, que hibridiza
especificamente con una regién particular de la secuencia de genes de M. kansasii y que puede ser util para la
deteccion de M. kansasii.

Por lo tanto, sobre la base de estos hallazgos, los inventores de la presente han estudiado intensivamente y
obtuvieron un oligonucleoétido especifico con M. kansasii (la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num.
1), y hallaron utilidad de estas secuencias de nucledtidos para la deteccion de M. kansasii. Con base en estas
secuencias, se ha desarrollado un cebador y una sonda para detectar M. kansasii, y por el uso de este cebador y sonda,
se ha establecido un procedimiento para detectar M. kansasii.

EFECTO DE LA INVENCION

De acuerdo con el procedimiento para detectar M. kansasii por el uso del cebador y/o sonda de la presente
invencién, M. kansasii puede detectarse y diagnosticarse con mas rapidez y con alta precision en comparacion con un
procedimiento de identificacion bacteriana convencional por examinacion de cultivos. Ademas, mediante la deteccion
por el uso del procedimiento de la presente invencion, puede excluirse cualquier falso resultado positivo para el
diagnoéstico en comparacion con el diagnéstico llevado a cabo por PCR por el uso de un cebador y/o una sonda
convencional, y como un resultado, M. kansasii puede detectarse y diagnosticarse con alta precision. Ademas, por el
uso del procedimiento de deteccién de la presente invencion, también pueden cuantificarse las células de M. kansasii.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 muestra una secuencia de nucleétidos del clon candidato 1, y la posicién en la que se ubica el
cebador designado se indica por una flecha.

La Fig. 2 es un diagrama de dispersion producido con base en la intensidad fluorescente de Cy3/Cy5, obtenida
por el uso del producto de PRC producido por el uso de un genoma derivado de M. kansasii en el Ejemplo Experimental
1, una secuencia KATS2 de M. kanrasii, y una secuencia mostrada como la SEQ ID Num. 8 en la descripcién de la
Solicitud JP Num. 2004-129272 (en la presente descripcion, mostrada como la SEQ ID Num. 81).

La Fig. 3 muestra los resultados de la electroforesis obtenidos en el Ejemplo 1. Ademas, las letras dispuestas
en cada hilera indican los resultados cuando se utilizan las siguientes muestras: M4: marcador del peso molecular
(Marcador 4); a: Escherichia coli; b: Mycobacterium tuberculosis; c: Mycobacterium kansasii; d: Mycobacterium
marinum; e: Mycobacterium simiae; f: Mycobacterium scrofulaceum; g: Mycobacterium gordonae; h: Mycobacterium
szulgai; i: Mycobacterium avium; j: Mycobacterium intracellulare; k: Mycobacterium gastri; I: Mycobacterium xenopi; m:
Mycobacterium nonchromogenicum; n: Mycobacterium terrae; o: Mycobacterium triviale; p: Mycobacterium fortuitum; q:
Mycobacterium chelonei; r: Mycobacterium abscessus; s: Mycobacterium peregrinum.

La Fig. 4 muestra los resultados de la deteccion llevada a cabo por PCR en tiempo real en el Ejemplo 2, que es
una curva estandar creada por el trazado del valor Ct (eje de Y) por el nimero de copias del genoma (eje de X, escala
logaritmica) de cada muestra de ADN para PCR.

EXPLICACION DE LAS LETRAS O NUMEROS

En la Fig. 2, cada simbolo indica el siguiente significado:

(1): Clon candidato considerado poseedor de una alta especificidad para M. kansasii;

(2): Los resultados obtenidos por el uso de la secuencia KAS de M. kansasii descrita en JP-A-11-155589;

(3): Los resultados obtenidos por el uso de la SEQ ID Num. 8 (idéntica a la SEQ ID Num. 81 de esta memoria)
derivada de M. tuberculosis descrita en la descripcion de la Solicitud JP Num. 2004-129272.

(a): La linea que indica: una proporcién Cy5/Cy3 de intensidad fluorescente = 10,0;
(b): La linea que indica: una proporcién Cy5/Cy3 de intensidad fluorescente = 5,0;
(c): La linea que indica: una proporcion Cy5/Cy3 de intensidad fluorescente = 2,0;
(a’): La linea que indica: una proporcion Cy3/Cy5 de intensidad fluorescente = 10,0;

(b’): La linea que indica: una proporcion Cy3/Cy5 de intensidad fluorescente = 5,0;
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(c’): La linea que indica: una proporcion Cy3/Cy5 de intensidad fluorescente = 2,0.
MEJOR MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

En la presente invencion, el gen de M. kansasii se refiere a una unidad arbitral de la secuencia de nucleétidos
(una region) en la totalidad de la secuencia genémica propiedad de Mycobacterium kansasii. AUn no se ha completado
la totalidad de la secuencia genémica de M. kansasii.

Un oligonucledtido de la presente invencién incluye un oligonucledtido que comprende una parte o la totalidad
de la secuencia de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1, o una parte o la totalidad de la
secuencia de una secuencia de nucleotidos complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucleétido
es capaz de hibridizarse con una secuencia de nucledtidos del gen de M. kansasii (en adelante, opcionalmente
denominado en pocas palabras “el oligonucleétido de la presente invencién").

En cuanto al tamafio de los oligonucleétidos de la presente invencién, un oligonucleétido que tiene la secuencia
de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1 tiene 517 bases.

El oligonucleétido que comprende una parte o la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 1 de la presente invencion incluye, por ejemplo, (1) un oligonucleétido que comprende
una secuencia de nucleétidos que comparte homologia con la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID
Num. 1, en aproximadamente 70% o mas, con preferencia, aproximadamente 80% o mas, con mas preferencia,
aproximadamente 90% o mas, aun con mas preferencia, aproximadamente 95% o mas, o (2) un oligonucleétido que
comprende una cantidad consecutiva de 10 o mas bases, preferentemente 20 o mas bases entre la secuencia
representada en la SEQ ID Num. 1.

El oligonucleotido que comprende una parte de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1
incluye un oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 5 a 12 y 53 a 56, y comprende 10 o mas bases consecutivas.

Un ejemplo especifico del nucleétido que comprende la parte de la secuencia de nucleétidos representada en
la SEQ ID Num. 1 incluye, por ejemplo, el oligonucleétido que comprende una secuencia seleccionada de la secuencia
de nucledtidos representada en la SEQ ID Nim. 5 a 12 o SEQ ID Num. 53 a 56.

El oligonucledtido que comprende una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucledtidos
complementaria a la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1 de la presente invencién incluye, por
ejemplo, un oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos
con capacidad de hibridizarse con el oligonucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos representada en la
SEQ ID Num. 1 de la presente invencion.

El oligonucledtido descrito con anterioridad que comprende la parte o la totalidad de la secuencia de la
secuencia de nucleétidos con capacidad de hibridizarse con el oligonucledtido que comprende la secuencia de
nucleodtidos representada en la SEQ ID Num. 1 de la presente invencion incluye, en particular, un oligonucleétido que
comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos con capacidad de hibridizarse bajo
una condicion altamente estricta o bajo una condicién estricta con el oligonucleétido de la presente invencion que
comprende la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1.

En este sentido, "condicion altamente estricta" significa una condicidon bajo la que, especificamente, por
ejemplo, la hibridacién se lleva a cabo en formamida 50% de 42 a 70°C, preferentemente de 60 a 70°C, seguido por el
lavado en dodecil sulfato de sodio 0,1% (SDS) de 25 a 70°C en 0,2 a 2 x SSC.

Ademas, "condicion estricta" significa una condicion bajo la que, especificamente, por ejemplo, la hibridacion se
lleva a cabo en 6 x SSC o la solucién de hibridacion con la concentracion salina equivalente bajo la temperatura de 50 a
70°C durante 16 horas, y después prelavado, en caso de ser necesario, con 6 x SSC o la solucién con la concentracion
salina equivalente, y seguido por el lavado con 1 x SSC o la solucion con la concentracion salina equivalente.

Un oligonucleétido con capacidad de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. kansasii en la
presente invencion incluye un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos con capacidad de
hibridacion bajo una condicion altamente estricta o una condicién estricta con la secuencia de nucleétidos del gen de M.
kansasii de acuerdo con lo descrito con anterioridad. La condicién altamente estricta o la condicion estricta son lo
descrito con anterioridad.

El oligonucledtido que comprende la parte de la secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucleodtidos representada en la SEQ ID Num. 1 incluye "un oligonucleétido que comprende la parte o la totalidad de la
secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a un oligonucleétido que comprende la secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5a 12 y 53 a 56, y 10 o mas bases consecutivas".

El ejemplo especifico del oligonucledtido que comprende la parte de la secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1 incluye un oligonucleétido que

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2357902 T3

comprende la secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucledtidos seleccionada de la secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12 y 53 a 56.

Ademas, el oligonucledtido de la presente invencidn puede ser acido desoxirribonucleico (ADN) o acido
ribonucleico (ARN). En el caso del acido ribonucleico, no hace falta decir que el residuo de timidina (T) puede leerse
como un residuo de uridina (U). Ademas, puede utilizarse el ADN que comprende un residuo de uridina sintetizado por
el intercambio de T en posicién arbitral por U. También, puede utilizarse el ARN que comprende un residuo de timidina
sintetizado por el intercambio de U en posicién arbitral por T. Ademas, puede observarse la eliminacién, insercion o
reemplazo de uno o varios nucledtidos, o un nucleétido modificado tal como inosina (1).

Para obtener el oligonucleétido de la presente invencién, puede utilizarse el producto preparado por el
procedimiento de sintesis quimica bien conocido en la técnica per se. Por lo tanto, es posible obtener facilmente un
oligonucleétido con calidad constante, a gran escala a un costo bajo en comparacioén con un procedimiento de clonacion
para obtener un oligonucledétido o un polinucledtido.

Por ejemplo, por el uso de un sintetizador de ADN normalmente utilizado para la sintesis de ADN, un
oligonucleétido se sintetiza de acuerdo con el procedimiento de fosfoamidita convencional, y se purifica por el
procedimiento convencional de la cromatografia en columna de intercambio i6nico. Y, asi, puede obtenerse un
oligonucleétido objetivo de la presente invencion.

Otros medios de evaluacion de un oligonucleétido de acuerdo con el propdsito de la presente invencion
incluyen el procedimiento de sustraccion descrito en FEMS Microbiology Letters 166: 63-70, 1998 o Systematic and
Applied Microbiology 24: 109-112, 2001. Esta es una metodologia de concentracién de una secuencia candidata por la
sustraccion de una secuencia de nucleétidos que reacciona con un fragmento de ADN gendmico derivado de especies
de organismos a diferenciar.

Ademas, de acuerdo con lo descrito en JP-A-11-155589 (Documento de Patente 1), puede considerarse un
enfoque a través de la preparacién de una exposicién diferencial de productos de amplificacion a partir del ADN
genomico diana y un ADN gendmico derivado de especies de organismos a diferenciar, esto es, la metodologia por el
uso de la reaccion en cadena de la polimerasa arbitrariamente cebada (AP-PCR).

Ademas, por el uso del denominado procedimiento de micromatriz, también puede obtenerse el oligonucleétido
de la presente invencién. Esto significa que, por ejemplo, se prepara un clon azaroso del ADN genémico de M. kansasii,
y después el ADN purificado derivado del clon azaroso se presenta sobre un portaobjetos de vidrio para formar una
micromatriz. Sobre el costado, se prepara un fragmento de ADN genémico fluorescentemente marcado del M. kansasii
diana (Marca-1). Por el otro lado, se prepara por separado un fragmento de ADN genémico fluorescentemente marcado
de las especies de organismos a diferenciar (Marca-2) y se utiliza para un experimento comparativo. Esto significa que,
la reactividad (aglutinacién) de cada Marca-1 y Marca-2 con la matriz sobre la micromatriz se ensaya por hibridacion
competitiva por el uso de la Marca-1 y Marca-2 en el mismo sistema de reaccion. En la presente, esto permite
seleccionar un grupo de secuencia candidato que reaccione en forma mas especifica con un fragmento de ADN
genomico (Marca-1) de M. kansasii diana (por ejemplo, Documento de No Patente 6), y, por lo tanto, puede
seleccionarse el oligonucleotido objetivo. Se describira en detalle a continuacién un ejemplo del procedimiento de
seleccion de un oligonucledtido por el uso del procedimiento de micromatriz de la presente invencion.

(1) Preparacion de la libreria Aleatoria del Genoma. La preparacion de la libreria Aleatoria del Genoma de M.
kansasii se lleva a cabo por el procedimiento modificado del procedimiento Aleatorio del Genoma descrito por Venter et
al., Science 2001 Feb 16; 291 (5507): 1304-1351 mencionado a continuacion.

En primer lugar, la cepa M. kansasii se trata por procedimientos convencionales (por ejemplo, el tratamiento de
fracturacion del cuerpo bacteriano por tratamiento en autoclave y por el uso de perlas de vidrio), después se lleva a
cabo la extraccion y purificacion de ADN de acuerdo con los procedimientos convencionales. La muestra de ADN
purificada obtenida se somete a un tratamiento de fragmentacién de ADN, por ejemplo, un tratamiento durante
aproximadamente 1 a 5 minutos por el uso de un nebulizador en presencia de una concentracion final del 20% de
glicerol bajo de 5 kPa a 9 kPa. Por este tratamiento, el tamafio objetivo de fraccién de 500 a 1000 bp puede recuperarse
eficientemente. La fraccién obtenida se purifica por el uso de una columna de extraccién comercialmente disponible.

Después de esto, la fraccién obtenida (fragmento de ADN) se incorpora en un ADN vector por ligacion de
acuerdo con los procedimientos convencionales para obtener un ADN recombinante (libreria Aleatoria del Genoma a
partir de M. kansasii). El vector a utilizar para este propdsito incluye, por ejemplo, en el caso de que la célula huésped
para la transformacion posterior sea E. coli, un vector tal como pBS (por ej., vector pBSIl sk+ (Stratagene Corp.)),
plasmido de pQE-TRI (QIAGEN Inc.), pBluescript, pET, pGEM-3Z, pGEX. Antes de la ligacion, opcionalmente se
redondea el extremo del fragmento con ADN polimerasa.

A continuacion, se transforma una célula huésped adecuada para obtener un transformante por el uso del ADN
recombinante obtenido. La célula huésped a utilizar para este propdsito incluye, por ejemplo, E. coli, preferentemente
JM109, DH5a, TOP10. Como una célula huésped, ademas de ésta, puede utilizarse la célula competente que tiene alta
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eficiencia de transduccién para un plasmido y un ADN fago. Por ejemplo, se incluyen Células Competentes E. coli
JM109 (Takara Bio Inc.).

La transformacién puede llevarse a cabo de acuerdo con, por ejemplo, el procedimiento de D. M. Morrison
(Method in Enzymology, 68, 326-331, 1979). Ademas, cuando se utiliza una célula competente comercialmente
disponible, la transformacién puede llevarse a cabo de acuerdo con el protocolo proporcionado en el producto.

Los medios para la separacién del transformante que se ha introducido con un ADN recombinante en el que se
ha incorporado el fragmento de ADN diana incluyen, por ejemplo, un procedimiento para utilizar propiedades del vector
a utilizar para la transduccion. Por ejemplo, si se utiliza el vector que contiene el gen con resistencia a ampicilina, por el
cultivo del transformante sobre un medio que contiene ampicilina y la seleccion del clon cultivado, puede obtenerse
facilmente una libreria del transformante (clon del Genoma Aleatorio del genoma de M. kansasii) con un ADN
recombinante en el que fragmento de ADN diana se ha transducido.

(2) Preparacion de la micromatriz. La micromatriz se prepara por el siguiente procedimiento. Esto significa que,
se purifica ADN a partir del clon del Genoma Aleatorio derivado del genoma de M. kansasii obtenido en el apartado (1)
descrito con anterioridad de acuerdo con los procedimientos convencionales, y después el ADN se suspende en la
solucion de reaccion para PCR y se utiliza como una muestra para PCR. Por el uso de un cebador adecuado (puede ser
un cebador comercialmente disponible, por ejemplo, M13 Cebador M1 M13 (Takara Bio Inc.) y Cebador RV M13
(Takara Bio Inc.)), el PCR se lleva a cabo de acuerdo con el procedimiento convencional, y después se purifica el
producto de PCR obtenido. Después de esto, el producto de PCR se observa sobre un portaobjetos de vidrio por
micromatriz; y se irradia con 150 mJ/cm? de luz UV para inmovilizar el producto de PCR sobre el portaobjetos de vidrio;
y, por lo tanto, se produce la micromatriz.

Ademas, en caso de ser necesario, por el uso de, por ejemplo, una secuencia de ADN especifica a una
bacteria tuberculosa tal como M. tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis: bacteria tuberculosa de tipo humano) y una
secuencia de ADN especifica al genoma de M. kansasii como un control positivo, y por el uso de, por ejemplo, un ADN
derivado de E. coli como un control negativo, la fragmentacion de cada ADN; la ligacion al vector; la transformaciéon de
E. coli; la amplificacion de ADN por PCR; la inmovilizacién del producto de PCR sobre un portaobjetos de vidrio se
llevan a cabo igualmente para cada ADN, y se preparan micromatrices respectivas.

(3) Marcado con tinte fluorescente sobre el ADN gendémico diana. De otra manera, se marcan un ADN
gendémico extraido y purificado a partir de la cepa M. kansasii y un ADN comparativo (por ejemplo, un ADN derivado de
una bacteria tuberculosa tal como bacteria tuberculosa de tipo bovina) respectivamente con Cy3 y Cy5 por un
procedimiento de marcado indirecto por el uso de hexilamino-UTP

El procedimiento se explicara tomando, por ejemplo, un procedimiento de marcado indirecto modificado de un
protocolo publicado por DeRisi Laboratory (www.micmarray.org) como un ejemplo. En este procedimiento, por el uso de
aUTP que tiene un grupo amino, y la incorporaciéon del mismo en una molécula por una reaccion de extension
enzimatica, se produce la cadena de ADN con aUTP incorporado. Después, el ADN se marca por la aglutinacion
quimica de tinte fluorescente (cuerpo de succinimida) con el grupo amino del ADN.

En primer lugar, el material de inicio (ADN gendmico derivado de M. kansasii y ADN gendmico comparativo) se
desnaturaliza por calentamiento de acuerdo con el procedimiento convencional (puede utilizarse un kit comercialmente
disponible tal como un sistema de marcado de ADN BioPrime (Invitrogen Co.) can be used). Después, tras la adicion de
DTT 2 pl, una solucion mezclada de dATP/dCTP/dGTP, dTTP, Ha-dUTP y la enzima de Klenow, la reaccion de
extensioén se lleva cabo a 37°C durante aproximadamente 3 horas. El producto de reaccion obtenido se coloca sobre
una columna de ultrafiliracién y se centrifuga a 14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos, y la solucion
concentrada se recupera en un microtubo, y después se seca completamente por el uso de un secador centrifugo al
vacio. Después, el producto de reaccion anterior se aflade con NaHCO3 y se mezcla, y se deja reposar a temperatura
ambiente durante 2 a 3 minutos.

Por separado, se prepara una solucion de Cy3 (o Cy5) disuelta en DMSO (Solucién Cy-tinte Cy3, Solucién Cy! ]
tinte Cy5). Esta Solucién Cy-tinte Cy3 se afiade al producto de reaccién descrito con anterioridad obtenido por el uso de
ADN genomico comparativo, y la Solucion Cy-tinte Cy5 se afiade al producto de reaccion descrito con anterioridad
obtenido por el uso de ADN gendémico de M. kansasii, y cada mezcla se incuba (bajo protecciéon luminica) a 40°C
durante aproximadamente 60 minutos. Ademas, cada producto de reaccion se afade con NH.OH 4M (preparado
inmediatamente antes del uso) y se mezcla, y se incuba (bajo proteccidon luminica) durante aproximadamente 15
minutos para obtener el producto marcado para cada ADN gendmico. Después, el producto marcado obtenido se coloca
sobre una columna de ultrafiltracion y se centrifuga a 14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos, y la solucion
concentrada se recupera en un microtubo, y después se seca completamente por el uso de un secador centrifugo al
vacio.

El producto marcado obtenido de cada ADN gendmico en estado seco se suspende y mezcla en una solucion
con una composicién de concentraciones finales de Tris-acetato 0,04 M (pH 8,1), acetato de potasio 0,1 M, y
tetrahidrato de acetato de magnesio 0,03 M. La suspensién se trata por calor a 94°C durante 15 minutos, y se obtiene el
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producto de fragmentacion de cada ADN gendmico marcado con 100 a 300 bases (producto marcado con Cy3, producto
marcado con Cyb5).

Cada producto marcado con Cy3 y producto marcado con Cy5 se coloca por separado sobre una columna de
ultrafiltracion y se centrifuga a 14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos, y cada soluciéon concentrada se
recupera en un microtubo, y después se seca completamente por el uso de secador centrifugo al vacio.

Se colocan en un microtubo, 40 yl de ADN de esperma de salmén (10 mg/ml) y 0,5 pl de una solucién reactiva
preparada por el ajuste de 5 pl de formamida para preparar el volumen total de 40 a 50 pl por el uso del tampén de
Hibridacion ArrayHyb (SIGMA) (composicién en un caso en el que el portaobjetos de vidrio para la micromatriz a utilizar
a continuacion es de 24 x 55 mm), y el producto marcado con Cy3 y el producto marcado con Cy5 obtenidos se mezclan
en suspensién en la misma solucion y se incuban a 95°C durante 5 minutos para obtener una solucién del producto
marcado Cy3Cy5. Esta solucion se mantiene a 70°C hasta que se utiliza para la hibridaciéon de la micromatriz en la
siguiente seccion (4).

(4) Hibridacién de la micromatriz (Hibridacion ADN-ADN sobre una matriz). Sobre una micromatriz (chip de
ADN) preparada en el apartado (2) descrito con anterioridad, se coloca una solucién total de la mezcla del producto
marcado con Cy3Cy5 preparado en el apartado (3) descrito con anterioridad, y se recubre con una cobertura de vidrio
que mantiene el interior libre de burbujas de aire. La micromatriz se dispone sobre un Hybri-cassette (una cinta de
hibridacion); se coloca en un Tupperware equipado con una Toalla Kim (Kim Towel) (Nippon Paper Crecia Co., Ltd.)
mojada con agua destilada que se cierra con firmeza; y se hace reaccionar (bajo proteccién luminica) a 65°C durante 8
horas 0 mas para permitir la hibridacién. Tras la hibridacién, la micromatriz se empapa con una 2 x SSC - solucién de
SDS 0,1% junto con una cobertura de vidrio a temperatura ambiente, y se agita cuidadosamente en la solucion para
eliminar la cobertura de vidrio. Tras el lavado secuencial con 1 x SSC y solucién de SDS 0,03% (60°C) durante 10
minutos, soluciéon 0,2 x SSC (42°C) durante 10 minutos y solucién 0,05 x SSC (temperatura ambiente) durante 10
minutos, la micromatriz se transfiere rapidamente a un nuevo estante seco, y se seca inmediatamente por centrifugacion
a 800 rpm durante 5 minutos.

(5) Medicion de la intensidad fluorescente: de la deteccion de la sefal a la cuantificacion. Por el uso de un
escaner lector de fluorescencias, se miden intensidades fluorescentes de 2 canales de Cy3 y Cy5 sobre la micromatriz,
sobre la que se ha llevado a cabo la Hibridacion de micromatriz de acuerdo con lo descrito con anterioridad en el
apartado (4), para obtener datos de deteccion de fluorescencia. La cuantificacion de la sefial de fluorescencia se lleva a
cabo por el uso de un software de analisis de imagenes de expresion del chip de ADN comercialmente disponible, y
puede llevarse a cabo un reconocimiento automatico de manchas, un calculo del fondo, y una normalizaciéon de la
proporcion de intensidad fluorescente, de acuerdo con el procedimiento de operacion del software.

El producto marcado con Cy5 utilizado para hibridacion es el genoma marcado derivado de M. kansasii, y el
producto marcado con Cy3 es ADN gendmico comparativo marcado. Por lo tanto, cuando se mide la intensidad
fluorescente de cada Cy3 y Cy5 y se detecta que la intensidad fluorescente de Cy5 es mayor, significa que el producto
sujeto a PRC sobre la micromatriz hibridiza con M. kansasii, y se considera que tiene alta especificidad para M. kansasii.
Por el otro lado, cuando se detecta que la intensidad fluorescente de Cy3 es mayor, significa que el producto sujeto a
PRC sobre la micromatriz hibridiza con el ADN gendmico comparativo y, ademas, cuando se detecta que las
intensidades fluorescentes de Cy3 y Cy5 estan en el mismo nivel de intensidad, o se detecta cualquier sefal
fluorescente de Cy3 y Cy5, puede considerarse que la especificidad para M. kansasii es baja.

Debe indicarse que si se observan un control positivo (por ejemplo, fragmento de ADN especifico para M.
tuberculosis, fragmento de ADN especifico para M. kansasii) y un control negativo (ejemplo, fragmento de ADN derivado
de E. coli) en la micromatriz, la tendencia de la intensidad fluorescente obtenida por la medicidon de la intensidad
fluorescente de Cy3Cy5 de cada mancha puede utilizarse como un estandar para la evaluacion de los datos producidos
en la medicion de fluorescencia de barrido.

Ademas, por el propdsito de evaluar una secuencia candidata para uso especificamente en la detecciéon de M.
kansasii, se lleva cabo un diagrama de dispersién con base en la proporcion de intensidad fluorescente de Cy3/Cy5
(Proporcidon) detectada sobre el chip de ADN, y se lleva a cabo un analisis de acuerdo con lo presentado a continuacion.

En el analisis, entre las secuencias de control positivas utilizadas, el valor de la Proporcion de Cy3/Cy5 del
fragmento de ADN especifico a M. kansasii sera un valor estandar util para la evaluacion de especificidad. Esto significa
que, entre los candidatos que se han evaluado, se seleccionan los clones que proporcionan una sefal significativamente
especifica para M. kansasii (es decir, que la intensidad fluorescente de Cy5 es alta) como el resultado del analisis del
valor de la Proporcion Cy3/Cy5, y que también proporcionan un valor amplio de la Proporcién en comparacion con el
control positivo de la mancha especifica a M. kansasii.

Ademas, la determinacion de la secuencia de nucleétidos del clon candidato obtenido puede llevarse a cabo de
acuerdo con los procedimientos convencionales por el uso de equipamiento tal como, por ejemplo, secuenciador capilar
ABI PRISM310 (Applied Biosystems).
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Un cebador para detectar M. kansasii en la presente invencién incluye el cebador que comprende un
oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada
en la SEQ ID Num. 1 o una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la
secuencia de nucledtidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con una secuencia de nucledtidos del
gen de M. kansasii (en adelante, opcionalmente denominado cebador de la presente invencion).

Ademas, de acuerdo con las condiciones de PCR, y de la hibridacion de nucledtidos, el cebador de la presente
invenciéon puede utilizarse por la seleccion de una longitud apropiada en una regiéon adecuada en consideracion de la
temperatura de disociacion (valor Tm) a partir de los oligonucledtidos, que comprende una parte de la totalidad de la
secuencia de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1, o una parte o la totalidad de la secuencia
de una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos. Preferentemente, la longitud del
cebador es de 10 a 50 bases, intervalo que se considera un numero de bases necesario para retener especificidad
como un cebador, mas preferentemente 10 a 35 bases, ain mas preferentemente 18 a 25 bases.

Como el procedimiento para disefiar el cebador, el cebador puede disefiarse por el uso de un software
comunmente utilizado para disefiar un cebador tal como, por ejemplo, una herramienta web para el disefio de
cebadores, Primer 3 (Whitehead Institute for Biomedical Research).

Un ejemplo especifico del oligonucleétido a utilizar para el cebador de la presente invencion (el oligonucledtido
de la presente invencion) que comprende la parte o la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 1, o la parte o la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucledtidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de
nucledtidos del gen de M. kansasii es igual a la descrita en la explicacién anterior del oligonucleétido de la presente
invencion.

Los ejemplos especificos de tal cebador incluyen, por ejemplo, el cebador que comprende un oligonucleétido
que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID
Num. 5 a 12 o una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia
de nucledtidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M.
kansasii.

Un ejemplo mas preferente del cebador de la presente invencién incluye aquel que comprende una secuencia
de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 52 o aquel que comprende una secuencia de nucledtidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID
Num. 5 a 12. Entre estos, se incluye un cebador que comprende una secuencia seleccionada de la secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 y 6 o una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5y 6.

Debe indicarse que el cebador que tiene una secuencia de nucledétidos representada en la SEQ ID Nium. 5a 12
se disefia con base en la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1.

En la Fig. 1, en la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, la ubicacién del cebador que
tiene la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5 y 6 se indica en cada caso como 1c_plate1_Fw1
and 1c_plate1_Rv1 con una flecha.

Ademas, en la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, la ubicacion del cebador que tiene
la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 7 a 12 se indica en cada caso de acuerdo con lo
presentado a continuacion:

SEQ ID Num. 7 (1c_plate1_Fw3): base Num. 33 a 51;
SEQ ID Num. 8 (1c_plate1_Fw4): base Num. 212 a 231;
SEQ ID Num. 9 (1c_plate1_Fw5): base Num. 315 a 334;
SEQ ID Num. 10 (1c_plate1_Rv3): base Num. 185 a 204;
SEQ ID Num. 11 (1c_plate1_Rv4): base Num. 411 a 430;
SEQ ID Num. 12 (1c_plate1_Rv5): base NUum. 461 a 481.

Debe indicarse que en la descripcidn anterior, el numero del cebador denominado en la presente invencién se
muestra entre paréntesis junto a SEQ ID Num.

El procedimiento para obtener el cebador de la presente invencién es el descrito en el procedimiento para
obtener un nucledtido de la presente invencion.

Ademas, el cebador de la presente invencion puede marcarse con una sustancia marcadora.
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Como la sustancia marcadora a utilizar para marcar el cebador de la presente invencion puede utilizarse
cualquiera de las sustancias marcadoras bien conocidas tales como un radioisétopo, una enzima, una sustancia
fluorescente, una sustancia luminiscente, biotina.

Por ejemplo, se incluyen el radiois6topo tal como 32P, 33P, 358, la enzima tal como fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rabano, la sustancia fluorescente tal como grupos de tinte de cianina de Cy3, Cy5 (Amersham
Biosciences), fluoresceina, la sustancia luminiscente tal como un reactivo quimioluminiscente que incluye éster de
acridinio.

Cuando el cebador de la presente invencion se marca con un radioisétopo, se incluyen un procedimiento de
marcado por la incorporacion de un nucleotido marcado con un radioisétopo en el cebador en el momento en que se
sintetiza el cebador, o un procedimiento para marcado con un radioisétopo después de que se sintetiza el cebador.
Especificamente, se incluyen un procedimiento cebador azaroso frecuentemente utilizado, un procedimiento de
traslacién de niquel, un procedimiento de marcado del extremo terminal 5’ por el uso de T4 polinucleétido quinasa, un
procedimiento para marcado del extremo terminal 3’ por el uso de deoxinucleotidil transferasa del extremo terminal y un
procedimiento para el marcado de ARN.

Cuando el cebador de la presente invencién se marca con una enzima, puede emplearse la técnica
convencional en este campo del procedimiento de marcado directo a través del que el cebador a marcar se vincula
covalentemente en forma directa con una molécula de una enzima tal como fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano.

Cuando el cebador de la presente invencion se marca con una sustancia fluorescente, por ejemplo, el
nucledtido fluorescentemente marcado puede incorporarse en el cebador por una técnica de marcado convencional en
este campo. Ademas, por un procedimiento de reemplazo de una secuencia con un nucledtido que tiene un brazo
vinculante como un miembro de un oligonucleétido (Véase, por ejemplo, Nucleic Acids Res., 1986, vol. 14, p. 6115), el
nucledtido también puede marcarse con la sustancia fluorescente. En tal caso, también puede existir un procedimiento
en el que una uridina que tiene un brazo vinculante sobre la posicidon-5 se sintetiza quimicamente a partir de una
deoxiuridina por un procedimiento sintético desvelado en JP-A-1985-500717 y después se introduce una sustancia
fluorescente en el oligonucleétido descrito con anterioridad.

En los procedimientos de marcado con una sustancia fluorescente y con biotina, el marcado puede llevarse a
cabo de acuerdo con la técnica convencional de marcado luminiscente o marcado con biotina de nucleétidos
normalmente desarrollada en este campo.

Una sonda para detectar M. kansasii en la presente invencién incluye la sonda que comprende un
oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada
en la SEQ ID Num. 1, o una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la
secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucledtido es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen
de M. kansasii (en adelante, opcionalmente denominada sonda de la presente invencion).

Un ejemplo especifico del oligonucledtido a utilizar para la sonda de la presente invencion (el oligonucleétido de
la presente invencion) que comprende la parte o la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Nudm. 1, o la parte o la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleotidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de
nucledtidos del gen de M. kansasii es igual a la descrita en la explicacién anterior del oligonucleétido de la presente
invencion.

De acuerdo con las condiciones de PCR, hibridacidon de nucleétidos, la sonda de la presente invencion puede
utilizarse por la seleccion de una longitud adecuada en una region apropiada en un calculo de la temperatura de
disociacion (valor Tm) del oligonucledtido que comprende una parte o la totalidad de la secuencia de la secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, o una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de
nucledtidos complementaria a la secuencia de nucleétidos. Es deseable disefiar la sonda en consideracion del nimero
de bases necesario para retener especificidad como una sonda si se pretende que la sonda tenga especificidad
suficiente.

Por ejemplo, la sonda a utilizar para el procedimiento de hibridacién de nucleétidos (por ejemplo, Hibridacién
Southern) incluye una sonda que tiene la longitud de base de 10 a 700 bases, preferentemente 100 a 600 bases y mas
preferentemente 200 a 500 bases.

Ademas, por ejemplo, la sonda a utilizar para el sistema de PCR en tiempo real (por ejemplo, procedimiento
TagMan™, procedimiento de Baliza Molecular) incluye la que tiene la longitud de base de 10 a 50 bases,
preferentemente 15 a 40 bases y mas preferentemente 20 a 30 bases.

Los ejemplos especificos de tal base incluyen, por ejemplo, la seleccionada de la sonda que comprende un
oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada
en la SEQ ID Nim. 5 a 12 y 53 a 56 o una parte de la totalidad de la secuencia de una secuencia complementaria a la
secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucledtido es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen
de M. kansasii.
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Un ejemplo preferente de la sonda de la presente invencion incluye la que comprende una secuencia
seleccionada de la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12 y 53 a 56. Entre éstas, son
preferentes la sonda que comprende una secuencia seleccionada de una secuencia de nucleétidos representada en la
SEQ ID Num. 5, 6 y 53. En particular, es preferente la sonda que comprende una secuencia seleccionada de la
secuencia de nucleoétidos representada en la SEQ ID Num. 53.

Debe indicarse que la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 53 a 79 es aquella a
amplificar por PCR por el uso del cebador de la presente invencion. La combinacién de un cebador directo y un cebador
inverso, y la SEQ ID Num. del nucledtido a amplificar por PCR por el uso de estos cebadores se muestran
colectivamente en la Tabla 1. La tabla muestra que, por ejemplo, la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ
ID Num. 53 es una secuencia que se amplifica por PCR por el uso de un oligonucledtido con una secuencia de
nucledtidos representada en SEQ ID Num. 5 como un cebador directo y un oligonucledtido con una secuencia de
nucledtidos representada en SEQ ID Num. 6 como un cebador inverso.

[Tabla 1]
Cebador directo Cebador inverso Secuencia amplificada
5 6 53
7 10 54
8 11 55
9 12 56

El procedimiento para obtener la sonda de la presente invencién es el descrito en el procedimiento para
obtener un nucleétido de la presente invencion.

La sonda de la presente invencién puede marcarse con una sustancia marcadora.

Como la sustancia marcadora a utilizar para marcar la sonda de la presente invencion puede utilizarse
cualquiera de las sustancias marcadoras bien conocidas tales como radioisétipo y enzima, sustancia fluorescente,
sustancia luminiscente, biotina.

Un ejemplo especifico de la sustancia marcadora y del procedimiento de marcado a utilizar para marcar la
sonda de la presente invencion es el descrito en la explicacion del procedimiento de marcado del cebador de la presente
invencion.

La sonda marcada a utilizar en el procedimiento de PCR descrito a continuacion incluye la sonda de la
presente invencion marcada con una sustancia marcadora normalmente utilizada en el procedimiento de deteccion en
tiempo real. Por ejemplo, se incluye la sonda marcada de la presente invencién en el que el extremo terminal 5’ se
marca con una sustancia reportera fluorescente (carboxifluoresceina (FAM), hexaclorofluoresceina (HEX),
tetraclorofluoresceina (TET)) y el extremo terminal 3' se marca con un tinte inactivador (por ejemplo, una sustancia
fluorescente tal como carboxitetrametilrodamina (TAMRA), una sustancia no fluorescente tal como un tinte Black Hole
Quencher (BHQ) y &cido 4-((4-(dimetilamino)fenil)azo)benzoico (DABCYL).

La muestra a utilizar para detectar M. kansasii referida en la presente invencién incluye especimenes clinicos
tales como esputo, sangre, mucosa faringea, jugos gastricos, fluido de lavado bronquial, especimenes transbronquiales,
fluidos punzados tales como efusidon pleural y pus. Ademas, la muestra puede ser un cuerpo bacteriano cultivado
aislado de un espécimen, acido nucleico aislado y purificado a partir de tal cuerpo bacteriano, o acido nucleico
amplificado por un sistema de deteccion de amplificacion de acido nucleico.

Para extraer y purificar ADN de las muestras descritas con anterioridad, la extracciéon y purificacion pueden
llevarse a cabo de acuerdo con los procedimientos convencionales normalmente empleados para la extraccion de ADN
de bacterias acido-alcohol resistentes (bacteria tuberculosa) a partir de un material de un espécimen.

En el caso en que se utiliza el cuerpo bacteriano como una muestra, por ejemplo, se incluyen el procedimiento
para romper la estructura membranosa de la bacteria tuberculosa por el tratamiento del cuerpo bacteriano con un
agente desnaturalizante de proteinas, por ejemplo, un agente tensioactivo tal como SDS, tiocianato de guanidina (GTC)
y el procedimiento de ruptura fisica del cuerpo bacteriano por el uso de perlas de vidrio.

En el caso en que se utiliza el esputo expectorado como una muestra, de acuerdo con la recomendacion de
Center for Disease Control and Prevention (CDC), puede llevarse a cabo la homogeneizacién del material del
espécimen, como pretratamiento, por el procedimiento de NALC (N-acetil-L-cisteina)-NaOH (Kent PT, Kubica GP,
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Pubric Health Mycobacteriology, A Guide for the Level Il Laboratory, U.S.Department of Health and Human Services,
Public Health Service, Center for Disease Control, Atlanta, U.S.A., 1985, p.31-55).

Después, por el procedimiento general para la preparacion de ADN (procedimiento de extraccién con fenol[
cloroformo, procedimiento de precipitacién con etanol, de acuerdo con lo descrito en Rapid and simple method for
purification of nucleic acids, J. Clin. Microbiol., 1990, Mar; 28(3), 495-503, Boom R, Sol CJ, Salimans MM, Jansen CL,
Wertheim-van Dillen PM, van der Noordaa J), puede llevarse a cabo la extraccion y purificacion del ADN.

Tomando como ejemplo el caso en que el cuerpo bacteriano cultivado aislado de un espécimen se utiliza como
una muestra, se recuperan colonias en el medio de Ogawa; se suspenden en agua destilada estéril; se centrifugan para
recolectar el cuerpo bacteriano; el cuerpo bacteriano se resuspende en agua destilada y se esteriliza en autoclave; tras
el tratamiento de ruptura (ruptura fisica por el uso de perlas de vidrio), el cuerpo bacteriano alterado se centrifuga aun
mas para recuperar el fluido sobrenadante. EI ADN puede extraerse y purificarse a partir del fluido sobrenadante
obtenido. En cuanto a la extraccion del ADN, dado que varios kits estan comercialmente disponibles, puede utilizarse
uno de tales kits, o la extraccion puede llevarse a cabo de acuerdo con los procedimientos convencionales en este
campo (por ejemplo, el procedimiento de extraccion con fenol-cloroformo, un procedimiento de precipitacion por el uso
de etanol, propanol). Por ejemplo, por el uso de un kit de extraccién y purificacion de ADN de tipo resina de intercambio
idonico Genomic-tip (QIAGEN GmbH), puede llevarse a cabo la extraccion y purificacion del ADN.

El procedimiento de deteccidon de M. kansasii referido en la presente invencion incluye, por ejemplo:

(A) Un procedimiento en el que se utiliza un oligonucleétido (el oligonucleétido de la presente invencion) que
comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1,
0 una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con una secuencia de nucleétidos del gen de
Mycobacterium kansasii;

(B) Un procedimiento en el que se utiliza un oligonucleétido marcado de la presente invenciéon como una sonda
marcada. Cada procedimiento se explicara a continuacion.

(A) Se incluye como el procedimiento (A) un procedimiento en el que se utiliza el oligonucledtido de la presente
invencion, "un procedimiento en el que, la reaccion de amplificacion de acido nucleico se lleva a cabo por el uso del
cebador de la presente invencion, y se utiliza un acido nucleico en una muestra como una plantilla, y se detecta la
extension del cebador obtenido". Especificamente, por ejemplo, se incluye un procedimiento en el que, por el uso del
cebador de la presente invencion, el cebador se hibridiza con un acido nucleico en la muestra, después se lleva a cabo
la amplificacion de acido nucleico por ADN polimerasa [por ejemplo, PCR; Documento de Patente 3, procedimiento
LAMP (Amplificacion Isotérmica Mediada por un Rizo) (Tsugunori Notomi et al., Nucleic Acid Res., 28, e63, 2000),
procedimiento ICAN (Amplificacién Isotérmica y Quimérica de Acidos Nucleicos iniciada por un cebador) (Clinical
Pathology, 51(11), 1061-1067, 2003, Nov), procedimiento LCR (reaccion en cadena de la ligasa) (JP-A-4-211399),
procedimiento SDA (amplificacion por desplazamiento de hebras) (JP-A-8-19394)] para lograr la extension del cebador.
Asimismo, por este procedimiento, puede amplificarse la secuencia de la regidén especifica de la secuencia de
nucledtidos del gen de M. kansasii, y, por lo tanto, puede detectarse M. kansasii por la medicion de producto de
extensién del cebador obtenido.

El ejemplo especifico del cebador de la presente invencion a utilizar en la PCR es acorde a lo descrito con
anterioridad.

Preferentemente, un cebador directo incluye un oligonucledtido que comprende una parte de la totalidad de la
secuencia de la secuencia de nucledétidos representada en la SEQ ID Nim. 5y 7 a 9, o una parte o la totalidad de la
secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucledétido
es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. kansasii, y un cebador inverso incluye un
oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada
en la SEQ ID Nim. 6 y 10 a 12, o una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de
nucledtidos del gen de M. kansasii.

Mas preferentemente, el cebador directo incluye el que comprende una secuencia seleccionada de la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5y 7 a 9, y el cebador inverso incluye el que comprende una
secuencia seleccionada de la secuencia de nucleotidos representada en la SEQ ID Num. 5y 10 a 12.

Aun preferentemente, el cebador directo incluye el que comprende una secuencia seleccionada de la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5, 13, 15, 27, 29, 41, 43, y el cebador inverso incluye el que
comprende una secuencia seleccionada de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 6.

La combinacién preferente del cebador directo y el cebador inverso incluye la combinaciéon de acuerdo con lo
descrito con anterioridad en la Tabla 1.
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Entre estos, una combinacién particularmente preferente del cebador directo y el cebador inverso incluye una
combinaciéon en la que el cebador directo es un oligonucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 5 y el cebador inverso es un oligonucleétido que comprende la secuencia de
nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 6.

Las condiciones, el procedimiento de operacién de la PCR por el uso del cebador descrito con anterioridad
pueden estar de acuerdo con los procedimientos de rutina convencionales normalmente utilizados en este campo.

Un procedimiento para determinar el producto de extension del cebador incluye, (A-1) un procedimiento en el
que la determinacion se lleva a cabo con base en los resultados de la electroforesis del producto de extension del
cebador obtenidos por la reacciéon en cadena de la polimerasa, (A-2) un procedimiento en el que la determinacion se
lleva cabo por el procedimiento por PCR en tiempo real, y (A-3) un procedimiento en el que la determinacion se lleva
cabo por la medicion de la sefial derivada del producto de extension del cebador obtenido por la reaccién en cadena de
la polimerasa por el uso de un cebador marcado.

Cada procedimiento se explicara a continuacion.

(A-1) Un procedimiento en el que la determinacion se lleva a cabo con base en los resultados de la
electroforesis del producto de extension del cebador obtenidos por la reaccion en cadena de la polimerasa. Este
procedimiento incluye, por ejemplo, "un procedimiento para detectar M. kansasii que comprende el siguiente
procedimiento:

(i) llevar a cabo PCR por el uso como un cebador de un oligonucleétido que comprende una parte de la
totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1, o una parte o la totalidad
de la secuencia de una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucledtidos, en la que el
oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. kansasii (el cebador de la
presente invencion), y por el uso de un acido nucleico en la muestra como una plantilla;

(i) llevar a cabo electroforesis del producto de extension del cebador obtenido en el apartado (i) anterior, y
detectar M. kansasii sobre la basa del resultado obtenido".

Un procedimiento para detectar M. kansasii a partir de los resultados de electroforesis incluye, por ejemplo, (Al
1-1) un procedimiento en el que la determinacion se lleva a cabo por la confirmacion de una fraccion del producto de
extension del cebador que tiene un tamafo objetivo (numero de pares de base), (A-1-2) un procedimiento en el que la
determinacion se lleva a cabo por Hibridacion por el uso de una sonda marcada.

Las condiciones, el procedimiento de operacion de la electroforesis pueden llevarse a cabo de acuerdo con los
procedimientos convencionales normalmente desarrollados en este campo.

(A-1-1) un procedimiento en el que la determinacion se lleva a cabo por la confirmacién de una fraccion del
producto de extensién del cebador con un numero pretendido de pares de base. En cuanto al procedimiento descrito
con anterioridad en el que la determinacion se lleva a cabo por la confirmacion de una fraccién del producto de
extension del cebador que tiene un tamarfo objetivo (nUmero de pares de base), por ejemplo, se lleva en primer lugar la
PCR, después, el producto de extensidon del cebador obtenido se somete a la electroforesis. El tamafio (numero de
pares de base) del producto de amplificacion se estima de antemano a partir del cebador directo y el cebador inverso a
utilizar para la PCR, con base en éste, la confirmacién de si la fraccién obtenida de electroforesis se corresponde o no
con el tamafio estimado del producto de amplificacién puede llevarse a cabo por los procedimientos convencionales. Se
incluye un procedimiento de deteccién basado en el tamafio caracteristico del producto de amplificacion medido, por
ejemplo, por un modo tal que el tipo de acido nucleico se visualice por tinciéon con bromuro de etidio.

Un procedimiento de determinacion especifico de acuerdo con el procedimiento de (A-1-1) incluye, por ejemplo,
los siguientes procedimientos:

(1) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 como un cebador directo y un oligonucleétido que
comprende la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 6 como un cebador inverso, el producto de
extensién del cebador obtenido se somete a electroforesis, y aquel en el que una fraccién de 167 pares de base o una
fraccion de un oligonucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 56 se
confirma, se determina positivo.

(2) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 7 como un cebador directo y un oligonucleétido que
comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 10 como un cebador inverso, el producto de
extension del cebador obtenido se somete a electroforesis, y en el que aquella en la que se confirma una fracciéon de un
oligonucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 54, se determina positiva.

(3) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 8 como un cebador directo y un oligonucleétido que
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comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 11 como un cebador inverso, el producto de
extension del cebador obtenido se somete a electroforesis, y en el que aquella en la que se confirma una fraccion de un
oligonucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 55, se determina positiva.

(4) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 9 como un cebador directo y un oligonucleétido que
comprende la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 12 como un cebador inverso, el producto de
extension del cebador obtenido se somete a electroforesis, y en el que aquella en la que se confirma una fraccion de un
oligonucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 56, se determina positiva.

Entre los descritos con anterioridad, es preferente el procedimiento del apartado (1).

(A-1-2) un procedimiento en el que la determinacion se lleva a cabo por hibridaciéon por el uso de una sonda
marcada. Un procedimiento en el que la determinacion se lleva a cabo por hibridaciéon por el uso de una sonda marcada
incluye, por ejemplo, un procedimiento en el que, tras la electroforesis, la fraccion electroforética obtenida se somete a
hibridacion con una sonda marcada preparada por el marcado de una sonda de la presente invencién con una sustancia
marcadora, y en el que aquella que ha confirmado la presencia de una fraccion hibridizada con la sonda marcada
mencionada con anterioridad por la deteccién de la sefial derivada de la sonda marcada mencionada con anterioridad
se determina positiva.

Los ejemplos especificos de la sonda a utilizar y la sustancia marcadora de la sonda y un procedimiento de
marcado de la sonda son lo descrito con anterioridad.

Un procedimiento de determinacion especifico de acuerdo con el procedimiento de (A-1-2) incluye, por ejemplo,
los siguientes procedimientos:

(1) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo la PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 como un cebador directo y un oligonucleétido que
comprende la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 6 como un cebador inverso, el producto de
extensién del cebador obtenido se somete a electroforesis, y en el que después una fraccion electroforética obtenida se
ensaya por hibridaciéon con una sonda marcada preparada por el marcado de un oligonucleétido que comprende una
parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 53 con una
sustancia marcadora, y en el que se confirma la presencia de una fraccion hibridizada con la sonda marcada
mencionada con anterioridad por la deteccion de la sefial derivada de la sonda marcada mencionada con anterioridad
se determina positivo.

(2) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 7 como un cebador directo y un oligonucleétido que
comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 10 como un cebador inverso, el producto de
extension del cebador obtenido se somete a electroforesis, y después se examina la hibridacién con una sonda marcada
preparada por el marcado de un oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la
secuencia de nucleodtidos representada en la SEQ ID Num. 54 con una sustancia marcadora, y en el que se determina
positiva aquella en la que se confirma la presencia de una fraccién hibridizada con la sonda marcada mencionada con
anterioridad por la deteccién de la sefal derivada de la sonda marcada mencionada con anterioridad.

(3) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 8 como un cebador directo y un oligonucleétido que
comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 11 como un cebador inverso, el producto de
extension del cebador obtenido se somete a electroforesis, y después se examina la hibridacién con una sonda marcada
preparada por el marcado de un oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la
secuencia de nucleodtidos representada en la SEQ ID Num. 55 con una sustancia marcadora, y en el que se determina
positiva aquella en la que se confirma la presencia de una fraccién hibridizada con la sonda marcada mencionada con
anterioridad por la deteccién de la sefal derivada de la sonda marcada mencionada con anterioridad.

(4) Un procedimiento en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 9 como un cebador directo y un oligonucleétido que
comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 12 como un cebador inverso, el producto de
extensién del cebador obtenido se somete a electroforesis, y después se examina la hibridacién con una sonda marcada
preparada por el marcado de un oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la
secuencia de nucleotidos representada en la SEQ ID Num. 56 con una sustancia marcadora, y en el que se determina
positiva aquella en la que se confirma la presencia de una fraccién hibridizada con la sonda marcada mencionada con
anterioridad por la deteccién de la sefal derivada de la sonda marcada mencionada con anterioridad.

Entre los descritos con anterioridad, es preferente el procedimiento (1).

Tomando, por ejemplo, un caso en el que se detecta M. kansasii por el procedimiento (el procedimiento del
apartado (1) anterior de (A-1-1)) en el que, tras llevar a cabo PCR por el uso de un oligonucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 como un cebador directo y un oligonucleétido que
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comprende la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 6 como un cebador inverso y seguido por
electroforesis, se confirma el producto de extension del cebador que tiene un nimero de pares de base objetivo como
un ejemplo, el procedimiento detallado para detectar M. kansasii referido en la presente invencién es lo presentado a
continuacion:

En primer lugar, de acuerdo con el procedimiento descrito con anterioridad, la muestra de ADN purificado se
prepara a partir de un espécimen a ensayar por la presencia de M. kansasii. Por separado, por el procedimiento descrito
con anterioridad, un oligonucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5 (en
adelante, representado como 1c_plate1_Fw1) y un oligonucleétido que comprende la secuencia de nucleédtidos
representada en la SEQ ID Num. 6 (en adelante, representado como 1c_plate1-Rv1) se sintetizan a partir del nucleétido
de la presente invencion por un procedimiento de fosfoamidita por el uso de un sintetizador de ADN.

Se prepara un tampén de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contiene 1c_plate1_Fw1 y 1c_plate1_Rv1, MgCl, 1,0 a
4,0 mM, KCI 80 mM, BSA 500 pg/ml, colato de sodio 0,1%, éter de polioxietilen octilfenilo 0,005 a 0,2%, cada 0,1 a 0,6
mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, y 10 a 80 unidades/ml de Taq ADN polimerasa, y se utiliza como una solucién de
reaccion para PCR.

El ADN purificado se afiade a la solucion de reaccion para PCR, y por el uso de esta solucion como una
muestra para PCR, se llevan a cabo 20 a 40 ciclos de la PCR por el Ciclador Térmico de ADN. Tras PCR, la solucién de
reaccion se somete a una electroforesis en gel de agarosa 1,5%. Después, tras tefir el gel con bromuro de etidio, se
detecta la sefial fluorescente generada por rayos UV. Asimismo, el marcador del peso molecular se somete a
electroforesis en paralelo con la solucién de reaccion, y la longitud del fragmento de ADN detectado se calcula por la
comparaciéon de la movilidad relativa. En la PCR en que se utiliza 1c_plate1_Fw1 como un cebador directo y
1c_plate1_Rv1 como un cebador inverso, se anticipa que se replicara el fragmento de ADN con 167 pares de base
(SEQ ID Num. 53) en la secuencia de nucleétidos de M. kansasii. Por consiguiente, puede determinarse que aquella en
la que se confirma la presencia de una banda fluorescente de 167 pares de base es positiva.

(A-2) Un procedimiento por PCR en tiempo real. En el procedimiento para detectar M. kansasii de la presente
invencion, también puede utilizarse el sistema de amplificacion en tiempo real (véase, por ejemplo, las Patentes de los
Estados Unidos Num. 5.210.015 y 5.538.848).

Un ejemplo del sistema de deteccion por el sistema de amplificacion en tiempo real incluye, por ejemplo, el
sistema de deteccion de PCR en tiempo real.

Pueden utilizarse varios procedimientos de detecciéon de PCR en tiempo real, por ejemplo, procedimiento de
PCR en tiempo real TagMan™ (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 5.538.848), procedimiento
de Sistema de Sonda Eclipse MGB (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 5.801.155), el
procedimiento de Tecnologia de Sonda de Balizas Moleculares (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.925.517), el procedimiento Cebador Fluorogénico LUX (Invitrogen Corporation), el procedimiento de sonda-PCR
Quenching (QP) (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 6.492.121) para el procedimiento para
detectar M. kansasii de la presente invencion.

Mas especificamente, por el procedimiento de PCR en tiempo real en el que se utiliza una sonda en la que se
marca el extremo terminal 5’, por ejemplo, con un tinte fluorescente (reportero) tal como FAM y se marca el extremo
terminal 3’, por ejemplo, con un tinte inactivador tal como TAMRA (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.538.848), puede detectarse cuantitativamente una cantidad diminuta de ADN diana con alta sensibilidad.

Esto significa que, por el uso de un oligonucledtido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de
la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, o una parte o la totalidad de la secuencia de una
secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucledtidos, en la que el oligonucledtido es capaz de
hibridizarse con la secuencia de nucledtidos del gen de M. kansasii como un cebador (el cebador de la presente
invencion), y por el uso de un oligonucleétido marcado que se marca con un tinte fluorescente reportero sobre el
extremo terminal 5’ y con tinte inactivador sobre el extremo terminal 3' como una sonda marcada, y que comprende una
parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Nim. 1, o una parte o la
totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el
oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. kansasii (el oligonucleétido de la
presente invencion), la PCR se lleva a cabo para el acido nucleico en una muestra como una plantilla, y después se
detecta la sefal fluorescente liberada por la sonda marcada mencionada con anterioridad.

El principio de la PCR en tiempo real descrita con anterioridad es como se presenta a continuacion. Esto
significa que, se utiliza un oligonucleétido que se marca con un tinte fluorescente (reportero) sobre el extremo terminal 5’
y con un tinte inactivador sobre el extremo terminal 3’, y que es capaz de hibridizarse con una regién particular del gen
objetivo. La fluorescencia reportera de la sonda mencionada con anterioridad se suprime por el tinte inactivante en la
condicion ordinaria. Bajo el estado en que la sonda fluorescente se hibridiza completamente con el gen objetivo, la PCR
se lleva a cabo por afuera del hibrido por el uso de ADN polimerasa. De acuerdo con el progreso de la reaccion de
extension por ADN polimerasa, el extremo terminal 5 de la sonda fluorescente se hidroliza por su actividad de
exonucleasa para liberar el tinte fluorescente y generar fluorescencia. En el procedimiento de PCR en tiempo real, por el
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monitoreo de esta sefal fluorescente en tiempo real, puede cuantificarse correctamente la cantidad inicial de la plantilla
de ADN.

La sonda a utilizar para la sonda marcada que se marca con un tinte fluorescente (reportero) sobre el extremo
terminal 5’ y con un tinte inactivador sobre el extremo terminal 3’ y que se utiliza para el sistema de deteccion de PCR
en tiempo real de la presente invencion puede ser la sonda descrita con anterioridad de la presente invencion.
Practicamente, puede utilizarse una sonda que tenga una secuencia de nucledtidos del producto de amplificaciéon
obtenido por la PCR en tiempo real por la combinacién de un cebador directo y un cebador inverso, o una sonda que
tenga una secuencia de nucleétidos disefiada en forma adicional a partir de la secuencia anterior. Por ejemplo, la sonda
a utilizar cuando la PCR en tiempo real se lleva a cabo por el uso de cebadores de la SEQ ID Nim. 5y SEQ ID Num. 6
incluye un nucledtido que tiene una secuencia de nuclettidos amplificada esperada de la SEQ ID Num. 53 por la PCR
en tiempo real, o un oligonucledtido que tiene una secuencia disefiada a partir de la secuencia de nucledtidos de la SEQ
ID NUum. 53 (por ejemplo, SEQ ID Num. 80).

Ademas, la sustancia fluorescente reportera a utilizar para marcar el extremo terminal 5’ incluye FAM, HEX,
TET, Cy5, VIC, sin embargo, entre estas, es preferente FAM. El tinte inactivador a utilizar para marcar el extremo
terminal 3’ incluye una sustancia fluorescente tal como TAMRA y una sustancia no fluorescente tal como BHQ (por e€j.,
BHQ2) y DABCYL, sin embargo, entre estas, es preferente TAMRA.

El cebador directo y el cebador inverso a utilizar para el sistema de deteccion de PCR en tiempo real referidos
en la presente invencion incluyen los utilizados en la PCR descrita con anterioridad, y los ejemplos especificos de
cebadores y combinaciones preferentes también son lo descrito con anterioridad.

El otro trifosfato de desoxirribonucledsido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), el reactivo tal como ADN polimerasa a
utilizar para el sistema de deteccion de PCR en tiempo real puede ser igual al utilizado en la PCR en tiempo real usual,
excepto por el uso del cebador y la sonda de la presente invencion, pueden llevarse a cabo de acuerdo con el protocolo
comun de la PCR en tiempo real.

Se explica a continuacion un ejemplo del procedimiento para detectar M. kansasii por el sistema de deteccion
de PCR en tiempo real de la presente invencion.

En primer lugar, de acuerdo con el procedimiento descrito con anterioridad, una muestra de ADN purificado se
obtiene a partir de un espécimen a ensayar por M. kansasii. Por separado, los oligonucleétidos que tienen la secuencia
de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 (1c_ plate1_Fw1) y SEQ ID Num. 6 (1c_plate1_Rv1) se sintetizan por
el procedimiento de fosfoamidita por el uso de un sintetizador de ADN.

Ademas, a partir de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num.: 53 a amplificar por la PCR
por el uso de 1c_plate1_Fw1 y 1c_plate1_Rv1 como cebadores, se disefia una secuencia a utilizar como una sonda (por
ej., SEQ ID Num.: 80), y se sintetiza un oligonucleétido de esta secuencia. El extremo terminal 5’ de este oligonucleétido
se marca con un tinte reportero de FAM, y el extremo terminal 3’ se marca con un inactivador reportero de TAMRA por
los procedimientos convencionales, y, asi, se obtiene una sonda marcada con fluorescencia.

Por el uso del 1c_plate1_Fw1 preparado con anterioridad como un cebador directo y el 1c_plate1_Rv1 como
un cebador inverso, se lleva a cabo la PCR en tiempo real, por ejemplo, de acuerdo con lo presentado a continuacion.

Esto significa que, se prepara un tampén de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contiene cada 1 uM de cebador
1c_plate1_Fw1 y cebador 1c_plate1_Rv1, 100 a 1000 nM de sonda marcada con fluorescencia, 1,0 a 4,0 mM de MgCly,
KCI 80 mM, BSA 500 ug/ml, colato de sodio 0,1%, 0,005 a 0,2% de TritonX-100, cada 0,2 mM de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP, y 10 a 80 unidades/ml de Tag ADN polimerasa, y se utiliza como una solucién de reaccion. A 20 ul de la solucion
de reaccion se anaden 1 ng de muestra de ADN purificado y se utiliza como una muestra para PCR. Esta muestra para
PCR se coloca en cada pocillo de una placa de reaccién de 96 pocillos, y se lleva a cabo la PCR en tiempo real por el
uso de un equipamiento de deteccion de PCR en tiempo real adecuado. La reaccion se repita en 30 a 50 ciclos, y en
cada ciclo, se mide la intensidad fluorescente del tinte reportero.

En la determinacién de M. kansasii, cuando se observa la seial fluorescente del tinte reportero, puede
determinarse que la muestra es positiva a M. kansasii.

Ademas, en el procedimiento de PCR en tiempo real, dado que puede realizarse una curva estandar, puede
determinarse el niumero de ADN gendmico (numero de copia) de M. kansasii en la muestra. Ademas, dado que este
namero es proporcional al nimero de células de M. kansasii, también puede determinarse el numero de células de M.
kansasii en la muestra. La preparacion de la curva estandar puede llevarse a cabo de acuerdo con el procedimiento
convencional comunmente desarrollado en el procedimiento de PCR en tiempo real. Por ejemplo, por el uso de una
muestra de ADN gendmico de M. kansasii de un numero de copia conocido como un estandar, se prepara una serie de
disolucién de concentracion (nUmero de copia) de la muestra de ADN para PCR. Después, por el uso de cada una de
las series de disolucién de la muestra de ADN para PCR, se lleva cabo la PCR en tiempo real de acuerdo con el
procedimiento descrito con anterioridad, y se mide la intensidad fluorescente del tinte reportero. Para cada una de las
series de disolucién de la muestra de ADN para PCR, el valor medido de la intensidad fluorescente (Rn, eje de y) se
traza para cada numero de ciclo de PCR (eje de x) para prepara una curva de amplificacion. Después, se selecciona
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una parte de Rn en la que la intensidad fluorescente se amplifique exponencialmente, y se traza una linea umbral (Th).
El punto de cruce de la Th con una curva de amplificacién de cada muestra de ADN para PRC se define como el ciclo
umbral (Ct). Después, el valor Ct (eje de y) se traza por el valor logaritmico del niumero de copia de cada muestra de
ADN para PCR (eje de x), y una curva aproximada obtenida para cada Ct puede utilizarse como una curva estandar.

Para la determinacion cuantitativa del nimero del ADN gendmico (numero de copia) de M. kansasii en la
muestra, en primer lugar, el ADN se aisla y purifica del espécimen a ensayar por M. kansasii, y se lleva a cabo la PCR
en tiempo real de la muestra de ADN obtenida, y se prepara una curva de amplificacién de igual manera. Se obtiene el
valor Ct en el punto de cruce de la Th trazada al momento de preparar la curva estandar por la curva de amplificacion
obtenida. Por el ajuste del valor Ct a la curva estandar, puede obtenerse la cantidad (numero de copia) de ADN
genomico de M. kansasii en la muestra.

Ademas, la presente invencion puede aplicarse en la etapa de amplificacion de acido nucleico con un
procedimiento de deteccion por el uso de producto de transcripcion de ARN. Por ejemplo, se incluyen el procedimiento
NASBA (amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico) (Patente JP Num. 2650159), procedimiento 3SR
(replicacion de secuencia auto-sostenida) (JP-B-7-114718), procedimiento TAS (sistema de amplificacion basado en
transcripcion) (JP-A-2-500565: Publicacion Internacional de WO Num. 88/10315), procedimiento TMA (amplificacion
mediada por transcripcion) (JP-A-11-46778). Entre estos, los procedimientos de amplificaciéon de acido nucleico de
temperatura constante en los que se utiliza un modo de accién concertado de transcriptasa reversa y ARN polimerasa
(una condicion de reaccién que permite que la transcriptasa reversa y la ARN polimerasa actuen en forma coordinada)
son adecuados para la automatizacion del sistema de determinacion.

(A-3) Un procedimiento en el que la determinacion se lleva cabo por la medicién de la sefal derivada del
producto de extension del cebador obtenido por la reaccién en cadena de la polimerasa por el uso de un cebador
marcado. En este procedimiento, se incluye un procedimiento tal en el que, por el uso de un cebador marcado
preparado por el marcado del cebador de la presente invencién de acuerdo con el procedimiento descrito con
anterioridad, la PCR se lleva a cabo para el acido nucleico en la muestra como una plantilla, y después se mide la sefal
derivada del producto de extension del cebador obtenido, y cuando se detecta la sefal derivada del cebador en el
producto de extension del cebador obtenido, se determina que la muestra es positive a M. kansasii. El cebador directo y
el cebador inverso a utilizar en este procedimiento incluye los utilizados en el procedimiento de PCR descrito con
anterioridad, y los ejemplos especificos del cebador preferente y la combinacién preferente también estan de acuerdo
con lo descrito con anterioridad.

En el caso del procedimiento descrito con anterioridad, una vez llevada a cabo la PCR; se elimina el cebador
marcado libre; se mide la sefial derivada del producto de extension del cebador; y cuando se detecta la sefial, puede
determinarse que la muestra es positiva a M. kansasii.

En el procedimiento para eliminar el cebador marcado libre, se incluye un procedimiento tal en el que tras la
precipitacion del producto de extension del cebador en la mezcla de reaccion obtenida por la PCR por el procedimiento
convencional de precipitacion de acido nucleico (procedimiento de precipitacion con etanol, un procedimiento de
precipitacion en el que se utiliza isopropanol), se elimina la solucién sobrenadante que contiene un cebador marcado
libre no precipitante.

Ademas, también se incluye un procedimiento para separar el producto de extension del cebador del cebador
marcado libre en la mezcla de reaccion obtenida por PCR por el tratamiento con cromatografia en gel bajo condiciones
adecuadas o por electroforesis bajo condiciones adecuadas.

(B) Un procedimiento en el que se utiliza el oligonucledtido marcado de la presente invencion como una sonda
marcada. Ademas, en el procedimiento para detectar M. kansasii de la presente invencion, un oligonucleétido que
comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1,
0 una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos, en la que el oligonucledtido es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. kansasii
(el oligonucleétido de la presente invencion) se marca con una sustancia marcadora, y por el uso de este oligonucleétido
marcado como una sonda marcada, se permite que la sonda marcada con anterioridad se hibridice con el acido nucleico
en la muestra, y tras la eliminacion de la sonda marcada libre, se detecta la sefal derivada del complejo hibridizado.

Especificamente, el procedimiento incluye, por ejemplo:

(B-1) un procedimiento de deteccién en el que se utiliza el oligonucledtido de la presente invencion inmovilizado
sobre el vehiculo sélido como una sonda de atrapamiento, se lleva a cabo hibridacién con acido nucleico en la muestra
para inmovilizar el acido nucleico derivado de M. kansasii sobre la fase sélida (véase, por ejemplo, JP-A-62-265999);

(B-2) un procedimiento del denominado “ensayo sandwich” en el que se utiliza la sonda de atrapamiento de (BU
1) y la sonda marcada preparada por el marcado de la sonda de la presente invencién, se lleva a cabo hibridacion con
acido nucleico en la muestra para formar un complejo de la sonda de atrapamiento y el acido nucleico a partir de M.
kansasii y la sonda marcada, después, se determina la sefial derivada de la sonda marcada (véase, por ejemplo, JP-A[J
58-40099); y
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(B-3) un procedimiento en el que se utiliza la sonda marcada con biotina de la presente invencion, se lleva a
cabo hibridacion con acido nucleico en la muestra, y, después, se atrapa el acido nucleico derivado de M. kansasii en la
muestra por un vehiculo inmovilizado con avidina.

Debe indicarse que como el reactivo utilizado para el procedimiento para detectar M. kansasii de la presente
invencioén, puede utilizarse el reactivo normalmente utilizado en este campo, por ejemplo, agente tampodn, estabilizador,
conservantes que no inhiban la estabilidad del reactivo coexistente ni tampoco la PCR o la reaccion de hibridacién.
Ademas, la concentracion del reactivo puede seleccionarse como adecuada a partir del intervalo de concentraciéon
normalmente utilizado en este campo.

Un ejemplo especifico de solucién tampodn incluye todas las soluciones tampdn normalmente utilizadas para
llevar a cabo PCR y la reaccién de hibridacion en este campo, por ejemplo, tampén Tris, tampdn de fosfato, tampdn
veronal, tampon de borato, tampén de good; y el pH de la soluciéon de tampdn no se limita particularmente, pero, en
general, es preferente un intervalo entre pH 5y pH 9.

Ademas, de surgir la necesidad, puede utilizarse la sintesis de acido nucleico (ADN polimerasa, ARN
polimerasa, transcriptasa inversa), el sustrato correspondiente a la enzima (dNTP, rNTP), y, ademas, el intercalador de
doble hebra (bromuro de etidio, SYBR™ Green), y, alternativamente, la sustancia de deteccién de sefial tal como FAM y
TAMRA.

Un kit para detectar M. kansasii referido en la presente invencién incluye "un kit para detectar M. kansasii que
comprende un oligonucleotido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 1, o una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de
nucleétidos del gen de M. kansasii como un cebador (el cebador de la presente invencién) y/o una sonda (la sonda de la
presente invencion)". El cebador puede ser el que se marca con una sustancia marcadora. El ejemplo especifico de la
sustancia marcadora esta de acuerdo con lo descrito con anterioridad.

El kit que comprende el cebador de la presente invencion también comprende una composicion que comprende
un par de un cebador directo y un cebador inverso. Las realizaciones preferentes son un kit que comprende un cebador
directo de un oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad de la secuencia de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 5, o una parte o la totalidad de la secuencia de una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos, en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con la secuencia de
nucledtidos del gen de M. kansasii; y un cebador inverso de un oligonucleétido que comprende una parte de la totalidad
de la secuencia de la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 6 o una parte o la totalidad de la
secuencia de una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucledtidos y que es capaz de
hibridizarse con la secuencia de nucledtidos del gen de M. kansasii como el reactivo constituyente.

En el kit descrito con anterioridad, ademas, el oligonucleétido de la presente invencion marcado con una
sustancia marcadora puede estar contenido como una sonda marcada.

Ademas, se incluye "un kit para detectar M. kansasii que comprende el oligonucleétido de la presente invencion
como una sonda". La sonda mencionada con anterioridad puede ser la marcada con una sustancia marcadora.

Las realizaciones preferentes y los ejemplos especificos del reactivo constituyente que comprende estos kits
estan de acuerdo con lo descrito con anterioridad.

Debe indicarse que el kit para detectar M. kansasii de la presente invencién puede comprender, por ejemplo,
agente tampdn, estabilizador, conservantes que no inhiban la estabilidad del reactivo coexistente ni tampoco la PCR o la
reaccion de hibridacion. Ademas, las concentraciones de los reactivos pueden seleccionarse como adecuadas a partir
del intervalo de concentracién normalmente utilizado en este campo.

El ejemplo especifico de solucidon tampodn incluye todas las soluciones tampén normalmente utilizadas para
llevar a cabo PCR vy la reaccion de Hibridacion en este campo, por ejemplo, tampdn Tris, tampoén de fosfato, tampon
veronal, tampdén de borato, tampén de good; y el pH de la soluciéon de tampdn no se limita particularmente, pero, en
general, es preferente un intervalo entre pH 5y pH 9.

Ademas, de surgir la necesidad, puede utilizarse la sintesis de &cido nucleico (ADN polimerasa, ARN
polimerasa, transcriptasa inversa), el sustrato correspondiente a la enzima (dNTP, rNTP), y, ademas, el intercalador de
doble hebra (bromuro de etidio, SYBR™ Green), y, alternativamente, la sustancia de deteccién de sefial tal como FAM y
TAMRA.

En adelante, la presente invencion se explicara en detalla por referencia a los siguientes Ejemplos.
Debe indicarse que todas las bacterias utilizadas en los Ejemplos son aislados clinicos, y que sus cepas

bacterianas ya se han diferenciado por la morfologia de la colonia y los varios ensayos bioquimicos convencionales
realizados sobre la bacteria cultivada.
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EJEMPLOS

Ejemplo Experimental 1: Seleccion de un clon derivado del genoma de M. kansasii. (1) Preparacién de una
muestra de ADN. En primer lugar, se recolectan colonias de M. kansasii (Mycobacterium kansasii) cultivadas en el
medio de Ogawa y se suspenden en agua purificada y se purifican en autoclave (a 120°C bajo 2 atmédsferas durante 20
minutos), y por medio de tratamiento de ruptura (ruptura fisica por el uso de perlas de vidrio de 2 mm de diametro)
seguido por centrifugacién, se obtuvo la solucidon sobrenadante. A partir de la solucion sobrenadante obtenida, se llevé a
cabo la extraccion y purificaciéon de ADN por el uso de un kit de extraccion y purificacion de ADN de tipo resina de
intercambio iénico, Genomic-tip (fabricado por QIAGEN GmbH), y se obtuvo ADN gendmico derivado de M. kansasii.

El ADN purificado obtenido se ajustd para dar una concentracion final de 400 ng/ul (en tampén Tris-HCI 10 mM,
pH 8,9), y se utilizé6 como una muestra de ADN.

Por separado, por el uso de una secuencia especifica de KATS2 para M. kansasii descrita en JP-A-11-155589
y una secuencia especifica de M. tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis: bacteria tuberculosa de tipo humano)
designada como la SEQ ID Num. 8 en la descripcion de JP-A-2004-129272 (en la presente descripcion, mostrada como
la SEQ ID Num. 81) como control positivo, y por el uso de ADN purificado derivado de E. coli preparado de acuerdo con
el procedimiento convencional de extraccion y purificaciéon de ADN de E. coli como un control negativo, se prepararon
muestras de ADN de la misma manera de acuerdo con lo descrito con anterioridad, y se utilizaron similarmente para el
siguiente tratamiento.

(2) Preparacion de la libreria Aleatoria del Genoma. Por el uso de 24 g de la muestra de ADN obtenida en el
apartado (1) anterior como un material, la libreria Aleatoria del Genoma se prepara por el siguiente procedimiento (un
procedimiento Aleatorio del Genoma modificado, modificado a partir del procedimiento descrito en Venter et al., Science
2001 Feb 16; 291 (5507): 1304-1351).

La muestra de ADN se tratdé por el uso de un nebulizador (fabricado por Invitrogen) en presencia de una
concentracion final 20% de glicerol bajo una presion de 5 kPa a 9 kPa durante aproximadamente 10 minutos to
fraccionar el ADN, y la fraccion con el tamafio objetivo de 500 a 1.000 bp se recuperé eficientemente. La fraccion
obtenida se purificd por el uso de una columna de extraccion (fabricada por QIAGEN GmbH).

Después, por el uso de un Kit de Embotamiento de ADN fabricado por Takara Bio Inc. y a través del uso de
actividad de la polimerasa 5 — 3’ y actividad de la exonucleasa 3' — 5’ de la T4 ADN Polimerasa, se emboto el extremo
terminal del ADN obtenido. Este ADN de extremo embotado se sometié a reaccion de ligacion con el vector sk+ pBSli
sk+ de extremo embotado (Stratagene), y se preparé un ADN recombinante del vector sk+ pBSIl (ampr) incorporado con
el fragmento de ADN.

Se llevé a cabo la transformacion de Células Competentes de E. coli JM109 (Takara Bio Inc.) por el uso del
ADN recombinante obtenido con anterioridad de acuerdo con un protocolo del producto. El transformante obtenido con
anterioridad se cultivd en una placa sobre un medio de LB-agarosa que contenia 100 pg/ml de ampicilina, 0,2 mM de
IPTG y 40 pg/ml de X-Gal, y se recolectaron colonias blancas, y, asi, se obtuvo una libreria del transformante (clon
Aleatorio del Genoma del genoma de M. kansasii) que se ha introducido con el ADN recombinante incorporado con el
fragmento de ADN objetivo.

(3) Preparacion de micromatriz

Por el uso del clon Aleatorio del Genoma del genoma de M. kansasii obtenido en el apartado (2) anterior, se
llevé a cabo la PCR por el siguiente procedimiento, y se prepard el material de la sonda para fijarla sobre un
portaobjetos de vidrio.

Se preparé una solucion tampoén de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contenia 1 uM del Cebador M1 M13 (Takara
Bio Inc.) y Cebador RV M13 (Takara Bio Inc.), MgCl» 1,5 mM, KCI 80 mM, BSA 500 pg/ml, colato de sodio 0,1%, Triton
X-100 0,1% (nombre comercial de éter de polioxietilen octilfenilo, Rohm and Haas Co.), 0,2 mM de cada dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, y 40 unidades/ml de Taq ADN polimerasa (Nippon Gene Co.) y se utiliz6 como una solucién de reaccion
para PCR.

El ADN se purificé a partir del clon Aleatorio del Genoma del genoma de M. kansasii obtenido en el apartado
(1) anterior de acuerdo con el procedimiento convencional, y se afiadié para su suspension en 20 pl de la solucion de
reaccion para PCR; y por el uso de esta suspension como una muestra para PCR (actua como una plantilla), se llevaron
a cabo 30 ciclos de PCR bajo las siguientes condiciones por el uso de Ciclador Térmico de ADN (DNA Engine PTC200;
MJ Research Inc.). Las condiciones de reaccion de la PCR fueron: Desnaturalizacion térmica: 94°C durante 0,5 minutos;
Alineamiento: 55°C durante 1 minuto; Reaccién de polimerizacion: 75°C durante 0,5 minutos.

El producto de PRC obtenido se purificd, y después se mezcld con un tampdn de inmovilizacién (concentracion
final: 3 x SSC).

Por el uso de un instrumento de tipeo (GTMAS Stamp II; Nippon Laser & Electronics); la concentracion final del
producto de PCR a observar se ajustoé para dar 300 ng/pl; la humedad en el instrumento se ajustd a 55%; el producto de
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PCR obtenido se observo (diametro de observacion: 150 a 250 Pm) sobre un portaobjetos de vidrio (CMT GAPS-II;
Coming Inc.). Una vez finalizada la observacion, el portaobjetos de vidrio se transfiri6 a un reticulador UV (UV
Stratalinker 1800; Stratagene Co.), y se irradié con 150 mJ/cm? de luz UV para fijar el producto de PCR (el ADN
objetivo) sobre el portaobjetos de vidrio, y, asi, se prepar6 la micromatriz.

(4) Marcado fluorescente del ADN gendmico diana e hibridacion de la micromatriz.

i) Marcado fluorescente del ADN gendmico diana. En primer lugar, por el uso de un sistema de marcado de
ADN BioPrime (Invitrogen Co.), se mezclaron 2 ug de cada ADN gendmico derivado de M. kansasii (ATCC12478) y un
ADN gendémico comparativo (bacteria tuberculosa de tipo bovina, ATCC19274) con 20 pl de solucion cebadora aleatoria
contenida en el producto, y se llevé a cabo el tratamiento de desnaturalizacion térmica (95°C durante 5 minutos).

Después, a cada mezcla tratada térmicamente, se afiadieron 2 yl de DTT 0,1 M, 2 pul de la solucién mezclada
de dATP/dCTP/dGTP (cada una 5 mM), 0,8 ul de dTTP 2,5 mM, 1,6 pl de Ha-dUTP 5 mM y 1 pl de enzima de Klenow
(40 U/ul) y se ajustaron para dar el volumen final de 50 pl con agua desionizada estéril, y después la reacciéon de
extension se llevo a cabo a 37°C durante 3 horas. Se dispuso una columna de ultrafiltracion Microcon YM-30 (Millipore
Co.) al tubo de 1,5 ml adjunto, y después el producto de reaccién descrito con anterioridad se coloco sobre la columna y
se centrifugd a 14.000 rpm durante 4 minutos. La solucién concentrada se recuperd en un microtubo y se secé
completamente por el uso de un secador centrifugo al vacio (CentriVap concentrator; Labconco Co.).

El producto de reaccion seco obtenido se afiadié con 10 ul de NaHCO3 50 mM y se mezcld, después se dejo a
temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos.

Por separado, se disolvié separadamente 1 mg de cada Cy3 (Amersham Biosciences) y Cy5 (Amersham
Biosciences) en 105 yl de DMSO. Se afadieron 10 ul de la Soluciéon Cy3 Cy-tinte al producto de reaccién anterior
obtenido por el uso del genoma comparativo (bacteria tuberculosa de tipo bovina) y se afiadieron 10 pl de la Solucién
Cy5 Cy-tinte al producto de reaccion anterior obtenido por el uso del genoma de M. kansasii, y cada mezcla de reaccion
se incubd (bajo proteccion luminica) a 40°C durante 60 minutos.

Ademas, cada producto de reaccion anterior se afiadié con 10 pyl de NH.OH 4 M (preparada inmediatamente
antes del uso) y mezclo, y se incubd (bajo protecciéon luminica) durante 15 minutos para obtener el producto marcado
respectivo, a saber, ADN genoémico comparativo marcado con Cy3 (bacteria tuberculosa de tipo bovina) y se obtuvo
ADN gendémico de M. kansasii marcado con Cy5.

Se dispuso una columna de ultrafiltraciéon Microcon YM-30 (Millipore Co.) al tubo de 1,5 ml adjunto, y después
el producto marcado de ADN gendmico obtenido con anterioridad se colocd sobre la columna y se centrifugd a 14.000
rpm durante 4 minutos. La solucién concentrada se recuperd en un microtubo y se sec6 completamente por el uso de un
secador centrifugo al vacio (CentriVap concentrator; Labconco Co.).

i) Procedimiento de fragmentacion del producto marcado. Al producto marcado de ADN gendmico en estado
seco obtenido en el apartado i) de (4) anterior, se afadieron 40 pl de una solucién con una composicion de
concentraciones finales de Tris-acetato 0,04 M (pH 8.1), acetato de potasio 0,1 M, y tetrahidrato de acetato de magnesio
0,03 M y mezclaron en suspensién. La suspension se tratd térmicamente a 94°C durante 15 minutos, y se obtuvo el
producto de fragmentacion de cada ADN gendémico marcado con 100 a 300 bases.

Se comprobd la eficiencia del marcado (base/tinte) por el uso de ADN polimerasa BcaBEST (Takara Bio Inc.) y
ADN Polimerasa rBst (EPICENTRE Biotechnologies), y se confirmé la incorporacion de una molécula de tinte en
aproximadamente 20 bases del ADN gendmico comparativo (bacteria tuberculosa de tipo bovina), y la incorporaciéon de
una molécula de tinte en aproximadamente 10 bases del ADN gendmico de M. kansasii.

Cada solucién de producto marcado con Cy3 y producto marcado con Cy5 se colocd por separado sobre una
columna de ultrafiltracion Microcon YM-30 (Millipore Co.) y se centrifugé a 14.000 rpm durante 4 minutos, y cada
solucion concentrada se recuperd en un microtubo, y después se secd completamente por el uso de un secador
centrifugo al vacio (CentriVap concentrator; Labconco Co.). Después, se afadieron a un microtubo los siguientes
reactivos (en el caso en que el portaobjetos para la micromatriz a utilizar a continuaciéon sea de 24 x 55 mm), y el
producto marcado con Cy3 y el producto marcado con Cy5 obtenidos con anterioridad se mezclaron en suspension en
la misma solucién.

Tampon de Hibridacion ArrayHyb (SIGMA); ADN de esperma de salmén 40 pl (10 mg/ml); formamida 0,5 pl; 5
pl Total 40 a 50 pl. Tras la mezcla en suspension, la mezcla se incub6 a 95°C durante 5 minutos, y se mantuvo a 70°C
hasta su uso para hibridacion.

iii) Hibridacion de la micromatriz. Sobre una micromatriz (chip de ADN) preparada en el apartado (3) descrito
con anterioridad, se colocé la solucién total de la mezcla del producto marcado con Cy3 y del producto marcado con
Cy5 obtenidos en el apartado ii) descrito con anterioridad de (4), y se recubrié con una cobertura de vidrio que mantiene
el interior libre de burbujas de aire. La micromatriz se dispuso sobre un Hybri-cassette; se colocd en un Tupperware
equipado con una Toalla Kim (Kim Towel) (Nippon Paper Crecia Co., Ltd.) mojada con agua destilada, y se cerré con
firmeza; y se hizo reaccionar (bajo proteccién luminica) a 65°C durante 8 horas o mas para permitir la hibridacion. Tras
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la hibridacion, la micromatriz se empapé con una solucion de 2 x SSC - SDS 0,1% junto con una cobertura de vidrio a
temperatura ambiente, y se agitdé cuidadosamente en la soluciéon para eliminar la cobertura de vidrio. Tras el lavado
secuencial con 1 x SSC y solucién de SDS 0,03% (60°C) durante 10 minutos, solucién 0,2 x SSC (42°C) durante 10
minutos y solucion 0,05 x SSC (temperatura ambiente) durante 10 minutos, la micromatriz se transfirié rapidamente a un
nuevo estante seco, y se secé inmediatamente por centrifugacion a 800 rpm durante 5 minutos.

(5) Medicion de la intensidad fluorescente: de la deteccién de la sefial a la cuantificacién. Por el uso de un
escaner lector de fluorescencias (Protein Array Scanner; Nippon Laser & Electronics), se midié la intensidad
fluorescente sobre la micromatriz obtenida en el apartado iii) anterior de (4), y se obtuvieron datos de deteccion de
fluorescencia sobre la intensidad fluorescente del canal 2 de Cy3 y Cy5. La cuantificacion de la sefal fluorescente se
llevd a cabo por el uso de DNASIS™-Array (un software de analisis de imagenes de expresion del chip de ADN; Hitachi
Software Engineering Co.), y de acuerdo con el procedimiento de operaciéon del software, se llevd a cabo un
reconocimiento automatico de manchas, un calculo del fondo, y una normalizaciéon de la proporcion de intensidad
fluorescente. Ademas, por el establecimiento de una linea limite umbral de confiabilidad, y evitando cualquier valor
inferior a esta linea, se obtuvo la proporcion de intensidad fluorescente normalizada confiable.

Debe indicarse que el control positivo (el fragmento de ADN especifico para M. tuberculosis y el fragmento de
la secuencia KATS2 de M. kansasii) y el control negativo (el fragmento de ADN derivado de E. coli) se habian
observado sobre la micromatriz.

Ademas, por el propoésito de evaluar una secuencia candidata de uso en la deteccion especificamente de M.
kansasii, con base en la proporcion de intensidad fluorescente de Cy3/Cy5 (Proporcion) detectada sobre el chip de
ADN, se llevo a cabo el analisis del diagrama de dispersion. Los resultados se muestran en la Fig. 2.

A modo de comparacion, la secuencia KATS2 de M. kansasii descrita en JP-A-1999-155589 y la secuencia
representada en la SEQ ID Num. 8 (SEQ ID Num. 81 en esta especificacion) derivada de M. tuberculosis descrita en la
descripciéon de JP-A-2004-129272 se trataron en la misma forma, y se determinaron las intensidades fluorescentes de
Cy3 y Cy5. Los resultados se muestran colectivamente en la in Fig. 2.

En la Fig. 2, se muestran la totalidad del diagrama de dispersion y la vista explotada de una parte en la que se
concentran las tinciones (sefialadas con un circulo de lineas punteadas). El diagrama de dispersiéon se muestra un doble
grafico logaritmico, como un trazado de la intensidad fluorescente de Cy5 sobre el eje vertical para la intensidad
fluorescente de Cy3 sobre el eje horizontal. En la Fig. 2, las tinciones que no son (2) y (3) muestran los resultados de
cuando se utilizé el producto de PCR sobre cada micromatriz; la tincion sefialada como (2) muestra los resultados de
cuando se utilizé la secuencia KAS de M. kansasii descrita en JP-A-11-155589; y la tincion sefialada como (3) muestra
los resultados de cuando se utilizé la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 8 (SEQ ID Num. 81 en
esta memoria) derivada de M. tuberculosis descrita en la descripcion de la Solicitud JP Num. 2004-129272.

Ademas, cada linea de la Fig. 2 tiene el siguiente significado.

(a): La linea que indica: una proporcion Cy5/Cy3 de intensidad fluorescente = 10.
(b): La linea que indica: una proporcién Cy5/Cy3 de intensidad fluorescente = 5,0;
(c): La linea que indica: una proporcion Cy5/Cy3 de intensidad fluorescente = 2,0;
(a’): La linea que indica: una proporcion Cy3/Cy5 de intensidad fluorescente = 10,0;
(b’): La linea que indica: una proporcion Cy3/Cy5 de intensidad fluorescente = 5,0;
(c’): La linea que indica: una proporcion Cy3/Cy5 de intensidad fluorescente = 2,0.

Esto significa que, la tincién ubicada en una posicién superior a la linea (a) indica que la intensidad fluorescente
de Cy5 es 10 o mas veces mayor en comparacion con aquella de Cy3; la tincién ubicada en una posicién superior a la
linea (b) indica que la intensidad fluorescente de Cy5 es 5 a 10 veces mayor en comparacion con aquella de Cy3; y la
tincion ubicada en una posicién superior a la linea (c) indica que la intensidad fluorescente de Cy5 es 2 a 5 veces mayor
en comparacion con aquella de Cy3. Ademas, la tincién ubicada en una posicion inferior a la linea (a’) indica que la
intensidad fluorescente de Cy3 es 10 o mas veces mayor en comparacion con aquella de Cy5; la tincién ubicada en una
posicion inferior a la linea (b’) indica que la intensidad fluorescente de Cy3 es 5 a 10 veces mayor en comparacién con
aquella de Cy5; y la tincion ubicada en una posicion inferior a la linea (c’) indica que la intensidad fluorescente de Cy3
es 2 a 5 veces mayor en comparacion con aquella de Cy5.

Como se evidencia a partir de la Fig. 2, la tincion (3) ubicada entre la linea (b’) y la linea (a’) indica que la
intensidad fluorescente de Cy3 es 5 a 10 veces mayor en comparacion con aquella de Cy5, y esta tincion puede
reconocerse como hibridizada con el ADN gendmico de M. tuberculosis de tipo bovina. Por el otro lado, la tincion (2)
ubicada entre la linea (c) y la linea (b) indica que la intensidad fluorescente de Cy5 es 2 a 5 veces mayor en
comparacion con aquella de Cy3, y esta tincién puede reconocerse como hibridizada con el ADN genémico de M.
kansasii.
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Debe indicarse que en el caso en que se utiliza el ADN genémico de E. coli como un control, la proporcién de
intensidad fluorescente de Cy5/Cy3 fue de aproximadamente 1, y la tincién sobre el diagrama de dispersién se ubicé en
una posiciéon muy baja, y, por lo tanto, la tincidon no se muestra en la Fig. 2.

En la presente, en la Fig. 2, entre el producto de micromatriz de PCR detectado por evaluacién, a las 8
tinciones sefialadas con circulos como (1) (en apariencia, solo existen 5 tinciones, pero de hecho existen 8 tinciones
dado que algunas estan superpuestas) se les detecté una mayor intensidad fluorescente de Cy5 que (2), y, por el hecho
descrito con anterioridad, la especificidad de (1) para M. kansasii se juzgd superior a la de (2) (la secuencia KATS2 de
M. kansasii descrita en JP-A-11-155589). Por lo tanto, estos 8 clones se seleccionaron como el clon candidato.

(6) Determinacion de la secuencia de nucleotidos del clon candidato. La secuencia de nucleétidos de los 8
clones candidato seleccionados en el apartado (5) anterior se llevé a cabo por el procedimiento descrito a continuacion.

Esto significa que, por el uso del kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems), el analisis de la secuencia se
llevé a cabo por los siguientes procedimientos de acuerdo con el protocolo del producto.

El ADN candidato (el clon candidato); 2 yl (100 ng) Cebador M1 M13; 1 pl (5 pmol) Premezcla; 8 pl. A la mezcla
anterior, se afiadié agua desionizada estéril para generar el volumen total de 20 pl, y después se llevaron a cabo 30
ciclos de la reaccidon de secuenciacion bajo las siguientes condiciones de reaccién por el uso del Ciclador Térmico de
ADN (DNA Engine PTC200, MJ Research Inc.): 96°C durante 2 min — (96°C durante 10 s — 50°C durante 5 s — 60°C
durante 4 min) x 25 — 4°C.

El producto de reaccion de secuenciacion obtenido se purificd por el uso de una columna de filtracion en gel
(QIAGEN GmbH), y después, por el uso de un secuenciador (BaseStation, MJ Research Inc.) se llevo a cabo el mapeo
de secuencia de toda la secuencia candidata de acuerdo con el manual de operacion provisto por el secuenciador.

Los datos obtenidos se buscaron en la base de datos (NCBI Blast) y se hallé que los 8 clones candidato eran
secuencias nuevas no registradas en la base de datos. Supuestamente, esto puede atribuirse al hecho de que M.
kansasii es una especie de organismo con una secuencia genémica no descifrada.

Ejemplo 1: Evaluacion de la especificidad del clon candidato para M. kansasii

Los 8 clones candidato obtenidos en el Ejemplo Experimental 1 se evaluaron por la puesta en practica de un
experimento de deteccion por electroforesis en gel de agarosa en combinacion con el sistema de amplificacion por PCR
para su disponibilidad para el sistema de deteccion especifico de M. kansasii por el uso de un sistema de deteccion de
amplificacion de acido nucleico.

(1) La sintesis del cebador para PCR

En primer lugar, con base en el resultado del analisis de la secuencia del clon candidato 1, la secuencia del
cebador para la deteccion de la amplificacion por PCR se disefid por el uso de una herramienta web para el disefio de
cebadores, Primer 3 (Whitehead Institute for Biomedical Research). Por el uso de "CGGCCATTGTTCTACAGTCT"
(SEQ ID Num. 5; en adelante denominada 1c_ plate1_FW1) y "TAGAGATCCATCGCTTTGGT" disefiadas (SEQ ID
Num. 6; en adelante denominada 1c¢_plate1_Rv1), la PCR se llevé a cabo de acuerdo con lo descrito a continuacion. El
oligonucleétido disefiado se sintetizd por el procedimiento de fosfoamidita por el uso del sintetizador de ADN ABI 392
(Applied Biosystems Inc.). Los procedimientos sintéticos se llevaron a cabo de acuerdo con el manual provisto por ABI,
y la desproteccién de varios tipos de oligonucleétidos se llevd a cabo por el calentamiento de la solucion de amoniaco
del oligonucledtido a 55°C hasta el dia siguiente. Después, el oligonucledtido sintetizado se purificé por la cromatografia
en columna de intercambio iénico por el uso de Pharmacia FPLC.

Debe indicarse que la secuencia de nucledtidos obtenida a partir del resultado del andlisis de la secuencia del
clon candidato 1 es la secuencia representada en la SEQ ID Num. 1.

(2) Preparacion de muestras. Por el uso de las siguientes bacterias, se llevd a cabo la extraccion y purificacion
del ADN por el procedimiento descrito a continuacién, y se obtuvieron muestras de ADN. Todas las bacterias utilizadas
en los Ejemplos son aislados clinicos, y sus cepas bacterianas ya se habian diferenciado por la morfologia de la colonia
y los varios ensayos bioquimicos convencionales realizados sobre la bacteria cultivada.

a: Escherichia coli; b: Mycobacterium tuberculosis; c: Mycobacterium kansasii; d: Mycobacterium marinum; e:
Mycobacterium simiae; f: Mycobacterium scrofulaceum; g: Mycobacterium gordonae; h: Mycobacterium szulgai; i:
Mycobacterium avium; j: Mycobacterium intracellulare; k: Mycobacterium gastri; I: Mycobacterium xenopi; m:
Mycobacterium nonchromogenicum; n: Mycobacterium terrae; o: Mycobacterium triviale; p: Mycobacterium fortuitum; q:
Mycobacterium chelonei; r: Mycobacterium abscessus; s: Mycobacterium peregrinum.

En primer lugar, en cuanto al género de bacterias Mycobacterium, se recolectaron colonias cultivadas sobre el
medio de Ogawa y se suspendieron en agua purificada y se purificaron en autoclave (a 120°C bajo 2 atmédsferas
durante 20 minutos), y por medio de tratamiento de ruptura (ruptura fisica por el uso de perlas de vidrio de 2 mm de
diametro) seguido por centrifugacion, se obtuvo la solucién sobrenadante. A partir de la solucidon sobrenadante obtenida,
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se llevd a cabo la extraccion y purificacion del ADN por un kit de extraccion y purificacion de ADN de tipo de resina de
intercambio i6nico Genomic-tip (QIAGEN GmbH). En cuanto a E. coli, se llevd a cabo la extraccion y purificacion del
ADN de acuerdo con el procedimiento convencional del procedimiento de extraccién de ADN de E. coli.

El ADN purificado obtenido se ajusté para dar una concentracion final de 1 ng/pl (tampén Tris-HCI 10 mM, pH
8,9), y se utilizé6 como una muestra de ADN.

(3) PCR. La PCR se llevo a cabo de acuerdo con lo presentado a continuacién por el uso de las secuencias
del cebador de 1c_plate1_Fw1 y 1c_plate1_Rv1 que se disefiaron y sintetizaron por el procedimiento descrito con
anterioridad con base en la secuencia de nucleétidos (SEQ ID Num. 1) del clon candidato. Debe indicarse que, la
posicion en que se ubica cada cebador sobre la secuencia de nucleétidos del clon candidato 1 es la mostrada en la Fig.
1.

Se prepard una soluciéon tampoén de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contenia 1 uM del cebador 1c_plate1_Fw1y
del cebador 1c_plate1_Rv1, MgCl> 1,5 mM, KCI 80 mM, BSA 500 pg/ml, colato de sodio 0,1%, Triton X-100 0,1%
(nombre comercial de éter de polioxietilen octilfenilo; Rohm and Haas Co.), 0,2 mM de cada dATP, dCTP, dGTP and
dTTP, y 40 unidades/ml de Taq ADN polimerasa (Nippon Gene Co.) y se utiliz6 como una solucién de reaccion para
PCR.

A 20 pl de la solucién de reaccién para PCR se afiadié 1 ng de la muestra de ADN, y por el uso de esta
solucion como una muestra para PCR, se llevaron a cabo 30 ciclos de PCR bajo la siguiente condicion por el uso del
Ciclador Térmico de ADN (DNA Engine PTC200; MJ Research Inc.).

Las condiciones de reaccion de la PCR fueron: Desnaturalizacion térmica: 94°C durante 0,5 minutos;
Alineamiento: 55°C durante 1 minuto; Reaccién de polimerizacién: 75°C durante 0,5 minutos.

(4) Electroforesis. A 5 pl de la solucién de reaccion obtenida tras la PCR en el apartado (3) anterior se sometié
a electroforesis sobre gel de agarosa 1,5%. Las condiciones de la electroforesis consistieron en un voltaje constante de
100 V durante 30 minutos. El procedimiento de operacion y otras condiciones estaban de acuerdo con el procedimiento
general descrito en Bio Experiment lllustrated, vol. 2, p53-63, por Hiroki Nakayama (Shujunsha Co., Ltd.). Después, tras
tefiir el gel con bromuro de etidio, se detectd la sefal fluorescente inducida por luz UV por el uso de un dispositivo
fotografico de muestras UV FAS-Ill System (Toyobo Co., Ltd.). Asimismo, el marcador del peso molecular se someti¢ a
electroforesis simultaneamente en paralelo con la solucién de reaccion, y, asi, la longitud del fragmento de ADN
detectado se calculd por la comparacion de la movilidad relativa. En este respecto, digesto X174/Haelll (Marcador 4;
Nippon Gene Co., Ltd.) se utilizd6 como el marcador del peso molecular.

Los resultados obtenidos por la electroforesis se muestran en la Fig. 3.

En la Fig. 3, las letras presentadas sobre cada linea indican los resultados cuando se utilizaron las siguientes
muestras: M4: marcador del peso molecular (Marcador 4); a: Escherichia coli; b: Mycobacterium tuberculosis; c:
Mycobacterium kansasii; d: Mycobacterium marinum; e: Mycobacterium simiae; f: Mycobacterium scrofulaceum; g:
Mycobacterium gordonae; h: Mycobacterium szulgai; i: Mycobacterium avium; j: Mycobacterium intracellulare; k:
Mycobacterium gastri; I: Mycobacterium xenopi; m: Mycobacterium nonchromogenicum; n: Mycobacterium terrae; o:
Mycobacterium triviale; p: Mycobacteriumfortuitum; q: Mycobacterium chelonei; r: Mycobacterium abscessus; s:
Mycobacterium peregrinum.

Por la PCR en la que se utiliza el cebador directo 1c_plate1_Fw1 y el cebador inverso 1c_plate1_Rv1, se
esperaba la replicacion del fragmento de ADN con 167 pares de base (SEQ ID Num. 53) en la secuencia candidata 1
que se ubica en el genoma de M. kansasii. Por lo tanto, aquella en la que se confirmé la banda fluorescente de 167
pares de base se determino positiva.

Como se evidencia a partir de los resultados mostrados en la Fig. 3, en la PCR llevado a cabo por el uso del
cebador 1c_plate1_Fw1 y el cebador 1c_plate_Rv1 de la presente invencion, sélo cuando se utilizd M. kansasii como
una muestra (c), se confirmé la banda fluorescente de 167 pares de base, y podria determinarse que la muestra es
positiva. Por el contrario, cuando se utilizaron como una muestra (a, b, d-s) las otras bacterias Mycobacterium y la
bacteria perteneciente a otro género tal como E. coli, no se confirmé la banda fluorescente correspondiente, y podria
determinarse que la muestra es negativa.

A partir de los resultados obtenidos con anterioridad, puede probarse que el clon candidato 1 es un
oligonucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos especifica de M. kansasii y por la puesta en practica de la
PCR por el uso del cebador disefiado con base en esta secuencia, puede detectarse M. kansasii especificamente.
Ademas, dado que puede esperarse que la deteccion por amplificacion de acido nucleico tal como PCR sea altamente
sensible, no es necesario el aislamiento de la bacteria y el espécimen clinico puede utilizarse directamente para la
detecciéon. En consecuencia, la deteccion de M. kansasii, que solia tomar varias semanas por el procedimiento
convencional en el que es necesario el cultivo bacteriano antes de llevarse a cabo la deteccion, puede terminarse como
maximo en un dia.

Ejemplo 2: Deteccion de M. kansasii por el sistema de PCR en tiempo real.
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(1) Sintesis del cebador PCR para la deteccion de M. kansasii. Por el uso del mismo equipamiento y por el
mismo procedimiento descrito en el apartado (1) del Ejemplo 1, se sintetizaron los oligonucleétidos de 1c_plate1_Fw1
(SEQ ID Num. 5) y 1c_plate1_Rv1 (SEQ ID Num. 6).

(2) Preparacion de la sonda para la deteccion de M. kansasii. A partir de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 53 (167 pares de base) a amplificar por PCR por el uso de 1c_plate1l_Fw1 y
1c_plate1_Rv1 como cebadores, se diseid una secuencia a utilizar como una sonda
"ACTCAATGCCCTTCGATCCCGGCGAAC", y se sintetizéd un oligonucledtido que comprende esta secuencia (en
adelante, denominada KAN1c_F1R1_FAMTAM; SEQ ID Num.: 80). El extremo terminal 5’ de este oligonucledtido se
marco con un tinte reportero de FAM y el extremo terminal 3° se marcé con un inactivador reportero de TAMRA, y asi, se
obtuvo una sonda de un oligonucleétido marcado (TagMan™ Fluorescent Probe; Applied Biosystems Japan).

(3) Preparacion de la muestra de ADN para PCR. Se midi6 la absorbancia de la muestra de ADN preparada a
partir de un espécimen de M. kansasii en el apartado (1) del Ejemplo Experimental 1 para determinar la cantidad del
ADN en la muestra. La cantidad del ADN (nimero de copia del genoma) en la muestra se determiné por la comparacion
de la cantidad obtenida de ADN con la cantidad conocida del ADN genémico de M. kansasii. Se obtuvieron 108 copias/pl
del ADN genémico. Después, se preparé la serie de disoluciones de la muestra de ADN de 105, 104, 103, 102, 10,5y 2
copias/ul por el uso de tampdn de Tris-HCI 10 mM, pH 8,9, y se utilizé6 como una muestra de ADN para PCR.

(4) PCR en tiempo real. Por el uso de 1c_plate1_Fw1 preparado en el apartado (1) descrito con anterioridad
como el cebador directo y 1c_plate1_Rv1 preparado en el apartado (1) descrito con anterioridad como el cebador
inverso, se llevo a cabo la PCR en tiempo de acuerdo con lo presentado a continuacion.

Esto significa que, se preparé una solucion tampon de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contenia 1 yM de cada
cebador 1c_plate1_Fw1 y cebador 1c_plate1_Rv1, 195 nM de la sonda marcada con fluorescencia
KAN1c_F1R1_FAMTAM preparada en el apartado (2) anterior, MgCl, 1,5 mM, KCI 80 mM, BSA 500 ug/ml, colato de
sodio 0,1%, Triton X-100 0,1% (nombre comercial de éter de polioxietilen octilfenilo; Rohm and Haas Co.), 0,2 mM de
cada dATP, dCTP, dGTP and dTTP, y 40 unidades/ml de Tag ADN polimerasa (Nippon Gene Co.) y se utilizé6 como una
solucion de reaccion.

A 20 pl de la solucién de reaccion se les anadié 1 pl de cada serie de disolucion de la muestra de ADN y se los
utilizé como una muestra para PCR. Esta muestra para PCR se colocé en cada pocillo de una placa de reaccion de 96
pocillos (MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate; Applied Biosystems Japan Ltd.), y la PCR en tiempo real se llevo a
cabo por el uso de un ciclador/detector térmico dedicado para la PCR TagMan™ (ABI 7500, Applied Biosystems Japan
Ltd.). La reaccion se repitid6 en 50 ciclos de un ciclo de reaccién compuesto por calentamiento a 95°C durante 10
minutos, seguido por calentamiento a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto, y en cada ciclo, se midio la
intensidad fluorescente del tinte reportero. Ademas, se midid la intensidad fluorescente y se digitalizé por el uso del
ciclador térmico y el uso de la funcion provista de digitalizacion de la proporciéon de intensidad fluorescente relativa de
cada uno de los 96 pocillos de la placa de reaccién.

(5) Resultados. A partir de los datos obtenidos, se generd una curva estandar de acuerdo con el procedimiento
convencional comunmente empleado en el procedimiento de PCR en tiempo real.

Esto significa que, para cada una de las muestras de ADN para PCR, se trazo la intensidad fluorescente del
tinte reportero (Rn, eje de y) para cada nimero de ciclo de PCR (eje x) para hacer una curva de amplificacién. Después,
se selecciond una parte Rn en la que la intensidad fluorescente se amplifica exponencialmente, y se trazé una linea
umbral (Th). El punto de cruce de la Th con la intensidad fluorescente de cada muestra de ADN para PCR se definié
como ciclo umbral (Ct). Después, el valor Ct (eje de y) se trazd para el numero de copia del genoma de cada muestra de
ADN utilizada para PCR (eje de x), y una curva aproximada obtenida para cada Ct se utilizé como una curva estandar.
La curva estandar se mostré en la Fig. 4.

y=-3348x + 32,61 R?=0995

A partir del hecho de que la sefal fluorescente se detecté por PCR de acuerdo con lo descrito con anterioridad,
se confirma que M. kansasii puede detectarse por la puesta en practica de la PCR en tiempo real, por el uso del
oligonucleétido de la presente invencion para la PCR como un cebador, y por el disefio de una sonda marcada con base
en la secuencia de la region a amplificar.

Ademas, también se confirmé que dado que puede generarse la curva estandar, la determinacion de M.
kansasii es posible por la PCR en tiempo real por el uso del cebador y la sonda de la presente invencion. Ademas,
puede comprenderse a partir de la Fig.7 que el procedimiento de PCR en tiempo real por el uso del cebador y la sonda
de la presente invencion puede detectar M. kansasii incluso bajo la condicién en la que sélo estén presentes 2 copias
del ADN gendmico de M. kansasii como la cantidad inicial.
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Ademas, cuando se utiliza el procedimiento de PCR en tiempo real, dado que la intensidad fluorescente se
monitorea en tiempo real, la determinacién cuantitativa de la cantidad inicial de la plantilla de ADN puede llevarse a cabo
en forma mas precisa, y el procedimiento se considera efectivo para detectar M. kansasii.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

El procedimiento para detectar Mycobacterium kansasii por el uso del cebador y/o sonda de la presente
invencién permite la deteccién de M. kansasii mas rapidamente y con mayor precisién comparada con un procedimiento
convencional de identificacion de bacterias llevado a cabo por la examinacion de cultivo sobre una bacteria. Ademas, el
procedimiento para detectar M. kansasii de la presente invencion puede excluir cualquier falso resultado positivo para el
diagnostico y también puede detectar y diagnosticar M. kansasii con mayor precision en comparacién con un
procedimiento de diagndstico llevado a cabo por PCR por el uso de un cebador y/o sonda convencional. Ademas, el
procedimiento para detectar M. kansasii de la presente invencion puede cuantificar las células M. kansasii.
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<110> WAKO PURE CHEMICAL INDUETRIES, LTD.
<120> Un procedimiento para determinar Mycobacterium Kansasii
<130> F1665WAKOPAT

<150=> JP2005-141153
<151> 2005-05-13

<160= 81

<170= Patentln version 3.1
<2101

«211= 517

<212> ADN

<213> Mycobacterium kansasii
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ccgegtegty ceccttaccg acaagaccat cggecatetg cacgtetace tegacgagtt 60
ccaccegaac atcaccaaac tgeccgegag acggecattg ttctacagie tgeatcgegg 120
pegacctgec gaactgreeg ctgacacggt cgecgecgty cteaageagg cegeegaate 180
cgcgegtact caatgecctt cgatcecgge gaacatecac tgtecacctge tgcggaagac 240
caaagegatg gatctetace ageagggeat cecgetaceg atcateatge geeteetegg 300
ccacgaonac gettecacca cageagettt ctatgecttt geaaccetgg acatgatgeg 360
tcaagcgatc aacgecgeca ccoccgegat caa::accgcg gccaccgage cactcaccga 420

agaccaactc caaaccctct acagtetgcg ataaccgect gaaacgttaa gecgagaaat 480

ccgecageac cececacgag cgeaggacat ctecgea 517

<210> 2

<211> 596

<212> ADN

<213> Mycobacterium kansasii

<400= 2
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attgateegt tgtecogene tggogetogt cpgetecgge gaggpegpts agecgatacg 60
tcaatteaac gtaticpece gacagpccEs cEgEccERty acepetegga 1gttcactac 120
cgacgnagge gecgacacee attgecaget cgpeancety acgteglega atgeegtcac 180
tatggattgg ctogaagaca cocteaacte ggattgateg ttgopgecget teaatteace 240
gegttttget tgcogeetgy coggegette geaceaeget geggaagaac teeateegeg 300
cggtgnceng ategteggee nagtecagpy cagegtegac nacggtettg cgtegtgact 360
cgtcgEEEag aacggantcg ntetgatega cgna—::ttgcg gacggeeteg atggecktts 420
tgeggocggt thecaccgat tegageacct cpteggaaag tteggeceag cgtgpetepg 450
cocttctgegp cgtetetgte algatgteaa ctocctgaac tetateggge tiatactoga 540
cepgegtace cecgonanctt cggegattge cgacgetgat gaagiincga ctgteg 586

<210= 3

<211> 636

=212= ADN

<213> Mycobacterium kansasil

<400=3
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cagegtigre ttecoggtoc LgEegtggy cgaacaagat gtoccagaac ggegtgaaac 60
cotecagpta cprattpecy cletgpptea teaatgocpt cacecgetor gEigtecppe 120
tegegnteep cagecegaty gpptpetoegt agtectgeat ptagapegen angegetgen 180
gpecpagett ptecacgagy cettogacga tetegpteag attgiogaag ctatagepya 240
actcptopae cgacpptace gocgaattge cpaageopat ptaatcpppa pocaccapgt 300
agtactegte gragagegeg ggatgngat tgegpanacat atgegagetg grggpgange 360
cgtgeageag gageanagee gegtitegeg gattgecgge ctecopgaag tacacctoca. 420
ageegttgat ggacygtagte cygtgecggy tgtcganggt agteattgeg gttecttte 480
ggtgatggte gegrgecggt cgggagaacg agegttetea cggetggeeg tagtctagag 540
aacgategit ctiagegeaa gragpgaaly ccatgaccga agpegaggac cgggataatg a0

tgetegeege ageegatagy tigttcaaty acegeg 636

=210=4

=211= 726

=212= ADN

<213> Mycobacterium Kansasii

=A400= 4

tacggetget caacengaat gageatetpy ptatepegee gacgegtaac tgtgpgtteg 60
ACCHCECECE COEtCnEats atceEoeEEa togatpecea tionpttptt pocacyyate 120

gEEtcgngnc gattegeeag tgttttcany actecgeeat cgacgeggte DCCEBCCCEE 180
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tccactatia CERCAIICCE CLECETEEEC CEALALLCAE AALCEACCET ALERLoCECT 240

geaacctpes tegeacggea accgateaas gottectott gppegeenac atgocaates 300

EEacctcgge gtEECagacy giacgtcate teacgeaget gEAtcifgaa gaccgactes 460

acgaagacat cgatctigen ctgacnctgt teangantas titogagate peatpegnat 420

ccocgatgpt potgppcpcy totppecpoe gpotgganty ctoacepete gactttttie 480

getacgegac gegttatace aggacgacan agECEeacgs cgteaagagt cgttegpeac 540

gtatnacpat tgocgttcte atgetygeat atgtpccggt copracacty cugtictit 600

atgacgecga gaacaatcgy tteacgegen AgCgCtocgy gACEEECEEC ggaacganat 660

cgaccgacta citgapepece atecopcgapt caatcpaage acootibget tigtagcage 720

gacaac T26
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<210= 5

<2H= 20

=212> ADN

=213= Secuencia Artificial

<220
<223~ pehador de oligonucledtidos

400> 5
cgaecatigt ttacaghat 20

<210> 6
=211 20

<212= ADN
<213> Secusncia Artificial

<220
<0 2ds cebador de oligonucledtidos

400> &
fagagateca feociitogt 20

<210= ¥
<211> 19

<212> ADN
=213~ Secuencia Artificial

<220
=023 cebador de oligonucledtidos
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<400= 7
gocatctgea cgretacet 19

<210 8

«211= 20

«212> ADN

=213> Secuencia Artificial

<220=
<223 cebador de oligonucledtidos

<400 &
aacatccact gicacctget 20

<210= 9

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

=220
<223> cebador de oligonucledtidos

<400= 9
ccaccacagc agetiictat 20

<210= 10

«211= 20

=212> ADN

« 213> Secuencia Artificial

220>
<223> cehador de oligonucledtidos

<400= 10
atcgaaggqe attgagtacg 20

<210= 11

<211= 20

<212> ADN

<213= Secueancia Artificial

<220
«223> cehador de oligonucledtidos

=400= 11
gagttggtct tocggtgagig 20

<210 12

«211= 21

2212 ADN

213> Secuencia Artificial

220>

<223> cebador de oligonucledtidos
<400= 12

gatttcieag claacgtit 21

32



ES 2357902 T3

<210= 13
«211> 20
212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

«220=
<223> cebador de oligonucledtidos

<400 13
atgttcacta ccgacgaagg 20

<210 14

<211> 18

<212> ADN

2 213> Secuencia Artificial

<220
«223> cehador de oligonucledtidos

<400= 14
gactiggecy acgatcty 18

<210= 15

<211= 18

<212= ADN

<213> Secuencia Artificial

<220
=223> cebador de sligonucledtidos

<400= 15
gotgoggaag aactocat 18

<210 16

<211> 18

<212> ADN

«213> Secuencia Artificial

220>
<223> cehador de oligonucledtidos

<400= 16
clegaatcgy Wgaaace 18

<210- 17

=211= 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

=220
<223> cebador de sligonucledtidos

<400= 17
gatcogttgt ccocgoact 18

<210=- 18

<211= 20
«212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220
<223 > pehador de oligonucledtidos

<400= 18
gtgagcogat acgteaatte 20

<210= 19
<211= 19
212> ADN

<213> SecaenciaArtificial

<220
223> cebador de oligonucledtidos

<400= 19
cticaatica ccgogtttt 19

<210= 20

<211= 18

<212= ADNM

<213> Secuenciafrtificial

<220
<223> cebador de oligonucledtidos

<400 20
ctgcggaaga actccate 18

<210 21

<211= 20

<212= ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220
«223> cebador de oligonucledtidos

<400= 21
gatctgateg acgaacttge 20

<210= 22

<211=19

«212> ADN

<213 SecusnciaArtificial

<220
<223> cehador de oligonucledtidos

<400= 22
catagitgacg gcattcgac 19

=270= 23

=211= 20

=212> ADN

<213> Secuencia Artificial

2220
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«223> cebador de oligonucledtidos

<400 23
atcogagtig aggatgtett 20

=210= 24

<211= 20

<212= ADN

<213 Secaencia Artificial

<2205
=223> cehador de oligonucledtidos

<400 24
atcagatcga ttcogtictc 20

<210= 25

=211= 18

<212 ADN

«213> Secuencia Artificial

<220

<223 > cehador de oligonucledtidos
<400= 25

ctcgaatcgg tggaaacc 18
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<210 26
<211= 20
<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220
=223> tebador deoligonucledtidos

<400= 26
gotcgagtat aagoccgata 20

<210= 27
<211= 14
<212 ADN <213> Secuencia Artificial

<220
<2235 vebador de oligonucledtidos

<400= 27
gtgatcaatg ccgtcace 18

<210= 28

<211= 20

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220
=223 cehador de oligonucledtidos

<400= 28
gticcgetat ageticgaca 20
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=210= 29
=211= 20
<212= ADN

<213» Secpencia Artificial

<2205
=223> ¢ehador de oligonucledtidos

<d400= 20
fagocaccag gtagtactcg 20

<210= 30

<211 20

<212 ADN

=213> Secusncia Artificial

w220
<2235 cehador de oligonucledtidos

<400= 30
accggactac giccatcaac 20

<210= 31

=211= 18

=212 ADN

<213> Secuencia Artificial

<220=
=223 cebador de oligonucledtidos

=400= 31
gttggetice cggtoctt 18
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<210= 32

<211 19

<212= ADN

«213> Secuencia Artificial

<2200
<223> cehador de oligonucledtidos

<400 32
gigaaaccct ccaggiacyg 19

<210= 33

<211 20

212> ADN

<213> Secusncia Artificial

<2200
«223» pebador de oligonucledtidos

<400= 33
acgatctcgg tcagangtc 20

<210 34

<211> 20
<212= ADN
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<213> Secusncia Artificial

«220=
< 223> cehador de oligonucledtidos

<400> 34
gagocaccag gtagtactcg 20

<210= 35

<211= 19

<212 ADN

< 213> Secqpencia Artificial

<220=
«223» cebadeor de gligonucledtidos

<400= 35
fitcctttcg gtgatggtc 19

«210= 36

<211= 19

<212= ADN

<213> Secusncia Artificial

«220=
<223 cebador de oligonucledtidos

<400= 36
gogehctaca tecaggact 19

<210= 37

«211= 20

<212 ADN

<213= Secuencia Artificial

<220
«223> eebador de oligonucledtidos

<400= 37
ccgctatage ttcgacaatc 20

«210= 38

211> 19

«212= ADN

<213> Seguencia Artificial

<220=
«223> cehador de oligonucledtidos

<400= 38
caccagctcq catatgtic 19

«210= 39

<211= 20

<212> ADN

<2135 Secuencia Artificial

=220=
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<223> ¢ebador de oligonucledtidos

<400= 39
aacggcttgg aggtgtactt 20

<210= 40

<211= 20

<212= ADN

<213> Secuencia Artificial

<220
<223 cebador deoligonucledtidos

<400= 40
goggtcattg aacaacctat 20

=210 41
<211> 19
<212> ADM

<213> Secuencia Artificial

<2205
<223> pebador de oligonucledtidos

<400= 41
ccocggtecac tattacgac 19

<210 42
<211> 19
212> ADN

<213> SecuenciaArtificial

<220
<223 gehador de oligonucledtidos
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<d400= 42
ctgcgtgaga tgacgtacc 19

<210= 43

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> gehador de oligonucledtidos

<400= 43
gagatcgcat acgaatccac 20

<210= 44

<211= 20

<212= ADN

213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ehador de oligonucledtidos

<400 44

atgagaacgg caatcgttat 20

<210= 45

<211= 20

<212= ADN

<213> Secuencia Artificial

<220=
«223> gebador de oligonucledtidos

=400 45
gaatgagcat ctgggtatcg 20

<210= 46

<211= 19

<212 ADN

<213> Secuencia Artificial

« 220
<2235 cehador de oligonucledtidos

<400 46
gattgggicg agacgatc 19

<210= 47

<211= 20

<212= ADN

<213> Secuencia Artificial

<220=
<223> cebador de eligonucledtidos
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<400= 47
gagatcgcat acgaatccac 20

<210= 48
<211= 21
<212= ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220=
<223> cebador de oligonucledtidos

<400= 48
cgttatacca ggacgacaaa g 21

<210= 49
=211= 20
=212 ADN

<213 Secuencia Artificial

<220=
=223 cebador de gligonucledtidos

<400= 49
gcggaatgte gtaatagtgg 20

=210 50
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<211= 19
<212= ADN

< 213> Secuencia Artificial

«220=
<223 cehador de oligonucledtidos

<400 50
caagaggaac cgttgatcg 19

<210= 51

<211= 20

<212 ADN

« 213> Secuencia Artificial

<220
« 223> cehador de oligonucledtidos

<400 51
gttatacgtg ccgaacgact 20

<210= 52
<211= 20
<212= ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220=
<223 cebador de oligonucledtidos

<400= 52
cagtagtcgg togattegt 20
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<210= 53

<211= 167

<212= ADN

=213> Secuencia Artificial

<220
=223> sondade oligonucledtidos

<400= 53

CRECcattgt tctacagtot geatcgegpy cgacctgece aactgtecpe tgacacpptc
BCCHCCHLEC teaagcagyc cccgantee gepgegtacte aatgcectte patcocggeg

aacatceact gteacctget goppangace ana gogatge atcteta

<210= 54
<211= 172
=212= ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220
<223> sondade oligonucledtidos

=400 54

gocatetgea egtetacete gacgagttoe acocgaacat caccaaactg cocgogagac

EECCAttygtt ctacagtcty CAtCECRKEEC KAcCtoeEa ACttCoCt EACACKETCE

ccgocgtget congenggoe gecgaanteeg cgegtacten atgeecticg at

«210= 55

<211= 218

«212> ADN

<2'13> Secuencia Artificial

<220
«223> sondade oligonucledtidos

<400= 55

aacatccact gteacctpct gegpaagace aaagcgatgy atctetacea geagggeate

ccgetacegn tcatcatgeg cotectegge cacganancg citccaccac ageagettte

tatgoctttg caaccetgga catgatgogt caagegatea acgecgocac cocogegate

AACACCECEE CCACCEAECT ACtCACCEAA gaccaacte

45
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<210= 56

<211= 167

=212> ADN

<213> Secusncia Artificial

<220=
<223 sondade oligonucledtidos

<400= 56

ccaccacage agetttctat goctttgeaa cectggacat gatgegteaa gegatcaacy 60

CCgecacoee CECRAtcaac accgCggcca cogagecact caccgaagac canctecana 120

ccctetacag tetgogataa copectgaan cgttaagecg agaaate 167

<210= 57
<211> 216
<212> ADN

<213= SecuenciaArtificial

<220=
<223> sondade oligonucledtidos

<400= 57

atgttcacta ccgacgaagg cgocgacace cattgeeagc teggeaacct gacgtegteg 60

aatgecgtea ctatggattg getegaagac acecteaact cggattgate gttgcpecge 120

ttcanttcac cgegttttge tigecgecty GOCERCRCtt CECaccacge tgcggaagaa 180

ctcecatccge geggtgacea gatcgtogge caagte 216

<210= 58

<211= 168

<212 ADN

<213> Secuencia Artificizal

«220=
«<223» sondade gligonucledtidos

<400= 58
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gctgeggaag aactccatec gogeggtgac cagategteg gecaagioea gEgragegte 60

Bocaacggte tECEICELE ACtCgICgRE FAgAACgEan togatetgat cgacgaactt 120

gcggacggec tegatggect tittgeggee ggtitecace gattcgag 168

=210= 59

<211= 336

=212= ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sondade oligonucledtidos

< 400> 59

atgttcacta ccgacgaagE cEocEacace cattgocage teggcaaccet gacgtegteg &0

aatgecgtca ctatggattg getcgaagac accetcaact cggattgate gttgegecge 120

ttcaatteac cgogtittge ttgocgocty gecgRegett cgeaccacge tgeggaagnn 180

ctecatecge geggtgacca gategtegge cangtecagg geagegtega cancggtett 240

gegtegtgac Wgtcggpa gaacggaatc gatctgatcg acgaacttge ggacggeete 300

gatggocttt ttEcEocgy tttecaccya ticEag 336

<210= &0

<211= 181

<212> ADN

=213> Secuencia Artificial

<220-
=223> sondade oligonucledtidos

<400 &0
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gateegttgt cecgeactgg cgetegtegy ctecgRegag gECEEtRnge cgatacgtea
attcaacgta ticgoccgac aggccgBcgy gocggtgace getcggatgt teactaccga

CRAAMECHOC gacacccatt gecagctcy)y caacctgacy tegtcgaaty cogteactat

<210= 61
<211= 167
<212 ADN

<213> Secuencia Artificial

<220
<223> sondade oligonucledtidos

<400= &1
ptgagecpat acgtcaattc aacgtattcp cccgacagpe cEgogegccg gteaccgete
ggatgttcac taccgacgaa ggegecgaca cocattgoca gotcggeaac ctgacgtegt

cgaatgecgt cactatggat tEgelegaag acacceteas ctograt

48
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181
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=210 62

<211= 159

<212 ADN

<213> Secuencia Artificial

<220
=223> sondadeoligonucledtidos

<400 62

cttcaattca ccgegtttts cttgoegect ggoeggeget tegeaccacy ctgeggaaga

actecatecg CRCEELEACC ARAtcElegg ccangtocay RRCARCHCE acaacggtct

tgegtegtga CLegIcggRe agaacggnat cgatctgat

<210= B3

<211= 167

«212= ADN

<213= Secuencia Artificial

=220=
=223 sondade oligonucledtidos

400> 63

49
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ctgeggaaga actocatecg CEZCgEtEace AEAtCEiegy CCAAFTCrag EECAECEE

acaacggtct tgegtegtya ctegtecgggg agaacggaat cgatetgate gacgaactty

cggacggect cgatggectt titgeggeeg gitocaccy attcgag

<210= 64

<211= 163

«212= ADN

«<213> Secuencia Artificial

<220=
<223 sondade oligonucledtidos

<400= B4

gatctgateg acgaacttge ggacggocts gatggectit tEgeggocgg tttecaccga

ttcgageace tegheggana gticggeeca gegtggcteg gecttctgeg gegtotetgt

catgatptea actecetgaa cictategeg cttatacteg ace

<210 65
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<211= 156
<212= ADN
<213> Secusncia Artificial

<220
<223> sondadeoligonucledtidos

<400 55

gtgatcaatg ccgteacceg ctocggtgte cggetegega tocgeageee gatgggtget

cegtagtect ggatgtagag cECaaagere tECAgECcyn gettgtocac gaggceticy

acgatetegy teagattgte gaagetatag cgganc

<210= BB

<211> 156

<212 ADN

<213> Secuenciafrtificial

<220=
<223> sondade oligonucledtidos

<400= 6B

gagccaccag gtagtactcg tcggagagcy CEECEOtgag attgeggaac atatgegnge

Lggtgeggaa gecgigeage aggageanag cCgREtileg cggattgocy goctoccgga

agtacaccte cangecgtty atggacgtag tocggt

=210= 67

<211= 358

«212> ADN

<213 Secuencia Artificial

=220=

=223> sondade oligonucledtidos

<400 67

51

120

156

120
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CCEECLcECg atecgragee cgatgggtec tecgtagtce tggatgtaga gogeaaageg 60

ctgeaggeeg agettgoca cgaggectic gacgateteg gteagattgt cgaagetata 120

gcggaacteg tegaccgacy gtgcggecga attgecgaag cegatgtaat cgggagecac 180

caggtagtac toRtCEgaga ECRCERCRAL BAgAttgCeRg aacatatgeg agetggtgeg 240

gaagocgtge agcaggagea angecgggtt tegeggattg coggoctoee ggaagtacac 300

cteceaagecg ttgatggacg tagtecgptg cocgggtgteg anggtagtea tigeggtt 358

<210= &8

<211> 165

<212 ADN

<213> Secuencia Artificial

o EED}
<223> sondade cligonucledtidos

<400= 68
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gttggettee cggtoctigyg cgtgEECEaa caagatgtec cagaacggeg tgaaaceete 60

cagetacgea ttgocgetot geptgatcaa tgocgicace cectecgpty tocgpotcge 120

gatcegeage ccgatgggte ctecgtagte ciggatgtag agege 165

<210= 59

<211= 186

«212= ADN

<213 Secuencia Artificial

<220
«223> sondade oligonucledtidos

<400= 69

gtgaaacoet ecaggtacge attgergete tggptgaten atgeegteac cogetecggt 60

gtecggeteg cgatecgeag cocgatgggt getecgtagt cotggatgta gagegeaaag 120

cgetgeagge cgagetigte cacgaggect togacgatct cggteagatt gicgangeta 180

tagegg 186
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<210= 70

<211= 147

<212= ADN

<213= Secuencia Artificial

<220=
«223> sondade oligonucledtidos

<400 70

acgatctege teagattgte gnagetatag egganctegt cgaccgacgg tgegRocgan

ttgocgaage cgatgtaate gggagecace aggtaglact cElcgEagag CECEECEnty

agattgegga acatatgega getggrg

<210= 71

<211= 139

<212= ADN

<213> Secuencia Artificial

<220=
<223> sondade oligonucledtidos

<400 71

gagecaccag gtagtacteg teggagageg cggcgatgag attgeggaac atatgegage

tEEtEEREaa FocEtgcage aggagcanag cCpEEtttcg cggattgocg goctoocgga

agtacacctc caagecgtt

=210= 72

<211> 164

«212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220=
<223 sondade oligonucledtidos

<400 72

54

120

147

60

120

139
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titectttep gtgatggtcp getgecEgte gppagaacga gegtteteac goetgptipt 60
agtctagaga acgatcgttc tlagegeasy SR Eaatyc calgaccyan gECEagEace 120

gggatantgt gotcgecgen gecgataggt tgttcaatgn coge 164

=210> 73

<211= 163

<212= ADN

=213 Secuencia Artificial

<230
<2237 sondade oligonucledtidos

A0 73
ceeggteeac tattacgaca tieegetgeg tggpecgata ticagaateg accgeatggt 60
ccgecgeaac ctgeategea cggcaaccga teaacggite ctettgggcg ccaacatggr 120

astocggace tepgeptEge aggegptacg teatetoacg cag 153

210> 74
<211 158
=212> ADN
=213> Secuencia Artificial

=220=>
=223> sondade oligonucledtidos

<400 74
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gagatcgeat acgaatecac gatgEtEEtE BECRCRtety gocgeegpgt ggaatgetea 60

ccgetegact titttegeta cgegacgegt tataccaggn cgacanngge geacggegte 120

aagagtcgtt cgpeacgtat aacgattgee glicteat 158

<210> 75
<211> 387
<212= ADN
<213> Secuencia Artificial

220>
<223 sondade oligonucledtidos <400= 75

56
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gggoecgatat tecagnatega copcatggte cgecgeance tgeategoac ggeaaccgat

caocggttce tottgggcge caacatggen atecggacct cggcgtggea ggcggtacgt

catctcacpe agetgpatct prasgaccga ctocacgaag acatcgatet tgcactgaca

ctpttcaaga ataatttcga gatcgcatac gaatccacga tggtgptpge cgcgtetgge

CECCEEEtEE antgetcace gotcgacttt titegetacy cgacgeptta taccaggacg

acaaaggcac acgEcatcan gagicgticy geacgtatan cgattgoegt teteatgetg

ggatatgtge cggtecgaac actgegg

=210= 76

<211= 185

=212> ADN

=213> Secuencia Artificial

<220
<223> spndade oligonucledtidns

<4(10= 76

gaatgagrat ctgggtateg cgecgacgey taactgtgep ttegaccacg cgegeagtea

Hateateyye cgyategaty ccgattoeyt tgttgacacy gattyggtep agacgattey

ccagtgtitt cangactecy ceatcgnoge ggtenaccgge ooggtoenct attacgacat

teege

<210= 77

=211= 165

<212= ADN

<213> Secuencia Artificial

<220
=223> sondade oligonucledtidos

=400= 77

57

120

180

300

360

A87

120

180

183
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pattggptcg agacgattcg ccagtgtttt cangactocy ccatcgacyc gELCACCEEC &0

ccggtecact attacgacat tecgetgegt ggpeegatat teagaatega cogeatggte 120

cgecgeaace tpcategeac ggeaaccgat caacggttee tottg 165

<210= 78
<211= 143
<212> ADN

<213 Secuancia Artificial

<220=
<223> sondade cligonucledtidos <400- 78

gagatcgeat acgantecac gatggtggtg ggegegictg geegeeggpt ggaatgetea 60

ecpetogact tttticgcta cEcgacgept tatAccagga cpacaaagee geacgpege 120

aagagtcptt cEgeacytat anc 143

<210= 79
<211= 182
<212 ADN

<213 Secuencia Artificial

<220
<223> sondade oligonucledtidos

<400= 79

cgttatacca ggacgacaan ggegcacggc gicangagic ghtcggency tatancgatt 60

gecgttetea tgetgggata tgtgecggte cgaacactge ggttctttta tgacgecgag 120

ascaatcggt teacgegean yogotocp B ACKRECRYCH BAACEAAALe YACCEACLAC 180

tg

<210= 80

<211> 27

«212= ADN

<213 Secuencia Artificial

<220>
«223> sondade oligonucledtidos

<400= 80
actcaatgec cticgatcoc ggogaac 27

actcaatgec cticgatcoe ggogaac 27

58
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<210= 21

=211= 324

=212 ADN

<213 Mycobacterium tuberculosis

<400= 81

cgtactcgac ctyaaagacg ttatceacca tacggataygg ggatcteagt acacategat 60

ceggttcage gageggeteg ccgagpeagy catecaaceg teggteggag cggtegraag 120
ctectatgac aatgeactag cegagacgat caacggecta tacaagaccg agetgatcaa 180
acccggeaag cectggeggt ccatcgngea tgtegagttg gecacegege getgegtega 240
ctggtteaac categeegee tetaccagta ctgeggegac gheccgecgp tegaactega 300

gpctgcctac tacgctcaac goca 324
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucledtido especifico de Mycobacterium kansasii para la deteccion de Mycobacterium kansasii que
comprende una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1 o una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos.

2. Un cebador para detectar Mycobacterium kansasii, que comprende un oligonucledtido que comprende una
secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5a 12, en la
que el oligonucledtido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos representada en
la SEQ ID Num. 1, 0

un oligonucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
seleccionada a partir de una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, en la que el
oligonucleétido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la
secuencia de nucleotidos representada en la SEQ ID Num. 1, y en la que el oligonucleétido es capaz de hibridizarse con
una secuencia de nucleétidos del gen de Mycobacterium kansasii.

3. El cebador de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el cebador esta marcado con una secuencia
marcadora.

4. El cebador de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la sustancia marcadora se selecciona de un
radioisétopo, una enzima, una sustancia fluorescente o biotina.

5. Una sonda para detectar Mycobacterium kansasii, que comprende un oligonucleétido que comprende una
secuencia de nucledétidos seleccionada de una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5a 12, 53 a
56 y 80, en la que el oligonucledtido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num.1, o

un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos seleccionada a partir de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5a 12,53 a 56 y
80, en la que el oligonucleétido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 1, y en el que el oligonucleétido es
capaz de hibridizarse con una secuencia de nucleétidos del gen de Mycobacterium kansasii.

6. La sonda de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que la sonda esta marcada con una sustancia marcadora.

7. La sonda de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la sustancia marcadora se selecciona de un
radioisétopo, una enzima, una sustancia fluorescente o biotina.

8. La sonda de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en la que el extremo terminal 5’ estad marcado con un tinte
fluorescente reportero y el extremo terminal 3’ estd marcado con un tinte desactivante.

9. Un procedimiento para detectar Mycobacterium kansasii que comprende utilizar un oligonucledtido que
comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID
Num. 5 a 12, en la que el oligonucledtido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de
nucleodtidos representada en la SEQ ID Num. 1, o

un oligonucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
seleccionada de la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, en la que el oligonucledtido es
una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de
nucleétidos representada en la SEQ ID Nam.1, y

en la que el oligonucledtido es capaz de hibridizarse con una secuencia de nucleétidos de Mycobacterium
kansasii, como un cebador, y/o un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, en la que el oligonucledtido es una
parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num.1, o

un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
seleccionada de la secuencia de nucleotidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, en el que el
oligonucledtido es una parte de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la
secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Nim.1, y

en la que el oligonucledtido es capaz de hibridizarse con una secuencia de nucleétidos de Mycobacterium
kansasii, como una sonda.

10. El procedimiento de deteccién de acuerdo con la reivindicacién 9, que comprende;

llevar a cabo una reacciéon de amplificacion de acido nucleico con el uso como un cebador de un
oligonucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de nucledtidos
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representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, o una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
seleccionada de la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, en la que el oligonucledtido es
capaz de hibridizarse con una secuencia de nucleétidos del gen de Mycobacterium kansasii; y

utilizar un 4&cido nucleico en una muestra como una plantilla; y
detectar un producto de extensién del cebador.

11. El procedimiento de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el procedimiento comprende los
siguientes procedimientos:

(1) llevar a cabo una reaccion de amplificacion de &acido nucleico con el uso como un cebador de un
oligonucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada de una secuencia de nucledtidos
representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, o una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
seleccionada de la secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, en la que el oligonucledtido es
capaz de hibridizarse con una secuencia de nucleétidos del gen de Mycobacterium kansasii, y utilizar un acido nucleico
en una muestra como una plantilla; y

(2) llevar a cabo electroforesis del producto de extension del cebador obtenido en el apartado anterior (1), y
detectar Mycobacterium kansasii sobre la base del resultado obtenido.

12. El procedimiento de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 11, que ademas comprende después de
llevar a cabo electroforesis, confirmar una fraccion del producto de extension del cebador que tenga el numero objetivo
de pares de base en la fraccion electroforética obtenida, en la que el nUmero objetivo de pares de base sea el nimero
de pares de base del producto de extension del cebador, que se espera sea replicado por PCR por el uso del cebador
directo y el cebador inverso.

13. El procedimiento de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 11, que ademas comprende, después de la
electroforesis, hibridizar la fraccién electroforética obtenida con una sonda marcada preparada por el marcado de un
oligonucleétido con una sustancia marcadora, en la que el oligonucleétido comprende una secuencia de nucleétidos
seleccionada de una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, o una secuencia
de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos representada
en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, y es capaz de hibridizarse con la secuencia de nucleétidos del gen de
Mycobacterium kansasii;

detectar una sefial derivada de la sonda marcada, y

determinar la muestra que estd confirmada que tiene una fraccion hibridizada con la sonda marcada
mencionada con anterioridad, que es positiva.

14. El procedimiento de deteccidon de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que la sustancia marcadora se
selecciona de un radioisétopo, una enzima, una sustancia fluorescente, una sustancia luminiscente y biotina.

15. El procedimiento para detectar Mycobacterium kansasii de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el
cebador esta marcado con una secuencia marcadora; y

el procedimiento incluye un procedimiento para llevar a cabo una reacciéon en cadena de polimerasa por el uso
de un cebador marcado y un acido nucleico en una muestra como una plantilla, y medir una sefial derivada del producto
de extension del cebador obtenido.

16. El procedimiento de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que la sustancia marcadora se
selecciona de un radioisétopo, una enzima, una sustancia fluorescente, una sustancia luminiscente y biotina.

17. El procedimiento de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 15, que ademas comprende después de
llevar a cabo la reaccidon en cadena de polimerasa, eliminar un cebador marcado libre, y medir la sefal derivada del
producto de extension del cebador.

18. El procedimiento de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que el cebador marcado libre se
elimina por la eliminacion de un sobrenadante después de la precipitacion del producto de extension del cebador en el
producto de reaccion que se obtiene llevando a cabo una reaccién en cadena de la polimerasa.

19. El procedimiento de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que el cebador marcado libre se
elimina por el tratamiento del producto de reaccion, que se obtiene llevando a cabo una reaccién en cadena de la
polimerasa, con cromatografia en gel.

20. El procedimiento para detectar Mycobacterium kansasii de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende;

hibridizar una sonda marcada preparada por la marcacion del oligonucleétido que comprende una secuencia de
nucleodtidos seleccionada de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, o una
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secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, en la que el oligonucledtido es capaz de hibridizarse con la
secuencia de nucledtidos del gen de Mycobacterium kansasii con una sustancia marcadora,

eliminar una sonda marcada libre, y
detectar una sefial derivada de un complejo hibridizado.

21. El procedimiento de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que la sustancia marcadora se
selecciona de un radioisétopo, una enzima, una sustancia fluorescente, una sustancia luminiscente y biotina.

22. Un kit para detectar Mycobacterium kansasii, que comprende un oligonucledtido que comprende una
secuencia de nucleotidos seleccionada de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Nium. 5 a 12, o una
secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 5 a 12 como un cebador, y/o un oligonucledtido que comprende una secuencia de
nucledtidos seleccionada de una secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80, o una
secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos
representada en la SEQ ID Num. 5 a 12, 53 a 56 y 80 como una sonda, en la que el oligonucleétido es capaz de
hibridizarse con la secuencia de nucledtidos del gen de Mycobacterium kansasii gene, como un cebador y/o una sonda.

23. El kit de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que el cebador y/o la sonda estan marcados con una
sustancia marcadora.

24. El kit de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que la sustancia marcadora se selecciona de un
radioisétopo, una enzima, una sustancia fluorescente, una sustancia luminiscente y biotina.

25. El kit de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que la sonda es aquella en la que el extremo terminal 5°
esta marcado con un tinte fluorescente reportero y el extremo terminal 3’ estda marcado con un tinte inactivador.

26. Uso de un oligonucleétido para disefiar un cebador o una sonda para la deteccion de Mycobacterium
kansasii, en el que el oligonucleétido comprende una secuencia de nucledtidos representada en la SEQ ID Num. 1, o
una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos, y que es capaz de hibridizarse con la secuencia de
nucleodtidos del gen de Mycobacterium kansasii.
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