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DESCRIPCION
Procedimiento para la deteccion de la paratuberculosis.

La presente invencion se refiere a un método para la deteccién especifica y sensible de Mycobacterium avium ssp.
Paratuberculosis (MAP) en muestras de érganos, de tejidos y fecales con un método de PCR en tiempo real usando
acido desoxirribonucleico genémico (ADN) de un marcador adecuado.

Estado de la técnica
El Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) fue descrito por primera vez en 1895 como agente etioldgico
en una enfermedad inflamatoria intestinal crénica de una vaca en Alemania. El nombre “enfermedad de John” o
“Johne’s Disease”, en honor a su descubridor, fue introducido para esa paratuberculosis (ParaTB) que aparece en
rumiantes, pero también en otros mamiferos. Se trata de una enfermedad presente en casi todo el mundo que causa
grandes dafios econdmicos.

Debido a los cambios patomorfolégicos similares a los de la enfermedad inflamatoria intestinal cronica en humanos
denominada enfermedad de Crohn (Morbus Crohn — MC), surgié desde comienzos del siglo pasado la sospecha de
que estas micobacterias pudieran desempefiar un papel en la etiologia de la infeccion. El nombre se debi6 a la
descripcién de ocho casos de ileitis por Crohn, Ginzburg y Oppenheimer en 1932 en el hospital Monte Sinai (Mount
Sinai Hospital) en Nueva York. La primera descripcion exacta del desarrollo clinico se realizé ya en 1913 por Dalziel
en Glasgow. La inflamacion se va presentando en brotes e implica para las personas afectadas una considerable
reduccion de su calidad de vida. La tasa de letalidad es de aproximadamente un 6 %. Un estudio multicéntrico en
Europa encontré que la incidencia, es decir, la cantidad de nuevos casos de enfermedad de Crohn, asciende a 5,6
casos por cada 100.000 habitantes al afio; de modo que son aproximadamente 200.000 las personas afectadas.

Para Alemania se estimé una prevalencia de MC de 1/500 a 1/800, lo que equivale a aproximadamente 200.000
personas afectadas. La incidencia es de 5,2 por 100.000 habitantes. El coste total se calcula en 20.000 € por afio y
paciente, lo que asciende a una suma de aproximadamente 2 mil millones de euros al afio en Alemania. Las
similitudes entre los aspectos clinicos e histoldgicos de la paratuberculosis bovina y la tuberculosis humana intestinal
y la enfermedad de Crohn no se pueden negar, sobre todo porque se pudo extraer MAP de muestras de tejidos de
pacientes. Con la mejora de los métodos de deteccién y la introduccion del método PCR, se logré comprobar cada
vez mas frecuentemente MAP en animales y humanos enfermos.

El elemento de insercidon “IS900” del genoma MAP fue durante mucho tiempo el estandar reconocido en el
diagnéstico biolégico molecular. Los trabajos cientificos se basan en el uso exclusivo de 5 distintos pares de primers.
Se trata, en concreto, de 1S900/150C//1S900/921, p36//p1, MK5/MK®6, P90//P91 y P21/P8. Sin embargo, se describen
reacciones cruzadas con los asi llamados elementos “IS900like” de otros organismos, que hacen que este marcador
sea inadecuado para la deteccion especifica de MAP. Varios trabajos cientificos segun el estado de la técnica
describen, sin embargo, el desarrollo de métodos de PCR en tiempo real basados en 1S900. Estos métodos
combinan los oligonucléotidos utilizados en la PCR convencional con los materiales marcadores conocidos del
método ELISA, como, por ejemplo, colorantes fluorescentes o marcadores radioactivos, como se indica, por ejemplo,
en DE 102 24 338 A1 para la deteccion de MAP. Sin embargo, estos métodos carecen todavia de la especificidad
necesaria para la deteccion fiable de MAP y son susceptibles a contaminaciones o a falsos resultados positivos.

De trabajos cientificos se conoce otro marcador mas para el MAP, a saber, la secuencia de insercion ISMav2 del
genoma MAP. Si bien la secuencia ISMav2 no muestra ninguna similitud con otras secuencias de insercion
micobacteriales, muestra sin embargo una identidad del 50% con un transposén potencial de Streptomyces
coelicolor, de modo que no se pueden excluir posibles reacciones cruzadas en el analisis de pruebas biolégicas.

De DE 10 2005 001 788 A1 se sabe también que la secuencia F57 del genoma MAP es un marcador altamente
especifico para el MAP, y que con ello es una estructura objetivo para métodos de deteccion de PCR selectivos.

DE 696 27 625 T2 revela el gen dnaJ, un gen de la proteina de choque térmico para la deteccion y determinacion de
micobacterias.

Sin embargo, las secuencias de marcadores F57 y dnaJ, ya solo por las reacciones cruzadas, no son apropiadas
para su aplicacion en los métodos de PCR en tiempo real para la deteccion especifica y fiable de MAP en pruebas
bioldgicas.

Otra desventaja del estado de la técnica actual es que la deteccion de MAP se efectia sobre todo a partir de la
leche, como se revela, por ejemplo, en DE 102 24 338 A1. La leche es una prueba biolégica muy facil de analizar,
con muy pocos microorganismos contaminantes, que no presenta sustancias inhibidoras de la reacciéon PCR, de
manera que la preparacion de la prueba y la ejecucion de la reacciéon PCR no precisan de grandes requisitos.

No obstante, es necesario analizar otras muestras biologicas, como fecales, de 6rganos y de tejidos, ya que no
todos los animales (ni tampoco los humanos) que como potenciales portadores de paratuberculosis deben ser
rutinariamente examinados dan leche.
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Los expertos son conscientes de que el analisis de muestras biolégicas complejas, como fecales, de érganos y de
tejidos precisa de requisitos especiales y un método conocido de analisis de leche no puede ser transferido
directamente.

El problema de la reaccién cruzada, la neutralizacion y de la contaminacién general con otros microorganismos es
muy grande en muestras fecales que presentan una composicion compleja. En general, no se desea un nuevo
enriquecimiento del agente patégeno en un medio de cultivo, ya que tiene que asegurarse un diagnéstico rapido y el
cultivo de MAP requiere mucho tiempo.

En el estado actual de la técnica no se conoce ningin método que revele satisfactoriamente una deteccion
automatizable, especifica y fiable de MAP en muestras bioldgicas, sobre todo fecales, de érganos y de tejidos,
utilizando PCR en tiempo real.

Objetivo

El objetivo de la presente invencion es, por lo tanto, eliminar las desventajas descritas del estado actual de la técnica
y proporcionar un método mejorado de PCR en tiempo real para la deteccion especifica y fiable de MAP en
muestras fecales, de érganos y de tejidos, asi como un kit de prueba que permita una aplicacion automatizada del
método.

El objetivo se logra segun la presente invencién mediante un método segun las reivindicaciones 2-10 y un kit de
prueba segun las reivindicaciones 11-16, bajo el uso de oligonucledtidos especiales segun la reivindicacion 1.

El método segun la presente invencién presenta con la aplicacion de la PCR en tiempo real muchas ventajas, por
ejemplo, la aplicacion de un método de extraccion de ADN especial y seguro para muestras fecales, de érganos y de
tejidos que puede aplicarse automatizadamente para un elevado nimero de muestras en un tiempo determinado.
Falsas reacciones negativas o reacciones cruzadas pueden excluirse casi por completo gracias a la optima
seleccion de oligonucledtidos como primers y a la amplificacion simultanea de dos estructuras marcadoras en el gen
del MAP. Ademas, en la PCR en tiempo real, se obtiene mediante la comparaciéon con un "control interno de
amplificacion (CIA)", una cuantificacién exacta del ADN especifico amplificado del MAP. De esta manera, se obtiene
como resultado un método mejorado especifico y a la vez sensible de PCR en tiempo real para la detecciéon de
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP).

Segun la presente invencion, se proporcionan y aplican combinadamente los primers éptimos para la amplificacion
de las secuencias de marcadores "ISMav2" y "F57" del genoma MAP en un método de PCR en tiempo real para la
deteccién especifica de ADN del MAP gendmico de muestras fecales, de érganos y de tejidos. Para este proceso, es
de gran importancia el tratamiento previo del material biolégico.

Se proporcionard ademas un testkit correspondiente para la ejecucion rutinaria y automatizada del método para un
alto numero de muestras en un tiempo determinado que incluye los primers 6ptimos y alternativamente también el
control interno de amplificacion y/o materiales para la preparacion de las muestras y la ejecucion del método PCR.

El método de PCR en tiempo real segun la presente invencién indica de forma selectiva la existencia del ADN de
MAP en muestras fecales, de érganos y de tejidos, independientemente del tipo de animal estudiado.

Ademas, el método posibilita también la determinacién cuantitativa, en el mismo paso del proceso, del ADN
detectado de MAP en la prueba bioldgica. La deteccién especifica se lleva a cabo independientemente tanto de la
flora acompafiante presente en las pruebas biolégicas como de la cantidad de inhibidores de PCR conocidos en la
prueba. La deteccién de MAP es independiente del tipo de animal, es decir, que se puede detectar de manera fiable
tanto cepas de MAP de origen bovino, como humano u ovino.

A causa de la gran sensibilidad de este método, también estd garantizada la deteccion temprana de incluso
concentraciones muy bajas de MAP en la muestra bioldgica, con lo que se puede tomar medidas en una fase muy
temprana, lo que supone una aportacion importante para garantizar la salud de los seres humanos y la de los
animales en animales de ganado y la calidad de los alimentos.

En comparacion con métodos de PCR convencionales, el método de PCR en tiempo real segun la presente
invencién es considerablemente mas sensible. Por ejemplo, en muestras fecales bovinas se detectan hasta 10?
unidades formadoras de colonias de MAP.

El limite de deteccion del método de PCR en tiempo real, que se calcula segun uno de los métodos conocidos por
los expertos respecto al analisis de dilucién en serie decimal, se sitia en aproximadamente 1,0 x 1072 g/DNA por
PCR.

Para calcularlo se comprobd especialmente la posible influencia inhibitoria del ADN de fondo (background DNA) de
muestras fecales, de 6rganos y de tejidos y no se detect6 ningun efecto negativo sobre el limite de deteccion.

La principal ventaja que supone el método de PCR en tiempo real segun la presente invencion es la sensibilidad,
que es 30 veces mas alta que la de la PCR convencional y la cuantificacion directa, que permite un diagnéstico
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cualificado. Para los expertos es también evidente que, gracias a las mediciones paralelas que ahorran tiempo, ya
no es necesaria la laboriosa y lenta valoracion con la técnica de la electroforesis en gel.

Los métodos convencionales de PCR solo alcanzan una sensibilidad comparable usando el “Nested-PCR” o “PCR
anidado”, el cual, como saben los expertos, no es sin embargo adecuado, debido al alto riesgo de contaminacién y a
la tasa que ello conlleva de falsos resultados positivos.

Independientemente de la matriz de muestras y del grado de procesamiento o calentamiento presente, se consigue
en menos de ocho horas ("one day result") la verificacién de la deteccion fiable en combinacion con la preparacion
de las muestras.

Junto con el método optimizado de preparacion de las muestras y desarrollado en la combinacién descrita para esta
aplicacion, se proporciona un proceso fiable y de funcionamiento seguro cuya ejecucion y sencilla evaluacion puede
ser también llevada a cabo por personal de laboratorio menos cualificado. Los distintos pasos del proceso se llevan
a cabo también de manera automatizada, de modo que se consigue un elevado numero de muestras en un tiempo
determinado.

El método segun la presente invencion para la deteccion especifica de Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
(MAP) en muestras fecales, de tejidos y de 6rganos mediante PCR en tiempo real se caracteriza por la preparacion
del material de muestra, la extraccién del ADN y el analisis del ADN aislado en la PCR en tiempo real, donde ambas
secuencias de marcadores, ISMav2 y F57 del genoma MAP, se amplifican con oligonucleétidos adecuados como
primers y se detectan con sondas adecuadas.

El método de preparacién de las muestras esta elegido de tal manera que incluso de muestras biolégicas complejas,
como fecales, de érganos y de tejidos, se consigue todo el ADN gendmico después de reducir la cantidad de
inhibidores de la PCR, de llevar a cabo una homogeneizacién mecanica y de un tratamiento fiable de proteinasa K.
Segun la presente invencion, como marcadores especificos del MAP se utilizan las secuencias de marcadores
"ISMav2" y "F57" del genoma MAP, se producen oligonucleétidos adecuados como primers forward y reverse para la
hibridizacidn en estas secuencias genéticas y se eligen sondas fluorescentes adecuadas para estos primers.

Los oligonucleétidos como primers son compatibles con sondas conocidas de diferentes fabricantes (por ejemplo,
TaqgMan, LNA), que se unen al ADN amplificado o hibridizan con él, de modo que el método PCR en tiempo real
segun la presente invencion se realiza independientemente del tipo de aparato y posibilita una amplia aplicacion.

El segmento genético preferiblemente elegido con los primers segun la presente invencion para la deteccion de MAP
en pruebas bioldgicas con PCR en tiempo real tiene un tamafio muy pequefio y se ha comprobado que permanece
estable durante varios afos en las muestras fecales, de 6rganos y de tejidos y se puede detectar con seguridad
incluso después de un largo periodo de tiempo.

Ejemplos de realizacion

a) Preparacion del material de pruebay extraccion del ADN

Como materiales de prueba, es decir, prueba que hay que analizar o prueba de control negativo o positivo, se usan
muestras fecales, de 6rganos y de tejidos de seres humanos, animales, como, por ejemplo, bovinos, avicolas,
ovinos u otros animales de ganado y domésticos; entre ellas también pruebas de nudos linfaticos o segmentos
intestinales. Debido a la multiplicidad de las pruebas que hay que analizar, a la distribucion no homogénea de MAP
en la prueba (formacion de grumos) y a la gran estabilidad de la pared celular del MAP, la fase de la
homogeneizacién es importante y esta optimizado de tal modo que permite evitar contaminaciones.

Ademas de numerosos métodos estdndar de homogeneizacién de pruebas bioldgicas conocidos por los expertos,
como, por ejemplo, el uso del molino de vibracion, o del homogeneizador de Potter-Elvehjem o el Ultra Turrax T25,
se utiliza preferiblemente la especialmente eficiente y rapida homogeneizacion con Fast-Prep-120. Con este método,
la fase de homogeneizacion consiste en una combinacién de movimientos de rotacion verticales y de movimientos
horizontales hacia arriba y hacia abajo.

Como el material de prueba, especialmente las muestras fecales, presenta un alto contenido de inhibidores de la
reaccion PCR (por ejemplo, acidos biliares, hemoglobina), la extraccion de ADN implica requisitos especiales.

El ADN gendmico completo proveniente de muestras fecales, de érganos y de tejidos se obtiene preferiblemente
después de una reduccioén eficiente del contenido de inhibidores de la PCR, del empleo de la homogeneizacion
mecanica y de un tratamiento fiable de proteinasa-K. Para el analisis de muestras fecales se utiliza, por ejemplo, el
el kit DNeasy® Stool mini kit de Qiagen; para el andlisis de pruebas de érganos y tejidos, por ejemplo, el kit DNeasy
Tissue Kit de Qiagen, siguiendo las indicaciones del fabricante. Para reducir el fendmeno de la formacién de espuma
que se origina, se afiade un detergente, por ejemplo, un tampdn DX. La ruptura de la pared celular y la obtencién de
ADN se llevan a cabo de forma automatizada.

La preparacion del material de prueba y la extraccion de ADN de muestras fecales se lleva a cabo, por ejemplo, bajo
las siguientes condiciones:

Las soluciones de los tampones DX (Qiagen, Hilden) y ASL se preparan segun las indicaciones del fabricante (Stool
Kit): Para ello se calientan 140 ml de tampon ASL de Qiagen a 70°C y se afiaden y se mezclan 350 pl de tampén
DX. El tampdén DX reduce la formacion de espuma en la homogeneizacién mecanica. Después se afiaden
respectivamente 1 g de heces a 5 ml de mezcla de tampdn DX/ASL y la mezcla obtenida se agita en el vortex. La
suspensién se incuba durante 10 minutos a 95°C en bafio Maria. Se afiaden cada vez 1,3 ml del sobrenadante en
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un recipiente de plastico con tapa de rosca de 2 ml respectivamente, en el que previamente se han metido 4 perlas
de vidrio. La ruptura mecanica se lleva a cabo, por ejemplo, en el Ribolyzer, segun el siguiente esquema: 4 x 20
segundos a la velocidad 6. Después se agita en el vortex durante 15 segundos. Todo el sobrenadante se recoge y
se mete en un nuevo recipiente de 2 ml. Para conseguir una separacion clara de la fase solida y el sobrenadante, se
realiza una centrifugacion a 5000 x g/5 min. Después de afiadir una pastilla de Inhibitex por muestra para unir los
inhibidores de la PCR, se agita durante un minuto en el vortex. Posteriormente, se centrifuga de nuevo durante 6
minutos a la maxima velocidad. Después se mete todo el sobrenadante en un recipiente de 1,5 ml. Por recipiente se
echan respectivamente 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml), se afiaden 300ul del sobrenadante y se mezclan. Después
se anaden respectivamente 300 pl de tampdn AL y se mezclan echandolos 15 segundos en el agitador vortex.
Después de una preincubacion de 5 minutos a 70°C, se incuba la mezcla durante 10 minutos a 95°C. Después se
afiade 300 ul de etanol absoluto y se mezcla bien. Todo el lisado se transfiere en dos pasos a las columnas
colocadas en los recipientes de 2ml. Posteriormente se centrifuga durante 1 minuto a 20000 x g. El precipitado se
elimina y se coloca la columna en un nuevo recipiente. Para el lavado, se echan 500 pyl AW1 sobre la columna y
después se centrifuga durante un minuto a 20000 x g. El precipitado se elimina y se coloca la columna en un nuevo
recipiente. Para el lavado, se echan 500 yl AW2 sobre la columna y se centrifuga durante 3 minutos a 20000g. El
precipitado se elimina y se coloca la columna en un nuevo recipiente y se vuelve a centrifugar durante un minuto a
20000 x g. El precipitado se elimina y se coloca la columna en un nuevo recipiente de 1,5 ml. Seguidamente se lleva
a cabo la eluciéon del ADN afadiendo 100 pl de tampon AE directamente sobre la columna y dejandolo incubar
durante un minuto a temperatura ambiente. Tras centrifugarlo una vez mas durante 1 minuto a 20000 x g, se obtiene
el ADN en el liquido recogido y puede ser utilizado directamente para el analisis PCR en tiempo real o ser
almacenado a -20°C.

Alternativamente, se utiliza en vez del kit DNeasy® Stool mini kit de Qiagen también otro kit, por ejemplo, el High
Pure PCR Template Preparation Kit® de la empresa Roche Applied Science, que se aplica también siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Alternativamente, se utiliza también leche como material de prueba; el aislamiento del ADN se lleva a cabo
siguiendo un método del estado de la técnica.

b) Andlisis del ADN aislado en la PCR en tiempo real, donde se amplifican y cuantifican ambas secuencias
de marcadores ISMav2 y F57

Para la seleccion de los oligonucléotidos como primers se utilizan las secuencias de referencia registradas en el
NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica, en inglés: National Center for Biotechnology Information.
Banco de datos genéticos) para ISMav2 (cédigo del GenBank numero AF286339), SEQ ID NO:9 y para F57 (codigo
del GenBank numero X70277) SEQ ID NO:10, asi como la secuencia del genoma MAP de la cepa de referencia K10
(cédigo del GenBank numero AE016958). Los oligonucléotidos seleccionados segun la presente invencion, se unen
a un segmento particularmente favorable de la secuencia y se encuentran en una posicién 6ptima para garantizar
una deteccion selectiva de ambos marcadores del MAP ISMav2 y F57.

Los tamafos del amplicon (para ISMav2, aprox. 120 pares de bases y para F57, aprox. 60 pares de bases) estan
adaptados de forma 6ptima a los requisitos de la tecnologia PCR en tiempo real, para la cual se requiere, segun los
estatutos técnicos, un tamafio de producto de 50 a 150 pares de bases. El pequefio tamafio del producto es un
prerrequesito esencial para garantizar una alta sensiblidad y especificidad. Las sondas estan seleccionadas de tal
manera que se unen al ADN amplificado y generan sefiales en funcién de la cantidad de ADN unido. Estas sefiales
se pueden medir y cuantificar. Las sondas llevan preferiblemente un colorante fluorescente para que se pueda medir
su fluorescencia.

Nomenclatura Secuencia de nucleoétidos Posicién de | Nimero
enlace de bases

SEQID NO:1 1645-1665 20

primer forward 5-CGG CAA AAT CGAGCA GTT TC-¥ ISMav2

ISMav 2

SEQ ID NO:2 primer 1786-1807 21

reverse 5-TGA GCC GGT GTG ATCATCTTT-3 ISMav2

ISMav2

SEQ ID NO:3 Ta- 1678-1693 15

sonda gManmgp FAM-CGC TGA GTT CCT TAG-MGB ISMav2

ISMav2

SEQ ID NO:4 1678-1693 15

sonda LNA FAM-cGc tGa GtT cCt TaG- BHQ1 ISMav2

ISMav?2
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SEQ ID NO:5 244-263 F57 19
primer forward 5-TAC GAG CAC GCA GGC ATT C-3’
F57

SEQ ID NO:6 primer 288-307 F57 19
reverse 5-CGG TCCAGTTCGCTGTCAT-3
F57

SEQ ID NO:7 Ta- 268-282 F57 14
sonda gManmgp- VIC-CCT GAC CAC CCT TC-MGB
F57

SEQ ID NO:8 268-282 F57 14
sonda LNA Yakima Yellow-cCtgAcCacCctTc-BHQ1
F57

Tabla 1

La tabla 1 presenta las secuencias de nucleétidos de los primers segun la presente invencion para el analisis del
ADN en la PCR en tiempo real y las secuencias de nucledtidos de las sondas TagManmg, y LNA.

Los primers segun la presente invencion son moléculas de acidos nucléicos que se unen a las secuencias de
marcadores "ISMav2" o "F57" y/o las hibridizan. Ademas, los expertos son conscientes de que esto incluye también
a los derivados de los primers formados por delecidn, substitucidon y/o insercidon y que presentan preferiblemente al
menos un 80% de homologia con los primers presentados.

Las secuencias de los primers segun la presente invencion para el analisis del ADN en la PCR en tiempo real y las
sondas TagManmgs Y LNA se componen de las siguientes secuencias de 4cidos nucleétidos:

Explicaciones sobre la nomenclatura de las combinaciones de primers y sondas:

- TaqMan® es una marca registrada de la empresa Hoffman-La Roche.

- La abreviatura “mgb/MGB* se refiere a la expresion en inglés “minor groove binder®, que designa un método de
disefio de sondas conocido por los expertos con el que se logra una afinidad de unién hacia la regién objetivo mas
alta y la seleccion de las sondas con una secuencia de bases mas corta.

- La abreviatura LNA en la sonda LNA viene del inglés “Locked Nucleic Acids” (LNAs), dichas sondas se integran en
sondas doblemente marcadas con colorante. Ya que las bases LNA suben la temperatura del punto de fusion
notablemente, las sondas LNA marcadas doblemente con colorante son mas cortas que las sondas de ADN
convencionales (< 50 pares de bases). Las sondas mas cortas presentan un mejor efecto de desactivacion
fluorescente, tienen un menor ruido de fondo y son por lo tanto mas sensibles.

- FAM denomina una sustancia conocida por los expertos y escogida para el marcaje de sondas con colorante
fluorescente, que alternativamente se denomina fluoresceina.

- VIC denomina igualmente una sustancia conocida por los expertos y escogida para el marcaje de sondas con
colorante fluorescente. El uso de otros fluoréforos se corresponde con el estandar de la técnica y es conocido por los
expertos.

Las sondas TagManmgy 0 las sondas LNA segun la presente invencion se utilizan respectivamente en combinacion
con el respectivo par de primers como PCR duplex en tiempo real. En combinaciéon con un control interno de
amplificacion (CIA), se lleva a cabo la aplicacion denominada entonces PCR triplex en tiempo real. Como aparato
analizador se utiliza, por ejemplo, el ABI 7000 Sequence Detection System (empresa Applied Biosystems,
Darmstadt), alternativamente también otros aparatos de la empresa Applied Biosystems y todos los demas aparatos
conocidos que utilizan el principio TagMan (BioRad Laboratories, Stratagene), asi como el Light Cycler V.2.0 de la
empresa Roche.

Para la deteccion de la secuencia de marcadores ISMav2, se combinan el primer forward ISMav2 SEQ ID NO:1 y el
primer reverse ISMav2 SEQ ID NO:2 con la sonda TagManmg, ISMav2 SEQ ID NO:3 o alternativamente, el primer
forward ISMav2 SEQ ID NO:1 y el primer reverse ISMav2 SEQ ID NO:2 con la sonda LNA ISMav2, SEQ ID NO:4.

Para la deteccién de la secuencia de marcadores F57, se combinan el primer forward F57 SEQ ID NO:5 y el primer
reverse F57 SEQ ID NO:6 con la sonda TagManmg, F57 SEQ ID NO:7 o alternativamente, el primer forward F57 SEQ
ID NO:5 y el primer reverse F57 SEQ ID NO:6 con la sonda LNA F57 SEQ ID NO:8.

Para la cuantificacion se extrae ADN de una cepa MAP (por ejemplo, de la cepa bovina “423") y se determina la
concentracién de ADN. De esta cepa se aplica una diluciéon en serie decimal en la respectiva PCR en tiempo real.

6
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Con esta tecnologia se determina la concentracién de ADN obtenido mediante espectroscopia UV. Posteriormente,
en el marco de la configuracién del cycler en tiempo real utilizado, se define la diluciéon en serie decimal como
estandar y se introducen manualmente en el software de uso del cycler térmico como base de calculo los valores
determinados espectroscépicamente. El contenido de ADN de las muestras a examinar se determina como relacion
a los estandars en el mismo ciclo PCR.

Preferiblemente, se utilizan las siguientes condiciones de mastermix (mezcla de 50 pl):

. Mezcla del experimento
Componentes para el mastermix
(1x en pl)

TaqgMan Universal PCR Master Mix (2x) 25,0
MgCl; 0

SEQ ID NO:1 primer forward "ISMav2" 1,5
SEQ ID NO:2 primer reverse "ISMav2" 1,5
Sonda TagManmgs SEQ ID NO:3 o 25
Sonda LNA "ISMav2" SEQ ID NO:4 ’

SEQ ID NO:5 primer forward "F57" 1,5
SEQ ID NO:6 primer reverse "F57" 1,5
Sonda TagManmgs SEQ ID NO:7 o 25
sonda LNA "F57" SEQ ID NO:8 ’

Agua dest. 9,0
ADN template 5,0
Volumen total 50 pl

El ADN template es, por ejemplo, el ADN obtenido de la muestra biolégica después del paso a) o una muestra de
control positiva o negativa en MAP.

Los reactivos utilizados se incluyen como formulacion completa en el TagMan-Universal Mastermix (empresa
Applied Biosystems, Darmstadt). Alternativamente, se utilizan otros reactivos, por ejemplo, de las empresas
Eurogentec o Qiagen.

Las condiciones del termociclador se eligen de la siguiente manera:

Incubacién UNG inicial a 50°C durante 2 min, activacion de la polimerasa, por ejemplo, AmpliTag Gold Polymerase
(empresa Applied Biosystems, Darmstadt), a 95°C. El tiempo del analisis es de 50 ciclos. A eso le sigue la
desnaturalizacién a 95°C durante 15s y la fase de annealing a 60°C durante 1 min. Cada medicién se lleva a cabo
alternativamente en un duplicado. El andlisis de datos consiste en determinar el ciclo umbral (valor C;) y el contenido
cuantitativo de MAP en el ADN J[unidad: ng/pl] de la muestra examinada. Esto se realiza segun los métodos
conocidos por los expertos.

El analisis final de los resultados se lleva a cabo segun uno de los métodos conocidos por los expertos que se
presenta de forma ejemplar en la figura 1 para la ilustracién de la amplificacion especifica de MAP.

La recogida electrénica de datos y la documentacion se realizan segun las normas dentro del marco de la garantia
de calidad diagnoéstica para la practica en el laboratorio moderno . La figura 2 presenta el analisis de la curva de
fusion. Las figuras 3 y 4 presentan la eficiencia de amplificacion.

A la validaciéon del metédo llevaron los resultados de 49 cepas de referencia y de campo de MAP, los de 34 cepas
de referencia y de campo de no-MAP y los de 65 cepas de referencia y de campo no-Mycobacterium.

Una forma de realizacidon de la invencion se refiere a un kit de prueba, de manejo sencillo, para la deteccion
especifica y sensible de MAP en muestras de tejidos y fecales que contienen por lo menos:

SEQ ID NO: 1 primer forward "ISMav2"
SEQ ID NO: 2 primer reverse "ISMav2"
SEQ ID NO: 3 TagManmg, 0

SEQ ID NO: 4 sonda LNA "ISMav2"
SEQ ID NO: 5 primer forward "F57"
SEQ ID NO: 6 primer reverse "F57"
SEQ ID NO: 7 TagManmg, 0

SEQ ID NO: 8 sonda LNA "F57"
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El kit de prueba para la deteccidon especifca de Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) en muestras
fecales, de tejidos y 6rganos mediante PCR en tiempo real comprende oligonucléotidos como primers para la
amplificacion del ADN de MAP segun SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6 que hibridizan con
secuencias genéticas para ISMav2 y F57 del genoma MAP. Alternativamente, el kit de prueba comprende sondas
que se unen al ADN amplificado y generan sefales en funcién de la cantidad de ADN unido. Estas sefiales se
pueden medir y cuantificar. Preferiblemente, estas sondas estan unidas con un colorante fluorescente y presentan
SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:7 o alternativamente SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO:8.

En una forma de realizacion preferida, el kit de prueba comprende ademas reactivos para la obtencion del ADN
gendémico completo de muestras fecales, de érganos y tejidos, donde los reactivos reducen el contenido de
inhibidores de la PCR y contienen proteinasa-K.

Adicionalmente, la prueba contiene alternativamente un control interno de amplificacion que comprende una
cantidad definida de ADN de MAP.

No obstante, el kit de prueba incluye tanto la formulacidn como sistema de deteccion individual utilizando los
oligonucléotidos para la deteccion de "ISMav2" o "F57" como la utilizacién como PCR multiplex.

Por la ensefianza que aporta la presente invencion, asi como por el conocimiento técnico en este area técnica, el
fabricante del kit segun la presente invencion es consciente de como se producen, formulan y almacenan los
componentes individuales del kit, como, por ejemplo, tampones.

Figuras

Fig. 1
Amplificacién especifica de dos cepas de MAP bovinas, cepa MAP 1y cepa MAP 2 con los marcadores "ISMav2" y
IIF57II

Fig. 2
Curva de disociacion e indicacion del punto de fusiéon de la secuencia de marcadores “ISMav2” a 84,0 °C, para la
secuencia de marcadores "F57" a 80,5 °C y para los controles internos de amplificacion (CIA) a 85,1 °C

Fig. 3
Eficiencia de amplificacién de "F57" en el PCR triplex en tiempo real, con un valor: E=98,2 %

Fig. 4
Eficiencia de amplificacion de "ISMav2" en el PCR triplex en tiempo real, con un valor: E=97,8°C

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Justus-Liebig-Universitat (Universidad Justus-Liebig) de Giessen (Alemania)
<120> Método para la deteccion de paratuberculosis
<130> TM203
<150> DE 10 2007 015 775.6
<151> 2007-03-30
<160> 10
<170> Versién 3.4 de Patentin
<210> 1
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Primer para PCR en tiempo real
<220>
<221> SEQ ID No:1 primer forward ISMav2
<222> (1)..(20)
<223> Determinacion de la secuencia MAP ISMav2
Posicion de enlace 1645 a 1665 en la secuencia ISMav2
<400> 1
cggcaaaatc gagcagtttc 20
<210> 2
<211> 21
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Primer para PCR en tiempo real
<220>
<221> SEQ ID NO:2 primer reverse ISMav2
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<222> (1)..(21)

<223> |dentificacion de la secuencia IsMav2 del MAP
Posicién de enlace 1786 a 1807 en la secuencia ISMav2

<400> 2

tgagccggtg tgatcatctt t

<210> 3

<211> 15

<212> ADN

<213> Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

<220>

<221> SEQ ID NO:3 Sonda TagManmg, ISMav2

<222> (1)..(15)

<223> |dentificacion de la secuencia ISMav2 del MAP
Posiciéon de enlace 1678 a 1693 en la secuencia ISMav2

<400> 3

cgctgagttc cttag

<210>4

<211> 15

<212> ADN

<213> Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

<220>

<221> SEQ ID NO:4 Sonda LNA ISMav2

<222> (1)..(15)

<223> |dentificacion de la secuencia ISMav2 del MAP
Posicién de enlace 1678 a 1693 en la secuencia ISMav2

<400> 4

cgctgagttc cttag

<210>5

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Primer para PCR en tiempo real

<220>

<221> SEQ ID NO:5 primer forward F57

<222> (1)..(19)

<223> |dentificacion de la secuencia F57 del MAP
Posicion de enlace 244 a 263 en la secuencia F57

<400> 5

tacgagcacg caggcattc

<210>6

<211> 19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Primer para PCR en tiempo real

<220>

<221> SEQ ID NO:6 primer reverse F57

<222> (1)..(19)

<223> |dentificacion de la secuencia F57 del MAP
Posicién de enlace 288 a 307 en la secuencia F57

<400> 6

cggtccagtt cgctgtcat

<210>7

<211> 14

<212> ADN

<213> Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

<220>

<221> SEQ ID NO:7 Sonda TagManmg, F57

<222> (1)..(14)

<223> |dentificacion de la secuencia MAP F57
Posicion de enlace 268 a 282 en la secuencia F57

<400> 7
cctgaccacc cttc

21

15

15

14

19

19
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<210> 8
<211>14
<212> ADN

<213> Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

<220>

<221> SEQ ID NO:8 Sonda LNA F57
<222> (1)..(14)
<223> |dentificaciéon de la secuencia F57 del MAP
Posicion de enlace 268 a 282 en la secuencia F57

<400> 8
cctgaccacc cttc

<210>9
<211> 2263
<212> ADN

<213> Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

<220>

ES 2388 118 T3

<221> SEQ ID NO:9 ISMav2 putative transposase gene
<222> (1)..(2263)
<223> Posicién 1645 a 1665 para el enlace del primer forward ISMav2
Posicion 1786 a 1807 para el enlace del primer reverse ISMav2
Posicion 1678 a 1693 para el enlace de la sonda TagMan ISMav2 o
sonda LNA ISMav2

<300>

<308> AF286339
<309> 2005-05-11
<313> (1)..(2263)
<400> 9

gagctcggcc
atgttcatga
gacgacctga
gtggacatca
cttccggtca
cggcggtgag
caggcggacg
ctggcgaccc
caactgcgcec

attcgaaccc

agcacttcat
acgaggggac
aggtcgecegce
gcaacgccgt
ccctecgacgce
gatcatcccg
ctcgtaccga
tgacgggact
acagggectt

gcgectaccgce

ccgggtgaat
gatgaggctg
gﬁagttcatg
gctgttcctg
cggcagcatg
gtggccaggg
ctgagctacc
cgaacccgeg
gctgctgctc

cttgaaaggg

tccgtgeacc
ttccggecgg
catgtgctgc
gccteccgacg
ctcaagtagc
gcgggatcga
tggccggaag
acctccgecg
cgcgtcgecg
cggcgtecta

10

14

ccaccaacgt
acctgaagaa
cggtcggctg
aatcgcgtta
cgcgecggea
accgccgacc
gcagcgagtg
tgacagggcg
cgttgcgtac
ggccgctaga

gaacacaccg
cccecggeecg
ggtggagcecg
catcacaggt
tctcgeteac
ttccgetttt
gctcgeegeg
gcgcgctaac
cccctacggg

€gaagggggc

60
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cagaaccgaa
ggtcaccgtg
cgcggeccct
gagtcctagt
tcggttgatg
cactccctag
aatcagtgac
gctgcaccga
gcatcggcecg
gttgcgccge
aggtgtccat
gatcgacccc
gccgatggag
cgccaaagcec
ggcccgtgag
ggtgcctgag
accggtcgag
ccagccgege
tgagttcctt
tgagtgggtc
ggctcaacgg
cgtcgaccge
cgtgtcctgg
cgtcgatggg
caccagccgce

cacaacccag

acaggggcac—

cgtggtagac

<210> 10

<211> 620
<212> ADN
<213> Fragmento de ADN F57 especifico de la especie M.paratuberculosis

tctcteccgag
ggcccaatcc
atagctcagt
gggggcacca
tgtgacggtg
atgagggagt
gggttgtcgg
tggctggecc
gtgagttgtc
tcgcggeect
ccggtgecgt
gcgatgcgag
ttgtggcagc
ctgaccggca
cgcacccgceg
cagatcttga
gtgctctttg
agcccgacca
agcggeegtg
gaggactaca
tttcacgeccg
agtggtgatg
cagcaggtct
gacctgctga
ggcgaggtac
agtgtcaccg
cagagagcag

caggtcattg

ES 2388 118 T3

gtactcgcaa
tcaaacgagc
tggtagagct
gatgtatgta
tttcggttga
taagtgtggc
tgtcgcaggc
ggtatgaagc
cgcatcagat
attgggggcc
cggagtcgcc
atcgacggtc
tcgacatcgt
tcgatgatca
cggtctgcga
ccgataacgg
atgcgatctg
cgaccggceaa
agcctttcac
acaccacccqg
gtgcgeeggc
actgggtgag
gtatcgggcg
ggttttgggt
gaaacaaaca
atcaaccgac
ccccgeeegce

aaatcgacct

cgtggtttcg
ccggttttgg
acggactttt
tgacgtcggce
tgcgtgacag
tgagcagcgg
cgcagagaag
cgcgggcctg
gctggcggta
gcggcggttg
ggtgtatcga
gcgcaaatgg
cggcgggttc
ttcccggatg
cggattacgg
caaggtgttc
ccgcgagceac
aatcgagcag
caacctcaag
gccgcaccaa
atcaccaccg
tcggcgggtg
ccactatgcc
cggcgacaat
ggcectgegce
atagaaatgf
tcaggtggtc

cgaacccgag

Posicion 288 a 307 para el enlace del primer reverse F57
Posicion 268 a 282 para el enlace de la sonda TagMan-Sonde F57 o sonda LNA F57

<308> X70277
<309> 1993-06-24
<313> (1)..(620)
<400> 10

11

ttgggagcca
gtccaagtat
aatccgcagg
tgatgtgtga
ttgtttcggce
tatcaggccg
ttcggggtag
aaggggctag
gtggaggcgg
gtgttcgagt
gcgctggtgce
aagcgctggg
ccgetggecg
tgtgtgtgcg
gcggegetgg
accgagcggt
ggcatcgaac
tttcaccgea
gtcgctcage
gccctaaaga
tcgaactcgt
tgctccaacg
ggcgcccget
ctggtcaaaa
accaacgcac
caccgagcaa
gacgatgtgg
ctc

cgtcagctta
cctgaaactc
tcctaggttc
cgttttgtct
tgatcggtga
tgatggcggt
cgcgtcagac
tggatcggtc
cggtgttgga
tggccaageg
gggceggtct
agcgeggagc

‘atgggaccag

ccaagctgat
ccgcttacgg
tttgtcatcc
atctgttgac
gtctgcgege
aggcgctcga
tgatcacacc
gtgcccgaca
gcatcgtgtg
gcgatgtcca
ccgccgegeg
cggcctaaaa
ccgaccctga

ctgcgctecge

<221> SEQ ID NO:10 fragmento de ADN F57 especifico de la especie M.paratuberculosis
<222> (1)..(620)
<223> Posicidn 244 a 263 para el enlace del primer forward F57

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2263



ggatctcggc
cttggcactc
aaaagttgga
tcgcgtcatt
agctacgagc
ggaccgcegc
accctggtac
cgcccatttc
attcaagcgg
ccggcteggt

cctgccactg

cccgataget
gtcaatcacc
cgatccgaat
cagaatcgct
acgcaggcat
tgacgcaccg
gccteccact
atcgataccc
cgaactaagc
gacaacaaca

tctgagatcc

ES 2388 118 T3

ttcctctect
acgaacacca
atgttgttgc
gcaatctcag
tccaagtcct
aacgacccca
acaacgcccg
aaactcagag
ggatcgacaa

ttcggtacac

tcgtcaccaa
gcggaacctg
cctgtctaat
gcagctccag
gaccaccctt
gagcactcgt
atacgttcgce
accacgagtg
ttctcagctg

caatagctga

12

ctggcgeggg
cggcgtcggg
tcgatcacgg
atcgtcattc
cccgtcgatg
cagccacgcg
caacgggagc
ggcggetggce
caactcgaac

cgccagettc

tccaggaacg
ccgcgatccc
actagaccgg
atgaatcggc
acagcgaact
gttttccccg
gactggtaga
acégacgacc
acacctggga

ggagccgcca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
620
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REIVINDICACIONES

Conjunto de oligonucleétidos para su uso en la deteccion especifica de Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis (MAP) en muestras fecales, de tejidos y de érganos mediante PCR en tiempo real, donde
los oligonucledtidos presentan las siguientes secuencias de nucledtidos:

SEQ ID NO:1 primer forward ISMav2 5-CGG CAA AAT CGA GCA GTT TC-3’
SEQ ID NO:2 primer reverse ISMav2 5-TGA GCC GGT GTG ATC ATC TTT-3’
SEQ ID NO:5 primer forward F57 5’-TAC GAG CAC GCA GGC ATT C-3’

SEQ ID NO:6 primer reverse F57 5-CGG TCC AGT TCG CTG TCA T-3

Método para la deteccién especifica de Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) en muestras
fecales, de tejidos y de dérganos mediante PCR en tiempo real, donde se detectan las secuencias de
marcadores ISMAV2 SEQ ID NO:9 y F57 SEQ ID NO:10 del genoma MAP y se aplican los oligonucleétidos
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6 segun la reivindicacion 1.

Método segun la reivindicacion 2, donde las muestras fecales, de tejidos y de érganos son de procedencia
bovina, porcina, avicola o humana.

Método segun las reivindicaciones 2 y 3, donde para la preparacion de las muestras fecales, de tejidos y de
organos se utilizan reactivos que reducen el contenido de inhibidores de PCR y que contienen proteinasa K.

Método segun las reivindicaciones 2 a 4, donde se aisla ADN de las muestras fecales, de tejidos y de
érganos.

Método segun las reivindicaciones 2 a 5, donde el PCR en tiempo real se lleva a cabo en presencia de un
control interno de amplificacion.

Método segun las reivindicaciones 2 a 6, donde el control interno de amplificaciéon contiene una cantidad
definida de ADN de MAP.

Método segun las reivindicaciones 2 a 7, donde el PCR en tiempo real se lleva a cabo en presencia de
sondas que se unen al ADN amplificado y dependiendo de la cantidad de ADN unido generan sefiales que
son medidas y cuantificadas.

Método segun la reivindicacion 8, donde como sonda se utiliza la TagManmg, segun SEQ ID NO:3 y SEQ
ID NO:7 o la sonda LNA segun SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:8.

Método segun la reivindicacion 9, donde las sondas estan unidas con colorante fluorescente.

Kit de prueba para la deteccién especifica de Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) en
muestras fecales, de tejidos y de 6rganos mediante PCR en tiempo real, donde el kit de prueba comprende
oligonucledtidos para la amplificacion de ADN de MAP segun la reivindicacion 1, los cuales hibridizan con
secuencias genéticas para ISMav2 y F57 del genoma MAP.

Kit de prueba segun la reivindicacion 11, donde el kit de prueba comprende sondas que estan unidas al
ADN amplificado y dependiendo de la cantidad de ADN unido generan sefiales que son medidas y
cuantificadas.

Kit de prueba segun las reivindicaciones 11 y 12, donde el kit de prueba comprende la sonda TagManmgp
segun SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:7 o la sonda LNA segun SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:8.

Kit de prueba segun las reivindicaciones 11 a 13, donde las sondas estan unidas con colorante
fluorescente.

Kit de prueba segun las reivindicaciones 11 a 14, donde el kit de prueba comprende reactivos para la
obtencion del ADN gendmico completo de muestras fecales, de 6rganos y de tejidos, donde los reagentes
reducen el contenido de inhibidores de PCR y que contienen proteinasa K.

Kit de prueba segun las reivindicaciones 11 a 13, donde el kit de prueba muestra un control interno de
amplificaciéon que contiene una cantidad definida de ADN de MAP.

13
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