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DESCRIPCION

Cebador y sonda para la deteccion de Mycobacterium intracellulare, y método para la deteccién de Mycobacterium
intracellulare empleando el cebador o la sonda

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para detectar y/o identificar Mycobacterium intracellulare (de aqui en
adelante, opcionalmente abreviada como M. intracellulare) mediante el uso de la amplificacion de acido nucleico, y a
un sistema de deteccion de la misma.

Técnica anterior

En el siguiente documento de la presente descripcion, cuando se indica una base de acido nucleico, A representa
adenina; C representa citosina; G representa guanina; T representa timina y U representa uracilo; respectivamente.
Ademas, cuando se menciona "oligonucleétido”, en algunos casos incluye "polinucleétido”.

La micobacteria no tuberculosa es un bacilo gram positivo que tiene caracteristicas acido-alcohol resistentes,
clasificada dentro del género Mycobacterium (de aqui en adelante, opcionalmente abreviado simplemente como M.),
y es un tipo de bacteria acido-alcohol resistente distinta del complejo de tuberculosis y Mycobacterium leprae. Del
quince al 20% de los casos que son positivos en el examen de un frotis de esputo para una bacteria acido-alcohol
resistente, han sido diagnosticados después como micobacteria no tuberculosa mediante la prueba para la
identificacion de especies bacterianas.

Entre las micobacterias no tuberculosas, se sabe que las especies bacterianas clinicamente problematicas son M.
intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium szulgai,
Mycobacterium avium, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonei y Mycobacterium
abscessus.

Entre todas, las cepas comunmente observadas son M. intracellulare y M. avium. Ya que M. intracellulare y M. avium
se parecen mucho entre si y es dificil distinguirlas una de otra, M. intracellulare y M. avium se han denominado
colectivamente como complejo Mycobacterium avium (MAC). Alrededor del 70% de los pacientes con enfermedad
micobacteriana no tuberculosa tienen una infeccién con MAC, y la segunda gran poblacién es la infeccién con M.
kansasii que representa el 20%. Y el resto del 10% son infecciones con otras especies bacterianas.

En general, dado que las micobacterias no tuberculosas tienen una toxicidad débil, se cree que son inofensivas para
un sujeto sano. Sin embargo, en raras ocasiones, pueden ejercer una infectividad sobre el ser humano. Entre ellas,
el MAC se sabe que causa a veces efectos secundarios de tuberculosis (enfermedad pulmonar infecciosa), o causa
infecciones oportunistas a un paciente vulnerable, tal como un paciente de SIDA. Por lo tanto, es particularmente
importante en la terapia detectar la micobacteria no tuberculosa con rapidez y precision.

Ademas, en los ultimos afos, la incidencia de una infeccion con micobacterias no tuberculosas muestra una
tendencia al alza y, por lo tanto, se desea fuertemente el desarrollo de un método para discriminar entre una bacteria
tuberculosa y una micobacteria no tuberculosa, en un corto periodo de tiempo. Ademas, desde el punto de vista del
hecho que el método de deteccién/diagndstico de M. intracellulare y M. avium mediante tecnologia de amplificacion
del acido nucleico ha sido incluido en la cobertura del seguro sanitario, su importancia diagnostica es obviamente
elevada.

Ademas, la mayoria de las micobacterias no tuberculosas muestran resistencia contra agentes antituberculosos. Por
lo tanto, cuando se sospecha que un paciente tiene una infeccidon con una bacteria acido-alcohol resistente, el
diagnéstico diferencial de si la enfermedad es una enfermedad micobacteriana tuberculosa o micobacteria no
tuberculosa, es bastante importante para decidir el curso del tratamiento. Ademas, ya que un método para el
tratamiento de las enfermedades causadas por micobacterias no tuberculosas puede variar dependiendo de la
especie individual de la bacteria, la identificacion de la especie bacteriana es también bastante importante. Sin
embargo, las enfermedades micobacterianas no tuberculosas no muestran ningun sintoma clinico especifico. Por lo
tanto, es bastante dificil diferenciar la enfermedad micobacteriana tuberculosa de la no tuberculosa mediante una
observaciéon clinica y una manifestacion histopatolégica, y especificar las especies de micobacterias no
tuberculosas. En consecuencia, el diagndstico de si la enfermedad es una enfermedad micobacteriana tuberculosa o
no tuberculosa tiene que ser llevado a cabo mediante una identificacion de la bacteria infecciosa.

Un método tipico para la identificacion de una bacteria que se realiza para el diagndstico de una enfermedad
micobacteriana no tuberculosa, es el examen del frotis de un esputo. Sin embargo, con esta prueba solo se puede
reconocer si la bacteria patégena es una "bacteria positiva para la prueba acido-alcohol resistente” o no, y no se
puede identificar si la bacteria patdégena es una bacteria tuberculosa o una micobacteria no tuberculosa. Por lo tanto,
cuando el resultado del examen del frotis de un esputo es positivo, se realiza un examen de un cultivo bacteriano
mediante el aislamiento de un cultivo a partir de un medio de cultivo, tal como el medio de Ogawa, para diferenciar
entre la bacteria tuberculosa y la micobacteria no tuberculosa. Y aun mas, mediante la realizacion de examenes
bioquimicos adicionales, se identifica la especie bacteriana de la bacteria infecciosa. Sin embargo, en general, el
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crecimiento de Mycobacterium es lento; por ejemplo, solo para el aislamiento del cultivo se prolonga de 3 a 4
semanas. Y, ademas, se requieren de 2 a 3 semanas adicionales para obtener los resultados de diversas pruebas
bioquimicas para la identificacién de una especie bacteriana. Por consiguiente, el método basico convencional con el
que se obtiene un resultado diagndstico de si la enfermedad es tuberculosis o no, mediante la realizacion del
examen del frotis descrito anteriormente y un ensayo sobre un cultivo celular, es un método que conlleva un gasto
de tiempo considerable.

Por otro lado, en los ultimos afios, se ha desarrollado una tecnologia para la deteccion de bacterias a nivel genético.
Por ejemplo, una técnica de diagnostico que utiliza la tecnologia de amplificacion del acido nucleico, tal como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), etc., se ha estudiado como un medio util para la deteccion de bacterias.
Debido a la alta sensibilidad de este método, las bacterias se pueden detectar incluso si solo hay varias células de
las bacterias en una muestra. Ademas, este método tiene la ventaja de que la deteccion (identificacion de la especie
bacteriana) se puede completar en poco tiempo (en 4 dias a lo sumo). Sin embargo, en el método de PCR habitual,
el numero de bacterias no se puede determinar. Ademas, con este método, las células se detectan
independientemente de si son células vivas o muertas. Igualmente, si existen algunas bacterias en la muestra, se
realiza una determinacion positiva, independientemente del tamafio de la carga bacteriana. Por lo tanto, mediante el
método de PCR, el diagndstico de la infectividad se proporcionara con incertidumbre. Ademas, el método tiene otros
problemas tales como que se suelen juzgar falsos positivos debido a una sensibilidad demasiado elevada.

Con respecto al método para la deteccion de M. intracellulare utilizando el método de PCR, hay un método para
detectar la existencia o ausencia de acido nucleico de MAC utilizando un conjunto de cebadores multiples de un
cebador oligonucleotidico especifico para 2 o mas de las regiones génicas que comprenden, por ejemplo, la region
génica MacSequevar, la region génica de la proteina de 19 kD (MAV 19k) de M. avium, y la region génica de la
proteina ribosémica s1 de M. intracellulare (documento de patente 1). Sin embargo, con este método, no se puede
lograr una discriminacion entre M. intracellulare y M. avium. Ademas, en la PCR que emplea el cebador rps1 (un
cebador disefiado a partir de la regidon génica de la proteina ribosémica s1 de M. intracellulare), incluso cuando la
cepa aislada de M. avium se utiliza como una muestra, el producto de la amplificacién también se detecta; sigue
habiendo un problema en términos de especificidad para M. intracellulare.

Ademas, también se conoce un método en el que se realiza una PCR usando un cebador que es capaz de amplificar
una secuencia de nucleétidos de ADN que se dirige a un sitio de insercion de la secuencia de insercion del gen
IS901, y determina si se trata de la bacteria de la tuberculosis aviar (M. avium) o M. intracellulare, basandose en la
longitud de la cadena del producto obtenido a partir de la amplificacién (documento de patente 2). Sin embargo, en
la PCR que emplea el cebador mencionado anteriormente, el producto de extensién del cebador se puede obtener
no solo cuando la muestra es una bacteria de tuberculosis aviar (M. avium), sino también M. intracellulare, y por lo
tanto, no se puede decir que este método de determinacién sea un método especifico de M. intracellulare. Ademas,
el método, con el que se realiza la discriminacion entre las dos especies de bacterias basandose en la longitud de la
cadena del producto de extensidon del cebador, es engorroso; y es concebible que se pueda realizar una
determinacion diferente dependiendo de una apreciacion; y en consecuencia, el método no se puede decir que sea
un método de determinacion fiable.

Aparte del método de la PCR, existe un método de determinacién mediante el uso del método de amplificacién por
desplazamiento de hebra (método SDA). Por ejemplo, el documento JP-A-10-4984 (documento de Patente 3) da a
conocer un método en el que se hace un direccionamiento hacia un segmento de 63 nucleétidos del gen BCG85-B
que codifica una parte del antigeno a de las micobacterias. En este método, usando un cebador que es capaz de
amplificar la secuencia diana en el gen BCG85-B, propio tanto de M. intracellulare como de M. avium, se realiza una
reaccion de amplificacion del acido nucleico por el método de SDA, y luego MAC se detecta basandose en los
resultados. Es decir, el cebador utilizado en el método mencionado anteriormente es un cebador capaz de amplificar
tanto M. intracellulare como M. avium. Sin embargo, en este método, como una cuestion de rutina, se obtiene en
ambos casos un producto de extension del cebador en donde M. intracellulare o M. avium existen en una muestra.
Debido a esto, MAC se puede detectar por este método; sin embargo, es imposible detectar M. intracellulare
especificamente. Ademas, incluso cuando se detecta MAC, puede ser un caso en el que se proporciona un
resultado falso positivo.

En el documento JP-A-2001-103986 (Documento de Patente 4), se describe un cebador para ser utilizado en la
deteccion de MAC y un oligonucleétido para ser utilizado como una sonda de captura y una sonda de deteccion. Sin
embargo, el cebador mencionado anteriormente puede amplificar una secuencia diana de 48 pb del gen dnaJd que
poseen comunmente tanto M. intracellulare como las bacterias de la tuberculosis aviar (M. avium). A saber, en
ambos casos se lleva a cabo una reaccion de amplificacion en la que bien M. intracellulare o M. avium esta presente
en una muestra. Por lo tanto, si el método SDA se pone en practica usando el cebador anteriormente mencionado, el
producto de extension del cebador sera detectado usando la sonda de captura y la sonda de deteccion, y en base a
los resultados, se puede lograr la deteccion de MAC. Sin embargo, la deteccion especifica de M. intracellulare es
imposible de lograr sin una detecciéon de M. avium.

Ademas de esto, existe un método de amplificacion del acido nucleico de M. intracellulare mediante el uso del

método de amplificacion isotérmica mediada por bucle LAMP (“Loop-Mediated Isothermal Amplification”). Sin

embargo, en el método LAMP, siguen existiendo algunos problemas tales como que la secuencia de nucleétidos del
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ADN amplificado no se puede determinar; que la longitud eficaz del ADN que se va a amplificar es limitada; y que el
método proporciona de vez en cuando un resultado falso positivo.

El documento de no Patente 2 describe el uso de un kit de sonda de ADN comercialmente disponible para la
diferenciacion entre Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare. El documento de no Patente 3 describe
un conjunto de cebadores que permite la amplificacion de un fragmento en diferentes especies micobacterianas, en
donde los productos de la amplificacion procedentes de diferentes especies tienen diferentes longitudes. Por
ejemplo, el producto de la PCR de M. intracellulare tiene 130 pb, mientras que el producto de M. avium tiene 80 pb.
Por lo tanto, dichos cebadores permiten diferenciar entre diferentes especies micobacterianas. El documento de no
Patente 4 describe los cebadores YNP-7 y YNP-8 que amplifican especificamente el ADN de M. intracellulare. El
documento US 2007/042982 (documento de Patente 7) se refiere a oligonucledtidos que se reasocian con
transcritos de ARNm de Mycobacterium avium inhibiendo de este modo la traduccion de dicho ARNm (ARNi). Las
secuencias de acuerdo con SEQ ID NOs: 49393 y 35090 son idénticas a la presente secuencia de M. intracellulare
de SEQ ID NO: 6. El documento de Patente US 7.115.364 (documento de Patente 8) se refiere a micromatrices de
sondas inmovilizadas, en donde una sonda de 12 nucledtidos de ADN mitocondrial es idéntica a la presente
secuencia de M. intracellulare de SEQ ID NO: 6. El documento WO 99/042118 (Documento de Patente 9) se refiere
a compuestos y a métodos para el diagndstico de Mycobacterium tuberculosis, en donde una secuencia es 75,9%
idéntica a la presente secuencia de M. intracellulare de SEQ ID NO: 6 en mas de 377 de 941 nucledtidos.

Para resolver estos problemas, el presente inventor ya ha solicitado una patente con el documento
PCT/JP2007/059251 (Documento de Patente 6). En esa solicitud, se ha descrito un cebador y una sonda que se
habian desarrollado centrandose en la capacidad para distinguir/detectar una distincion entre M. intracellulare y M.
avium. Ademas, a través de esta invencion se permitié, en comparacion con los métodos convencionales, una
deteccion especifica y rapida de M. intracellulare a diferencia de otras especies micobacterianas.

Lista de referencias

Documentos de Patente
Documento de Patente 1: JP-A-11-69999;
Documento de Patente 2: JP-B-3111213;
Documento de Patente 3: JP-A-10-4984;
Documento de Patente 4: JP-A-2001-103986;
Documento de Patente 5: JP-A-2005-204582;
Documento de Patente 6: WO 2007/129628;
Documento de Patente 7: US 2007/042982;
Documento de Patente 8: US 7.115.364;
Documento de Patente 9: WO 99/42118.

Documentos de no Patente

Documento de no Patente 1: F. Poly et al., J. Bacteriology, 2004, 186(14), p. 4781-4795;

Documento de no Patente 2: Saito H. et al., Journal of Clinical Microbiology, American Society for Microbiology,
1990, 28 (8) 1 Agosto 1990, paginas 1694-1697;

Documento de no Patente 3: Yamamoto T. et al., Tubercle and Lung disease, 1990, 74 (5), p. 342-345;
Documento de no Patente 4: Yamazaki t. et al., Tubercle and Lung Disease, 76 (4), p. 330-335.
Compendio de la invencion
Problema técnico

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un nuevo cebador para detectar M. intracellulare que pueda
excluir cualquier resultado falso positivo para el diagnostico; y proporcionar un método para detectar M. intracellulare
de forma mas sencilla, rapida y con gran precision.

Solucién del problema

La presente invencion se realizé con el fin de resolver los problemas descritos anteriormente, y comprende los
siguientes aspectos:
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(1) Un oligonucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 6 (en donde los
caracteres A, C, G y T representan adenina, citosina, guanina y timina, respectivamente; y T en una posicion
arbitraria se puede reemplazar por uracilo (U); y de aqui en adelante, se usaran las mismas abreviaturas), o
una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6,

en donde el oligonucledtido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucledtidos del gen de
Mycobacterium intracellulare.

(2) Un cebador para detectar Mycobacterium intracellulare, que comprende;

un oligonucledtido que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a
47, o una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40
a4r.

(3) Un método para detectar Mycobacterium intracellulare, que comprende:

usar un cebador tal y como se ha definido en el apartado (2) mas arriba.

(4) Un kit de reactivos para la deteccion de Mycobacterium intracellulare, que comprende:
un cebador tal y como se ha definido en el apartado (2) mas arriba.

Se ha sabido que existen 28 tipos de serotipos para el complejo Mycobacterium avium (MAC) que consiste en M.
intracellulare y M. avium. Por lo tanto, técnicamente es muy dificil especificar una region del ADN (1) que sea una
secuencia de consenso conservada con alta frecuencia dentro de las cepas de M. intracellulare, y (2) que se pueda
utilizar como una secuencia marcadora (diana) para distinguir/identificar solamente M. intracellulare de las especies
estrechamente relacionadas, incluyendo M. avium.

Por lo tanto, entre los conjuntos de cebadores conocidos hoy en dia, segin el que se ha controlado por su
especificidad (evitando falsos positivos), la secuencia de consenso entre diferentes especies de M. intracellulare no
puede ser capturada. Es decir, es posible distinguir/identificar una cepa especifica de M. intracellulare de las otras
especies estrechamente relacionadas, incluyendo M. avium. Sin embargo, cuando la determinacion se lleva a cabo
usando dicho conjunto de cebadores, la determinacion solo se puede hacer cuando un paciente esta infectado con
una cepa especificada de M. intracellulare que se puede detectar con el conjunto de cebadores, y no se puede
realizar cuando el paciente esta infectado con otra cepa de M. intracellulare.

Por otro lado, cuando se emplea el conjunto de cebadores enfocado a la secuencia de consenso (evitando falsos
negativos), la especificidad para M. intracellulare es, al contrario, baja.

Por consiguiente, en el momento actual, para determinar si un paciente esta infectado con cualquiera de los diversos
serotipos o cepas de M. intracellulare, es necesario llevar a cabo operaciones de dos etapas, de tal manera que la
PCR se lleva a cabo usando un conjunto de cebadores que es capaz de amplificar todas las bacterias acido-alcohol
resistentes; y, a continuacion, en los fragmentos de ADN amplificados obtenidos, una secuencia de una sonda que
es especifica para M. intracellulare, se hibrida para detectar M. intracellulare. Estas operaciones eran muy
complicadas.

De cara a la situacion descrita anteriormente, el presente inventor ha estudiado a fondo, basandose en la invencion
implicada en el documento de solicitud de patente descrita anteriormente, cémo establecer un método superior
adicional para la deteccidon de M. intracellulare.

Como resultado, se han desarrollado un cebador y una sonda que son especificos para M. intracellulare, y que la
pueden detectar distinguiéndola de otras especies de Mycobacterium, y ademas, que pueden detectar una region de
una secuencia altamente conservada dentro de diversas cepas de M. intracellulare. Y, se encontré6 que solo
mediante la realizacion de una PCR empleando una pareja del conjunto de cebadores seleccionados a partir de los
cebadores desarrollados (la operacion de deteccion en dos etapas descrita anteriormente era innecesaria), se podia
detectar el caso en el que existiera cualquiera de los diversos serotipos o cepas de M. intracellulare, y de este modo
se completo la invencién.

Efectos ventajosos de la invencion

De acuerdo con el método para la deteccién de M. intracellulare usando el cebador de la presente invencién, M.
intracellulare se puede detectar y diagnosticar mas rapidamente y con mucha precision, en comparacion con el
método de identificacion de bacterias convencional, mediante un ensayo de cultivo celular. Ademas, mediante la
realizacion de la deteccion por el método de la presente invencidn, se puede eliminar cualquier resultado falso
positivo en el diagndstico, en comparacion con el método de diagnéstico con PCR usando un cebador convencional,
y como resultado, M. intracellulare se puede detectar y diagnosticar con mayor exactitud y precision de una manera
especifica. Ademas, mediante el uso del método de detecciéon de la presente invencion, también se pueden
cuantificar las células de M. intracellulare.
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Ademas, de acuerdo con el método para la deteccion de M. intracellulare usando el cebador de la presente
invencion, es posible detectar el caso en el que existe cualquiera de los diversos serotipos o cepas de M.
intracellulare sin necesidad de utilizar dos o mas de los conjuntos de cebadores, en un procedimiento sencillo.
Ademas, los efectos ventajosos como este, hacen que la operacion de deteccion sea sencilla y también que se
pueda obtener una reduccion del tiempo requerido para el diagndstico.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra un resultado de un analisis de la curva de fusion obtenida en el Ejemplo 2, que se obtiene
basandose en el resultado de la PCR en tiempo real por el método de intercalador usando un cebador Mint 02_T7pa
Fw1 y un cebador Mint 02_T7pa Rv1, y empleando una muestra de ADN respectiva, obtenida partir de cada cepa de
M. intracellulare y una muestra de ADN obtenida a partir de M. avium como molde.

La Fig. 2 muestra un resultado de un analisis de la curva de fusion obtenida en el Ejemplo 4, que se obtiene
basandose en el resultado de la PCR en tiempo real por el método de intercalador usando un cebador Mint 02_T7pa
Fw1 y un cebador Mint 02_T7pa Rv1, y empleando muestras de ADN obtenidas a partir de 18 especies del género
Mycobacterium y una muestra de ADN obtenida a partir de Escherichia coli como molde.

La Fig. 3 muestra una curva de amplificacion obtenida en el Ejemplo 6, que se obtiene mediante una PCR en tiempo
real usando un cebador Mint 02_T7pa Fw1 y un cebador Mint 02_T7pa Rv1, y empleando una muestra de ADN
obtenida a partir de M. intracellulare como molde.

La Fig. 4 muestra los resultados de la deteccion realizada con la PCR en tiempo real en el Ejemplo 4, que es una
curva estandar representando graficamente el valor de Ct (eje y) para el niUmero de copias del genoma (eje x, escala
logaritmica) de cada muestra de ADN para la PCR.

Descripcion de las realizaciones

En la presente invencion, el gen de M. intracellulare se refiere a una unidad arbitraria de una secuencia de
nucledtidos (una region) en la secuencia del genoma completo que pertenece a Mycobacterium intracellulare. La
secuencia del genoma completo de Mycobacterium intracellulare no se ha completado todavia.

El oligonucledtido de la presente invencion incluye un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleotidos
mostrada en SEQ ID NO: 6, o una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
NO: 6, en donde el oligonucledtido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucledtidos del gen de
Mycobacterium intracellulare (de aqui en adelante, opcionalmente, se hace referencia brevemente como "el
oligonucledtido de la presente invencion").

Un ejemplo especifico de un oligonucledtido que comprende una parte de la secuencia de nucleétidos mostrada en
SEQ ID NO: 6 incluye, por ejemplo, el que comprende una secuencia de nucledtidos mostrada en cualquiera de
SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 47, 0 SEQ ID NO: 104 a SEQ ID NO: 107.

Hay que sefalar que el oligonucleétido de la presente invencion puede ser o bien acido desoxirribonucleico (ADN) o
acido ribonucleico (ARN). En el caso de acido ribonucleico, no hace falta decir que un residuo de timidina (T) se
puede interpretar como un residuo de uridina (U). Ademas, puede ser un ADN que comprende un residuo de uridina
que se sintetiza mediante el intercambio de una T en una posicién arbitraria por una U. También, puede ser un ARN
que comprende un residuo de timidina que se sintetiza mediante el intercambio de una U en una posicién arbitraria,
por una T. Ademas, puede tener una delecion, inserciéon o sustitucién de uno o varios nucleétidos. Uno o una
pluralidad de nucleétidos pueden ser un nucleétido modificado, tal como inosina (1).

El método para obtener el oligonucleétido de la presente invencion incluye, por ejemplo, pero no se limita a, un
método de preparacion mediante sintesis quimica bien conocida de por si. En este método, es posible obtener sin
dificultad un oligonucleétido de la misma calidad a mayor escala, con un coste inferior en comparaciéon con el
método de obtencion del oligonucledtido o el polinucledtido mediante tecnologia de ingenieria genética, usando un
vector, etc. (método de clonacion).

Por ejemplo, mediante un método convencional de sintesis de ADN usando un sintetizador de ADN, se sintetiza un
oligonucleostido de acuerdo con el método convencional de la fosforamidita, y se purifica mediante un procedimiento
de rutina utilizando la cromatografia en columna de intercambio aniénico. Y de este modo, se puede obtener un
oligonucledtido deseado de la presente invencion.

Como alternativa, utilizando el servicio de encargo a un proveedor de una sintesis a medida, el oligonucleétido se
puede comprar en el proveedor.

Los medios para la busqueda (escrutinio) de un oligonucleétido que pueden conseguir los fines de la presente
invencion, incluyen el método de sustraccion, tal y como se describe en FEMS Microbiology Letters 166: 63-70, 1998
o Systematic and Applied Microbiology 24: 109-112, 2001. Esta es una metodologia que concentra una secuencia
candidata sustrayendo una secuencia de nucleétidos que reacciona con un fragmento de ADN gendmico obtenido a
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partir de una especie que se va a diferenciar de un grupo de fragmentos obtenidos a partir del ADN genémico diana.

Ademas, existe un enfoque tal como uno en el que se prepara ADN gendmico diana y una presentacion diferencial
de productos de la amplificacion de un ADN gendmico diana, obtenidos a partir de una especie que se va a
diferenciar. Es decir, es un método que utiliza la reaccién en cadena de la polimerasa cebada de forma arbitraria
(AP-PCR) (documento JP-A-11-155589).

Adicionalmente, también con el uso del llamado método de micromatriz, la busqueda de un oligonucledtido que
puede alcanzar los fines de la presente invencion, también se puede realizar, y el oligonucleétido de la presente
invencion se puede obtener. Una breve descripcion del método es la siguiente:

Por ejemplo, se prepara un clon aleatorio de ADN gendmico obtenido a partir de M. intracellulare, y luego el ADN se
purifica a partir del clon aleatorio obtenido. Después de lo cual, el ADN purificado obtenido a partir del clon aleatorio
se amplifica mediante una PCR, el ADN amplificado se dispone sobre un portaobjetos de vidrio y se prepara una
micromatriz por el método convencional. Por separado, un grupo de fragmentos de ADN marcados con fluorescencia
(Marcador-1) se prepara a partir de ADN genoémico obtenido a partir de una diana de deteccion de M. intracellulare.
Por otro lado, se prepara por separado un grupo de fragmentos de ADN marcados con fluorescencia (Marcador-2) a
partir del ADN gendémico obtenido a partir de una especie que se va a diferenciar. Y la reactividad (potencia de la
union) de cada Marcador-1 y Marcador-2 con el ADN purificado sobre la micromatriz se somete a ensayo mediante
un método de hibridacion competitiva, usando el Marcador-1 y el Marcador-2 en el mismo sistema de reaccion.
Mediante este ensayo, se puede seleccionar el grupo de secuencias candidatas que reacciona mas especificamente
con el grupo de fragmentos (Marcador-1) obtenidos a partir del ADN gendmico de la diana de M. intracellulare (por
ejemplo, el documento de no patente 1).

A través del método descrito anteriormente, un oligonucledtido que se hibrida especificamente con una secuencia de
nucleétidos de la diana del gen de M. intracellulare se puede seleccionar.

Un ejemplo del método para la seleccion del oligonucledtido de la presente invencion usando el método de la
micromatriz se describira con detalle del modo siguiente:

(1) Preparacion de ADN genémico purificado obtenido a partir de M. intracellulare

Al principio, la célula microbiana de la cepa M. intracellulare se somete a un tratamiento de ruptura convencional (por
ejemplo, el tratamiento de pulverizacion de células microbianas mediante un tratamiento con autoclave y empleando
perlas de vidrio, etc.), y luego la extraccion y la purificacion del ADN se puede llevar a cabo de acuerdo con
procedimientos convencionales.

(2) Preparacion de una genoteca aleatoria del genoma completo

Como un ejemplo del método para la preparacion de una genoteca aleatoria del genoma completo de M.
intracellulare, un método modificado del método aleatorio del genoma completo descrito en Venter et al., Science 16
de febrero de 2001; 291 (5507): 1304-1351, se describira a continuacion.

En primer lugar, el ADN gendémico purificado obtenido a partir de M. intracellulare obtenido como se ha descrito
anteriormente (1), se diluye con una soluciébn tampon apropiada y luego se somete a un tratamiento de
fragmentacion del ADN, por ejemplo, en presencia de una concentracion final de 20% de glicerol, mediante el
tratamiento durante aproximadamente 1 a 5 minutos usando un nebulizador a una presién de 5 a 9 kPa. La fraccién
obtenida se purifica usando una columna de extracciéon disponible comercialmente.

Después de lo cual, la fraccion obtenida (fragmentos de ADN que contienen los fragmentos de ADN deseados) se
inserta en un vector de ADN mediante ligacion, segun los procedimientos de rutina, y se obtiene el ADN
recombinante (genoteca aleatoria del genoma completo de M. intracellulare).

El vector de ADN que se va a usar para este propésito incluye, en el caso de que la célula hospedadora para la
transformacién subsiguiente sea E. coli, por ejemplo, vectores tales como pBS (por ejemplo, el vector pBSIl sk*
(producido por Stratagene Corporation)), el plasmido pQE-TRI (producido por Qiagen GmbH), pBluescript, pET,
pGEM-3Z, pGEX, etc. Dependiendo del tipo de vector que se va a utilizar, antes de la ligacion, los extremos
terminales de los fragmentos de ADN se pueden volver romos por tratamiento con ADN polimerasa, etc., con
antelacion.

Después de lo cual, utilizando el ADN recombinante obtenido, una célula hospedadora apropiada se transforma para
obtener un transformante.

La célula hospedadora que se utiliza para este propdsito incluye, por ejemplo, E. coli, preferiblemente la cepa
JM109, DH5a, TOP10, etc. Ademas de las mencionadas, se pueden usar células competentes que tienen mayor
eficacia de transfeccion para el plasmido y el ADN del fago. Por ejemplo, se incluyen células competentes para E.
coli JIM109 (Takara Bio Inc.).
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La transformacion de la célula hospedadora se puede llevar a cabo por un método convencional [por ejemplo, el
método de D. M. Morrison (Method in Enzymology, 68, 326-331, 1979), etc.]. Ademas, cuando se utiliza una célula
competente disponible en el mercado, la transformaciéon se puede llevar a cabo de acuerdo con el protocolo
proporcionado con el producto.

El método para la seleccion del transformante que se ha introducido con "el ADN recombinante en el que se ha
incorporado un fragmento de ADN deseado" incluye, por ejemplo, un método mediante el uso de una propiedad del
vector utilizado para la transformacion. Por ejemplo, cuando se utiliza un vector que comprende un gen resistente a
la ampicilina, al cultivar el transformante en un medio que contiene ampicilina y seleccionar el clon resultante, se
puede obtener faciimente la genoteca del transformante que se ha transformado con "el ADN recombinante
incorporado con el fragmento de ADN deseado" (genoteca aleatoria del genoma completo de ADN gendmico
obtenido a partir de M. intracellulare).

(3) Preparacion de la micromatriz
A continuacion, la micromatriz se prepara por el método siguiente.

A saber, a partir del transformante (genoteca aleatoria de clones del genoma completo obtenida a partir del genoma
de M. intracellulare) obtenido en el apartado (2) descrito anteriormente, el ADN se purifica de acuerdo con los
métodos de rutina.

Utilizando el ADN purificado como molde, y usando un cebador adecuado (puede ser un cebador disponible
comercialmente, por ejemplo, M13 Primer M1 (producido por Takara Bio Inc.) y M13 Primer RV (producido por
Takara Bio Inc.), la PCR se lleva a cabo de acuerdo con el procedimiento de rutina, y luego el producto resultante de
la amplificacion con PCR se purifica. Posteriormente, de acuerdo con los procedimientos de rutina, el producto
purificado de la amplificacién con PCR se extiende en manchas sobre un portaobjetos de vidrio para micromatrices.
Las manchas son irradiadas con luz UV (60 mJ/cm? a 300 mJ/cm?, por lo general 150 mJ/cm?) para fijar el producto
de la amplificacién con PCR (que tiene una secuencia de nucleétidos fragmentada procedente del ADN gendmico
obtenido a partir de la diana de M. intracellulare) sobre el portaobjetos de vidrio, y de este modo se prepara la
micromatriz.

(4) Marcado del ADN genémico diana con colorante fluorescente
(i) Marcado del ADN gendmico diana con colorante fluorescente

Por ejemplo, mediante un procedimiento de rutina tal como un método para marcar de forma indirecta usando
hexilamino-UTP, se marca un ADN gendmico purificado obtenido a partir de M. intracellulare, por ejemplo, por el
método descrito en el apartado (1) anterior, con una sustancia marcadora. Ademas, un ADN gendémico de referencia
(el ADN gendémico obtenido a partir de una especie que se va a diferenciar de M. intracellulare) se marca con una
sustancia marcadora que es diferente de la sustancia marcadora utilizada para marcar el ADN genémico purificado
descrito anteriormente, obtenido a partir de M. intracellulare.

La sustancia marcadora que se va a utilizar para marcar el ADN descrito anteriormente, es una sustancia marcadora
empleada habitualmente en este campo, y una sustancia marcadora ampliamente utilizada incluye Alexa555
(nombre del producto de Invitrogen Corp.), Alexa647 (nombre del producto de Invitrogen Corp.), Cy3 (nombre del
producto de Amersham Biosciences Corp.), Cy5 (nombre del producto de Amersham Biosciences Corp.), etc.

El método para marcar, el ADN descrito anteriormente que emplea sustancias marcadoras tales como la que se han
descrito anteriormente, incluye un método de marcado indirecto que se ha modificado a partir de un protocolo
publicado por el Laboratorio DeRisi (www.micromatriz.org). En ese método, en primer lugar, mediante la realizacion
de una reaccién de extension enzimatica, se produce una cadena de ADN a la que se ha incorporado una aUTP que
tiene un grupo amino en la molécula. Y, a este grupo amino de la cadena de ADN, se acopla quimicamente un
colorante fluorescente (cuerpo de succinimida), de modo que se marca el ADN. Para la preparacion de la cadena de
ADN antes de marcar el ADN (incorporacion de una aUTP) por este método, se puede usar un kit comercialmente
disponible, tal como el sistema de marcado de ADN de BioPrime (producido por Invitrogen Corp.).

A continuacion, se describira un ejemplo del método para marcar ADN por el método descrito anteriormente usando
Alexa647 y Alexa555.

A saber, en primer lugar, un material de partida (un ADN genémico purificado obtenido a partir de M. intracellulare, o
un ADN gendmico de referencia) se somete a un tratamiento térmico de desnaturalizacion de acuerdo con el
procedimiento de rutina. Después de lo cual, al material tratado con calor se afiade DTT, una solucidon mixta de
dATP/dCTP/dGTP, dTTP, Ha-dUTP y la enzima Klenow, y la reaccion de extension se lleva a cabo a 37°C durante
aproximadamente 3 horas. El producto de reaccion obtenido se coloca sobre una columna de ultrafiltracion y se
centrifuga a 14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos, y después la solucién concentrada se recupera en un
microtubo, y se seca usando una secadora centrifuga a vacio, etc. Después de lo cual, al producto de reaccion seco
anterior, se afiade NaHCO3 y se mezcla, y después se deja reposar a temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos.
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Por ofra parte, se prepara una solucion de Alexa555 (o Alexa647) disuelta en DMSO (solucion de colorante
Alexa555, solucion de colorante Alexa647). Esta solucion de colorante Alexa555 se afiade al producto de reaccion
descrito anteriormente, obtenido usando el ADN gendmico como referencia. Ademas, se afiade la solucion de
colorante Alexa647 al producto de reaccion descrito anteriormente, obtenido usando el ADN gendmico obtenido a
partir de M. intracellulare. Cada producto de reaccion se incuba protegido de la luz a 40°C, durante
aproximadamente 60 minutos. Ademas, a cada producto de reaccion se afiade NH,OH 4 M y se mezcla, y se incuba
protegido de la luz durante aproximadamente 15 minutos para obtener el producto marcado de cada ADN gendémico.
Después de lo cual, el producto marcado obtenido se coloca sobre una columna de ultrafiltracion y se centrifuga a
14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos. La solucién concentrada se recupera en un microtubo, y después
se seca utilizando una secadora centrifuga a vacio.

(i) Procedimiento de fragmentacion de los productos marcados

Para cada uno de los productos marcados de ADN gendmico en estado seco, obtenidos en el apartado i) de (4)
anterior, una solucion de los siguientes componentes con concentraciones finales de Tris-acetato 0,04 M (pH 8,1),
acetato de potasio 0,1 M y acetato de magnesio tetrahidrato 0,03 M se prepara y se afiade y se mezcla en
suspension. La suspension se trata térmicamente a 94°C durante aproximadamente 15 minutos y se obtienen los
productos de fragmentacion de los productos marcados del ADN genémico respectivo con 100 bases a 300 bases
(producto marcado con Alexa555, producto marcado con Alexa647, respectivamente).

El producto marcado con Alexa555 y el producto marcado con Alexa647 obtenidos se colocan cada uno sobre una
columna de ultrafiltracion y se centrifugan a 14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos; después de lo cual,
cada solucién concentrada se recupera en un microtubo parecido; y después se seca a fondo usando una secadora
centrifuga a vacio.

Posteriormente, a ese microtubo, se afiade una solucién de reactivo que se prepara mediante la mezcla de ADN de
esperma de salmén y tampon de hibridacion ArrayHyb, y el material seco obtenido anteriormente se mezcla en
suspension, y después se incuba a 95°C durante aproximadamente 5 minutos para preparar una solucion mixta de
los productos marcados con Alexa555/Alexa647.

(5) Hibridacion de la micromatriz

Sobre una micromatriz con la genoteca aleatoria de clones del genoma completo de ADN gendmico obtenido a partir
de M. intracellulare, preparado en la etapa descrita anteriormente (3), una solucién mixta de los productos marcados
con Alexa555/Alexa647 preparados en el apartado (ii) de (4) descrito anteriormente, se coloca y se mantiene a 65°C
protegida de la luz durante no menos de 8 horas para permitir la hibridacion. Después de la hibridacion, la
micromatriz se lava y después se seca por centrifugacion a 800 rpm durante aproximadamente 5 minutos.

(6) Medicion de la intensidad de la fluorescencia: desde la deteccion de la sefial hasta la cuantificacion

Empleando un escaner para la lectura de la fluorescencia, se mide la intensidad de la fluorescencia de la
micromatriz en donde la hibridacién de la micromatriz se ha llevado a cabo como se ha descrito en el apartado (5)
anterior. En esta ocasion, la intensidad de la fluorescencia se mide por 2 canales de Alexa555 y Alexa647 para
obtener los datos de deteccion de la fluorescencia.

La cuantificacion de la sefal fluorescente se puede realizar utilizando un programa informatico de analisis de
imagenes de expresion de ADN tip disponible en el mercado. Y, de acuerdo con el procedimiento operativo del
programa informatico, se puede realizar un reconocimiento automatizado de manchas, calculo de fondo y
normalizacion de la relacion de la intensidad de la fluorescencia.

El producto marcado con Alexa647 utilizado para la hibridacion, es un grupo de fragmentos de ADN preparado a
partir del ADN gendmico marcado obtenido a partir de M. intracellulare, y el producto marcado con Alexa555 es un
grupo de fragmentos de ADN preparado a partir de ADN genémico marcado como referencia. Por lo tanto, cuando
se mide la intensidad de la fluorescencia de Alexa555 y Alexa647 de una cierta mancha en una micromatriz, y la
relacion de la intensidad de la fluorescencia entre Alexa647 y Alexa555 es alta, esto indica que el fragmento de ADN
(producto de la PCR) en la mancha se ha hibridado mas fuertemente con el producto marcado con Alexa647, a
saber, con el ADN genomico obtenido a partir de M. intracellulare. Y la especificidad del fragmento de ADN
(producto de la PCR) para M. intracellulare se considera que es alta.

Por otro lado, cuando se mide la intensidad de la fluorescencia de Alexa555 y Alexa647 de una cierta mancha, y la
relacion de la intensidad de la fluorescencia entre Alexa647 y Alexa555 es baja, esto indica que la especificidad del
fragmento de ADN (producto de la PCR) en la mancha del ADN gendmico obtenido a partir de M. intracellulare es
baja, y se observa una reaccion cruzada con el producto marcado con Alexa555, a saber, con el ADN gendémico de
referencia. Ademas de este caso, en el caso en el que las intensidades de la fluorescencia de Alexa555 y Alexa647
tienen el mismo nivel, y en el caso en el que no se detecta fluorescencia ni con Alexa555 ni con Alexa647, la
especificidad del fragmento de ADN (producto de la PCR) en la mancha de M. intracellulare se considera que es
baja.
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Por tanto, por ejemplo, basandose en la relacion de la intensidad de la fluorescencia entre Alexa555/aAlexa647
(Relacion) detectada en la micromatriz, y analizando los resultados, por ejemplo, al realizar un grafico de dispersion
(grafico de dispersion), se lleva a cabo el escrutinio para detectar una secuencia especifica de una M. intracellulare.

En el analisis, el valor numérico de la relacién entre Cy3/Cy5 para el ADN especifico de M. intracellulare entre la
secuencia de control positivo empleada, sera un valor de referencia util para la evaluacién de la especificidad.

Como resultado del escrutinio, una mancha que proporciona una sefal especifica para M. intracellulare (el caso en
el que la intensidad de la fluorescencia de Alexa647 es fuerte) se selecciona como candidata.

Cabe seialar que, para los fines del escrutinio de una secuencia candidata para una deteccion especifica adicional
de M. intracellulare entre los clones seleccionados, por ejemplo, se puede llevar a cabo un escrutinio secundario.

Por ejemplo, (a) el ADN genémico obtenido a partir de varias cepas de M. intracellulare se marca con una sustancia
marcadora de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y se fragmenta.

(b) De manera similar, el ADN gendmico obtenido a partir de una especie que se va a diferenciar como referencia,
se marca con una sustancia marcadora que es diferente de la sustancia marcadora utilizada para la cepa de M.
intracellulare, y se fragmenta.

Para cada cepa de M. intracellulare, se prepara una mezcla respectiva de (a) y (b), es decir, se obtiene la mezcla del
producto de fragmentacién mencionado anteriormente del producto marcado de ADN genémico obtenido a partir de
las cepas de M. intracellulare y el producto de fragmentacion del producto marcado de ADN gendmico obtenido a
partir de la cepa de referencia.

Empleando una mezcla de cada fragmento marcado, se realiza una hibridacion competitiva para la micromatriz
sobre la que se montan las manchas candidatas seleccionadas mediante escrutinio primario. Y se selecciona la
mancha que reacciona de forma redundante con el fragmento marcado de ADN gendmico obtenido a partir de varias
cepas de M. intracellulare. El fragmento de ADN de esa mancha se determina como un clon candidato final.

Posteriormente, la determinacién de la secuencia de nucleétidos del clon candidato obtenido se lleva a cabo de
acuerdo con el procedimiento de rutina, utilizando equipos tales como un secuenciador utilizado usualmente en ese
campo, por ejemplo, un secuenciador capilar ABI PRISM310 (producido por Applied Biosystems Inc.).

El cebador para detectar M. intracellulare de la presente invenciéon incluye un cebador que comprende un
oligonucledtido que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID
NO: 47, o una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a
SEQ ID NO: 47, en donde el oligonucleétido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucleétidos del gen de M.
intracellulare (en lo sucesivo, denominado opcionalmente como el cebador de la presente invencion).

El cebador anterior tiene una longitud de 18 a 25 nucleétidos, ain mas preferiblemente de 18 a 22 nucledtidos, que
se considera para es un nimero de nucleétidos necesario para conservar la especificidad como cebador.

En cuanto a un método para disefiar el cebador, se puede emplear un programa informatico de uso comun para el
disefio de un cebador o, por ejemplo, una herramienta de disefio de cebadores en la red, Primer 3 (producido por
Whitehead Institute for Biomedical Research).

El ejemplo especifico mas preferible de cebador de la presente invencion incluye, por ejemplo, un oligonucleétido
que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 43, en donde
el oligonucledtido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucledtidos del gen de M. intracellulare, o un
oligonucledtido que consiste en la secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera
de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 43, en donde el oligonucleétido es capaz de hibridarse con la secuencia de
nucledtidos del gen de M. intracellulare.

Los cebadores que consisten en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 47 se
disefian basandose en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6.

En la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1, las ubicaciones de las secuencias de nucleétidos que
estan disefiados como cebador que tienen secuencias de nucleétidos mostradas en SEQ ID NO: 16 a SEQ ID NO:
23, son cada una del modo siguiente (Ejemplo de referencia):

SEQ ID NO: 16 (Mint 02_T7pa Fw1): 266" - 287"
SEQ ID NO: 17 (Mint 02_T7pa Rv1): 361% - 381°;
SEQ ID NO: 18 (Mint 02_T3pa Fw1): 173 - 190™;
SEQ ID NO: 19 (Mint 02_T3pa Rv1): 324™ - 341%",
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SEQ ID NO: 20 (Mint 02_con Fw1): 425" - 443";
SEQ ID NO: 21 (Mint 02_con Rv1): 570" - 589";
SEQ ID NO: 22 (Mint 02_con Fw2): 63" - 80";

SEQ ID NO: 23 (Mint 02_con Rv2): 245" - 262",

En la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6, la ubicacién de las secuencias de nucleétidos que estan
disefiados como cebador que tiene las secuencias de nucleétidos mostradas en SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 47,
son cada una del modo siguiente:

SEQ ID NO: 40 (Mint 10_Fwpa Fw1): 496" - 513™;
SEQ ID NO: 41 (Mint 10_Fwpa Rv1): 613" - 632";
SEQ ID NO: 42 (Mint 10_con Fw2): 750" - 769";
SEQ ID NO: 43 (Mint 10_con Rv2): 858" - 877";
SEQ ID NO: 44 (Mint 10_RVpa Fw1): 184" - 201"
SEQ ID NO: 45 (Mint 10_RVpa Rv1): 336" - 353™:;
SEQ ID NO: 46 (Mint 10_con Fw1): 141 - 159",
SEQ ID NO: 47 (Mint 10_con Rv1): 312" - 329"

Cabe sefialar que en la descripciéon anterior, los nombres de los cebadores mencionados en la presente invencién se
muestran entre paréntesis al lado de cada SEQ ID NO.

El método para obtener el cebador de la presente invencion es como se ha descrito anteriormente en el método para
obtener el nucledtido de la presente invencion.

Ademas, el cebador de la presente invencién se puede marcar con una sustancia marcadora.

En cuanto a la sustancia marcadora que se va a utilizar para marcar el cebador de la presente invencion, se puede
emplear cualquiera de las sustancias marcadoras conocidas, tales como radioisétopos, enzimas, sustancias
fluorescentes, sustancias luminiscentes, biotina, etc.

Por ejemplo, el radioisétopo incluye *?P, ¥*P y *S; la enzima incluye fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano

picante; la sustancia fluorescente incluye Alexa555, Alexa647 (producidas por Invitrogen Corporation), colorante de
cianina de tipo Cy3, Cy5 (producido por Amersham Biosciences Corp.) y fluoresceina; la sustancia luminiscente
incluye reactivos quimioluminiscentes incluyendo los ésteres de acridinio.

El método para marcar el cebador de la presente invencidon con un radiois6topo incluye un método para marcar
mediante la incorporaciéon de un nucleétido marcado con un radiois6topo en un cebador en el momento en que se
sintetiza el cebador, o un método para marcar con un radioisétopo después de sintetizar el cebador.
Especificamente, como método utilizado popularmente, se incluye el método del cebador aleatorio, el método de
traslacion de mella, el método de marcado 5'-terminal utilizando la cinasa de polinucleétido T4, el método de
marcado 3'-terminal usando la transferasa de desoxinucleétido terminal, el método de marcado de ARN.

El método para marcar el cebador de la presente invencion con una sustancia marcadora incluye un método para
marcar el oligonucleétido empleado habitualmente en este campo, y el método se puede seleccionar
apropiadamente, dependiendo de la propiedad de las respectivas sustancias marcadoras que se van a emplear.

Por ejemplo, el método para marcar el cebador de la presente invencién con una enzima incluye un método de
marcado directo, que es una técnica de rutina en este campo, en donde una molécula de enzima tal como fosfatasa
alcalina o peroxidasa de rabano picante, esta ligada directamente y de forma covalente con el cebador que se va a
marcar.

El método para marcar el cebador de la presente invencion con una sustancia fluorescente incluye, por ejemplo, un
método en el que el nucleétido marcado con fluorescencia se incorpora en el cebador mediante una técnica de
marcado de rutina en este campo. Ademas, mediante un método de sustitucion de un nucleétido en una secuencia
con un nucleétido que tiene un brazo enlazador como un miembro de la secuencia (véase, por ejemplo, Nucleic
Acids Res., 1986, vol. 14, p. 6115), el nucledtido también se puede marcar con una sustancia fluorescente. En este
caso, puede haber un método en el que una uridina que tiene un brazo enlazador en la posicion 5, se sintetiza
quimicamente a partir de desoxiuridina mediante el método de sintesis descrito en el documento JP-A-60-500717, y
empleandolo se introduce una sustancia fluorescente en la cadena de oligonucledtido descrita anteriormente.
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El método para marcar el cebador de la presente invencion con una sustancia luminiscente o con biotina incluye un
método de marcado con luminiscencia de rutina o un método de marcado con biotina de rutina, por lo general
llevado a cabo para marcar los nucleétidos en este campo.

Una sonda para la deteccion de M. intracellulare incluye una sonda que comprende un oligonucleétido que consiste
en 15 a 40 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6, o una parte o la totalidad de la
secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 6, en donde el
oligonucledtido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. intracellulare (en lo sucesivo,
denominado opcionalmente la sonda de la presente invencion).

La sonda de la presente invencion puede ser una que se disefia, de acuerdo con las condiciones de la PCR en
tiempo real, y mediante una seleccion de la longitud apropiada de la regiéon apropiada, teniendo en cuenta la
temperatura de disociacion (valor Tm) del oligonucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada de
SEQ ID NO: 6, o el oligonucledtido que comprende la secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos
mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 6. En este sentido, sin embargo, si se desea que la sonda tenga suficiente
especificidad, es deseable disefiarla teniendo en cuenta el nUmero de bases necesarias a fin de mantener la
especificidad como secuencia de una sonda.

Por ejemplo, la sonda que se va a utilizar para el sistema de amplificacion con PCR en tiempo real (por ejemplo, el
método TagMan®, el método de sonda fluorescible) incluye la que tiene una longitud de 15 nucledtidos a 40
nucleétidos, preferiblemente de 20 nucleétidos a 30 nucledtidos.

Un ejemplo especifico de la sonda de la presente invencion incluye, por ejemplo, un oligonucleétido que comprende
de 15 a 40 nucledétidos de la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 104 a SEQ ID NO:
107, o un oligonucleodtido que comprende de 15 a 40 nucledtidos de la secuencia complementaria a la secuencia de
nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 104 a SEQ ID NO: 107, en donde el oligonucleétido es capaz de
hibridarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. intracellulare.

Un ejemplo especifico preferible de la sonda de la presente invencion incluye, por ejemplo, un oligonucleétido que
comprende de 15 a 40 nucleédtidos de la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 105,
en donde el oligonucleodtido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleétidos del gen de M. intracellulare, o un
oligonucledtido que comprende de 15 a 40 nucledtidos de la secuencia complementaria a la secuencia de
nucleétidos mostrada SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 105, en donde el oligonucleétido es capaz de hibridarse con la
secuencia de nucledtidos del gen de M. intracellulare.

Cabe sefalar que la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 92 a SEQ ID NO: 129 o la secuencia de
nucledétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 92 a SEQ ID NO: 129 es la
secuencia de nucledtidos del oligonucleotido que se va a amplificar con la PCR, usando el cebador de la presente
invencion. Las combinaciones de cebador directo y cebador inverso, y el SEQ ID NO de la secuencia de nucledtidos
que se va a amplificar mediante la PCR usando una combinaciéon de cebadores de este tipo, se muestran
colectivamente en la Tabla 1. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 92 es una
secuencia que se amplifica con la PCR usando un oligonucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos mostrada
en SEQ ID NO: 16 como cebador directo y un oligonucleétido que tiene una secuencia de nucle6tidos mostrada en
SEQ ID NO: 17 como cebador inverso.

[Tabla 1]
N° Cebador directo Cebador inverso Secuencia a amplificar
1* SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 92
2 40 41 104
3 42 43 105
4 44 45 106
4 46 47 107

*Ejemplo de Referencia

El método para la obtencién de la sonda de la presente invencion es como se ha descrito anteriormente en el
método para obtener el nucleétido de la presente invencion.

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

En cuanto a la sustancia marcadora que se va a utilizar para marcar la sonda de la presente invencion, se puede
emplear cualquiera de las sustancias marcadoras conocidas, tales como radioisétopos y enzimas, sustancias
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fluorescentes, sustancias luminiscentes y biotina.

El ejemplo especifico de la sustancia marcadora y el método de marcado que se va a utilizar para marcar la sonda
de la presente invencién, son como se describen en el método para el marcado del cebador de la presente
invencion.

Ademas, la sonda marcada que se va a utilizar en el método para detectar con PCR en tiempo real como se
describe mas adelante, incluye aquella en la que la sonda de la presente invencion se ha marcado con una
sustancia marcadora que generalmente se usa en el método de PCR en tiempo real. Por ejemplo, se incluye la
sonda marcada de la presente invenciéon en la que el extremo 5'-terminal estd marcado con una sustancia
fluorescente informadora [carboxifluoresceina (FAM), hexaclorofluoresceina (HEX), tetraclorofluoresceina (TET),
etc.] y el extremo 3'-terminal se marca con un colorante extintor [por ejemplo, una sustancia fluorescente tal como
carboxitetrametiirodamina (TAMRA), una sustancia no fluorescente tal como colorante extintor “Black Hole
Quencher” (BHQ) y acido 4-((4-(dimetilamino)fenil)azo)benzoico (DABCYL).

En el método para la deteccién mediante PCR en tiempo real TaqMan® que se describira de aqui en adelante, la
sonda marcada descrita anteriormente también se puede utilizar.

El espécimen (muestra) que se utilizara para la deteccion de M. intracellulare implicado en la presente invencion,
incluye varios tipos de especimenes clinicos, tales como esputo, sangre, mucosa faringea, jugo gastrico, fluido de
lavado bronquial, espécimen transbronquial, liquido de puncién, tal como derrame pleural, orina, pus, etc. Ademas,
la muestra puede ser una célula microbiana aislada y cultivada a partir de un espécimen; un acido nucleico aislado y
purificado a partir de tal célula microbiana; o un acido nucleico amplificado por el sistema de deteccién por
amplificacién del acido nucleico.

La extraccion y la purificacion del ADN a partir de las muestras descritas anteriormente, se pueden llevar a cabo de
acuerdo con los procedimientos de rutina que habitualmente se utilizan para la extraccion de ADN de bacterias
acido-alcohol resistentes (bacteria de la tuberculosis) a partir de un espécimen.

En primer lugar, es necesario romper la pared celular de una célula microbiana en la muestra. El método para este
fin incluye, por ejemplo, en el caso en el que la célula microbiana se utilice como muestra, un método para la ruptura
de la estructura de la membrana de la bacteria de la tuberculosis mediante el tratamiento de la célula microbiana,
por ejemplo, con un agente tensioactivo tal como SDS, un agente desnaturalizante de proteinas, tal como tiocianato
de guanidina (GTC), y un método para la ruptura fisica de la célula microbiana usando perlas de vidrio, etc.

En el caso en el que se utiliza como muestra el esputo expectorado, como un pretratamiento, es deseable llevar a
cabo una homogeneizaciéon del material del espécimen mediante el método NALC (N-acetil-L-cisteina)-NaOH (Kent
PT, Kubica GP, 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) de acuerdo con
la recomendacion del Centro para Control y Prevencion de Enfermedades (CDC).

Después de la ruptura de la pared celular de la célula microbiana, la extraccion y purificacion del ADN se puede
llevar a cabo por un método general para la preparacion de ADN en este campo [extraccion con fenol-cloroformo,
método de precipitacion con etanol, método de precipitacion usando isopropanoal, etc. (R. Boom, C. J. A. SOL, M. M.
M. SALIMANS, C. L. JANSEN, P. M. E. WERTHEIM-van DILLEN, J. VAN DER NOORDAA, Rapid and simple
method for purification of nucleic acids, J. Clin. Microbiol., 1990, Mar; 28(3), pp. 495-503)].

Para la extraccion y la purificacion del ADN, puesto que estan disponibles comercialmente diversos tipos de kits para
este fin, tales kits se pueden utilizar, o la extraccién se puede llevar a cabo de acuerdo con los procedimientos
rutinarios en este campo (por ejemplo, método de extraccion con fenol-cloroformo, método de precipitacion usando
etanol, propanol, etc.). Por ejemplo, la extraccion y la purificacion del ADN se pueden llevar a cabo utilizando un kit
de extraccion y purificacion de ADN de tipo resina de intercambio idnico y Genomic-tip producido por Quiagen
GmbH.

Tomando un caso como ejemplo en el que se utilizan como muestra las células microbianas aisladas y cultivadas del
espécimen, el procedimiento se muestra del modo siguiente.

Por ejemplo, las colonias que crecen en medio de Ogawa se recogen y se suspenden en agua destilada estéril, y las
células microbianas se aislan mediante centrifugacion, a continuacion, las células recogidas se resuspenden en
agua destilada. Posteriormente, después de que la suspension de las células microbianas se tratan en un autoclave,
se lleva a cabo el tratamiento de pulverizacion de las células (fractura fisica usando perlas de vidrio); y la suspension
de células rotas se centrifuga adicionalmente para recuperar el fluido sobrenadante. El ADN puede ser extraido y
purificado a partir del fluido sobrenadante obtenido.

El método para la deteccion de M. intracellulare de la presente invencion incluye, un método para detectar
Mycobacterium intracellulare, que comprende el cebador de la presente invencion.

El método incluye, por ejemplo,
13
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(A) un método para la deteccion mediante la realizacion de una reaccion de amplificacion del acido nucleico
usando el cebador de la presente invencién, a continuacion, deteccion del producto de extension obtenido con
el cebador;

(B) un método para la deteccion mediante el uso de la sonda de la presente invencién marcada con una
sustancia marcadora.

A continuacién se explicara cada método.

(A) El método para la deteccion mediante la realizacién de una reaccion de amplificacion del acido nucleico usando
el cebador de la presente invencion, a continuacioén, deteccion del producto de extension obtenido con el cebador.

En el método (A), el método para llevar a cabo la reaccidon de amplificacion del acido nucleico utilizando el
oligonucledtido de la presente invencion como cebador y el acido nucleico en la muestra como molde incluye, por
ejemplo, un método en el que usando el cebador de la presente invencién y usando el acido nucleico en la muestra
como molde, la amplificacion del acido nucleico con la ADN polimerasa y un método similar [por ejemplo, el método
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); el método LAMP (amplificacion isotérmica mediada por bucle)
(Tsugunori Notomi et al., Nucleic Acid Res., 28, €63, 2000), el método ICANTM (amplificacion isotérmica y quimérica
iniciada con cebador de acidos nucleicos) (Rinsho Byori (Clinical Pathology), 51(11), 1061-1067, 2003, Nov), el
método LCR (reaccion en cadena de la ligasa) (documento JP-A-4-211399), el método SDA (amplificacion por
desplazamiento de cadena) (documento JP-A-8-19394)] se lleva a cabo para permitir la extension del cebador.
Mediante este método, la secuencia de una regién especifica de la secuencia de nucledtidos del gen de M.
intracellulare se puede amplificar, y por lo tanto M. intracellulare se puede detectar midiendo el producto de
extension del cebador resultante.

Entre los métodos descritos anteriormente para la reaccion de amplificacién del acido nucleico, el método de la PCR
se cita como el método mas comun; y un ejemplo del método de la PCR incluye, por ejemplo, el método de
deteccion con amplificacion en tiempo real (véase, por ejemplo, la descripcion en los documentos USP-5210015 y
USP-5538848). Ademas, un ejemplo del método de deteccion mediante el método de deteccidon con amplificacion en
tiempo real incluye, por ejemplo, el método de deteccion con PCR en tiempo real.

Un ejemplo del método de deteccion con PCR en tiempo real incluye el método TaqMan® de PCR en tiempo real
(véase, por ejemplo, la descripcion en el documento USP 5538848), el método de sistema de sonda eclipse MGB
(véase, por ejemplo, la descripcion en el documento USP-5.801.155), el método de tecnologia de sonda fluorescible
(véase, por ejemplo, la descripcion en el documento USP-5925517), el método del cebador fluorogénico LUX
(Invitrogen Corp.), el método de PCR con sonda de extincién (QP) (véase, por ejemplo, la descripcion en el
documento USP-6.492.121), etc.

Ejemplos especificos del cebador de la presente invencion que se pueden utilizar en la reaccion de amplificacion del
acido nucleico, tal como PCR, son como se han descrito anteriormente.

Ademas, una combinacion preferible de cebador directo y cebador inverso que se va a utilizar en la reacciéon de
amplificacion del acido nucleico incluye, por ejemplo, las combinaciones mostradas en la Tabla 1 descrita
anteriormente.

Por ejemplo, en la Tabla 1, la combinacién del N° 1 indica "una combinacion en la que el cebador directo es un
oligonucleodtido que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 40 y el cebador inverso es un
oligonucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 41", o "una combinacion en la
que el cebador directo es un oligonucledtido que comprende la secuencia complementaria a la secuencia de
nucleotidos mostrada en SEQ ID NO: 40 y el cebador inverso es un oligonucledtido que comprende la secuencia
complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 41".

Entre todas ellas, las combinaciones preferibles de cebador directo y cebador inverso incluyen, por ejemplo, las
combinaciones descritas en el siguiente Tabla 2:

[Tabla 2]
N° Cebador directo Cebador inverso
1* SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 17
2 40 41
3 42 43

*Ejemplo de Referencia

Otros reactivos tales como desoxirribonucledsido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y ADN polimerasa que se
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pueden utilizar en la reaccion de amplificaciéon del acido nucleico, tal como la PCR en tiempo real, usando los
cebadores descritos anteriormente, pueden ser los reactivos utilizados cominmente en este campo; y las
condiciones y los procedimientos, etc., excepto para el uso del cebador y la sonda de la presente invencion, se
pueden llevar a cabo de acuerdo con el protocolo general de la PCR.

El método para la deteccidon del producto de extension obtenido con el cebador mediante la reaccion de
amplificacion del acido nucleico no esta particularmente limitado, y pueden ser procedimientos de rutina utilizados
comunmente en este campo.

Por ejemplo, se incluyen varios métodos de deteccion tales como: el método de intercalador; el método TaqMan® de
PCR en tiempo real (véase, por ejemplo, la descripcion en el documento USP 5538848); el método del sistema de
sonda eclipse MGB (véase, por ejemplo, la descripcion en el documento USP-5.801.155); el método de tecnologia
de sonda fluorescible (véase, por ejemplo, la descripcion en el documento USP-5925517); el método del cebador
fluorogénico LUX (Invitrogen Corp.); el método de PCR con sonda de extincion (QP) (véase, por ejemplo, la
descripcion en el documento USP-6.492.121); un método en el que, después de llevar a cabo la reaccion de
amplificacién del acido nucleico, los productos obtenidos por la extensién con el cebador se someten a
electroforesis, y la deteccion se realiza basandose en los resultados de la electroforesis; un método en el que la
deteccion se realiza mediante la medicion de una sefal obtenida a partir del producto de extensién obtenido con el
cebador mediante la reaccion de amplificacion del acido nucleico usando un cebador marcado.

Entre todos ellos, el método utilizado mas cominmente incluye, por ejemplo, los métodos siguientes:
(A-1) método de intercalador;
(A-2) método TagMan® de PCR en tiempo real;

(A-3) un método en el que, después de llevar a cabo la reaccién de amplificacion del acido nucleico, los productos
obtenidos por la extension con el cebador se someten a electroforesis, y la deteccién se realiza basandose en los
resultados de la electroforesis; y

(A-4) un método en el que la reaccion de amplificacion del acido nucleico se lleva a cabo utilizando un cebador
marcado y se mide una sefial obtenida a partir del producto de extension obtenido con el cebador.

A continuacioén se explicara cada uno de estos métodos.
Método de intercalador (A-1)

El método de intercalador convencional, en el que la PCR en tiempo real se lleva a cabo mediante el uso de un
intercalador conocido, se puede utilizar.

Por ejemplo, se incluye un método en el que, usando el cebador de la presente invencion y un intercalador, la PCR
en tiempo real se lleva a cabo mediante el uso de un método de intercalador convencional.

A saber, el intercalador es un reactivo capaz de generar fluorescencia al unirse especificamente a ADN de cadena
doble, y genera fluorescencia cuando se expone a luz de excitacion. Puesto que la cantidad de ADN se incrementa
como resultado de una amplificacion repetida por la PCR, el intercalador se incorpora en el ADN, y una cantidad del
intercalador incorporado en el ADN se incrementa en relacion con la cantidad del producto generado en la
amplificaciéon, una cantidad de producto de extension con el cebador se puede determinar mediante la deteccion de
la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir del intercalador.

En este sentido, sin embargo, puesto que el intercalador se une a todo el ADN de cadena doble, el andlisis de la
curva de fusion se puede llevar a cabo basandose en los resultados de la medicién de la intensidad de la
fluorescencia, si es necesario. Es decir, después de llevar a cabo la PCR, se mide la intensidad de la fluorescencia
obtenida a partir del intercalador, mientras que la temperatura de la solucion de la reaccién de la PCR se eleva
gradualmente. Al principio, el producto de la amplificacion con PCR genera fluorescencia porque se forma una
cadena doble. Sin embargo, cuando la temperatura de la solucion de reaccién de la PCR alcanza una cierta
temperatura, los productos de la amplificacion se disocian en una hebra sencilla, y la intensidad de la fluorescencia
obtenida a partir del intercalador disminuye rapidamente. La temperatura en este punto es la temperatura de fusion
(valor Tm), y es un valor especifico para una secuencia del producto de extension con el cebador. Si el pico del
analisis de la curva de fusién se corresponde con el producto especifico deseado o un producto no especifico, se
puede determinar a partir de este valor Tm.

Este método de intercalador no requiere ningun procedimiento electroforético después de la PCR en tiempo real, y
por lo tanto, el método de intercalador es un método eficaz en el caso en que se requiera una determinacion rapida
en el campo de los ensayos clinicos, etc.

El intercalador que se puede utilizar en la presente invencion incluye, cualquier tipo de intercalador utilizado
usualmente en este campo, e incluye, por ejemplo, SYBR® Green | (nombre del producto de Molecular Probes Inc.),
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bromuro de etidio, fltor.

Un ejemplo del "método para la deteccion de M. intracellulare a través del uso del método de intercalador" implicado
en la presente invencioén se explica a continuacion:

Usando el cebador de la presente invencion y el intercalador (por ejemplo, SYBR® Green I), y usando una muestra
de ADN purificado que se ha purificado a partir de una muestra como molde, la PCR en tiempo real se lleva a cabo
utilizando una polimerasa tal como ADN polimerasa Taq. Y, por el método de aumentar la temperatura descrito
anteriormente, se mide la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir del intercalador (SYBR® Green 1)
intercalado en los productos de extensién con el cebador.

Posteriormente, la curva de fusién se prepara trazando un grafico de la temperatura de fusion del producto de
extension del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivacion (variacion) de la
intensidad de la fluorescencia como eje vertical. El analisis de la curva de fusion del producto de extension del
cebador se lleva a cabo usando la curva de fusion obtenida, y se examina de este modo la deteccion del pico.
Cuando se obtiene un pico unico, se puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare (es decir,
existe una bacteria de M. intracellulare o el gen de la misma; y de aqui en adelante, lo mismo que anteriormente).

Ademas, para llevar a cabo una determinacién de M. intracellulare mas precisa, es preferible llevar a cabo el método
siguiente.

A saber, la medicidn descrita anteriormente se lleva a cabo utilizando una muestra; la curva de fusion se genera; y la
deteccion del pico se lleva a cabo. Por separado, la misma mediciéon que se ha descrito anteriormente se lleva a
cabo utilizando una cepa de referencia de M. intracellulare; el analisis de la curva de fusién se lleva a cabo; y la
deteccion del pico se lleva a cabo. Y, cuando el resultado obtenido mediante el uso de una muestra es un Unico pico
y la posicion del pico es la misma o muy cercana a la posicion del pico obtenido utilizando la cepa de referencia de
M. intracellulare, se determina que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Cabe sefialar que, si la medicion se lleva a cabo utilizando la cepa de referencia de M. intracellulare y la posicion del
pico se determina de antemano, no es necesario llevar a cabo la confirmacion de la posicion del pico para la cepa de
referencia en cada medicion de una muestra.

Ademas, basandose en el valor de la medicién obtenida por el método mediante el uso del método del intercalador,
una curva estandar también se puede generar de acuerdo con el procedimiento de rutina realizado en la PCR en
tiempo real, y por lo tanto, utilizando la curva estandar, se puede obtener la cantidad (nimero de copias) del ADN
gendémico de M. intracellulare en una muestra.

El método para generar la curva estandar y el método del ensayo de M. intracellulare se describiran mas adelante.

Como un ejemplo de referencia del método para la deteccion de M. intracellulare a través del método de deteccion
con PCR en tiempo real utilizando el intercalador implicado en la presente invencién, tomando un caso como
ejemplo en el que M. intracellulare se detecta usando el cebador anteriormente descrito "Mint 02_T7pa Fw1" y el
cebador "Mint 02_T7pa Rv1", el método se explicara de la siguiente manera.

En primer lugar, la muestra de ADN purificada se obtiene a partir de la muestra por el método conocido.

Por otra parte, por ejemplo, usando un sintetizador de ADN, un oligonucleétido (Mint 02_T7pa Fw1) que consiste en
la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 16 y un oligonucleoétido (Mint T7pa 02_Rv1) que consiste en la
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 17, se sintetizan por el método de la fosforamidita.

Usando el Mint 02_T7pa Fw1 sintetizado anteriormente como cebador directo y el Mint T7pa 02_Rv1 como cebador
inverso, la PCR en tiempo real se lleva a cabo, por ejemplo, del modo siguiente.

A saber, se prepara una solucion tampén de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contiene de 50 nM a 2.000 nM para cada
cebador Mint 02_T7pa Fw1 y Mint T7pa 02_Rv1, una dilucién de aproximadamente de 5000 veces a 100.000 veces
de la solucidn original de intercalador [por ejemplo, SYBR® Green | (nombre del producto de Molecular Probe Inc.)],
de 1,0 mM a 4,0 mM de MgCl,, KCI, BSA, colato de sodio, de 0,005% a 0,2% de Triton X-100, 0,2 mM de cada
dATP, dCTP, dGTP y dTTP, y de 10 U/ml a 80 U/ml de polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Taq, y se utiliza
como una solucién de reaccioén para la PCR. A esta solucién de reaccion para la PCR, se afiade la muestra de ADN
purificada y se utiliza como una muestra para la PCR. Utilizando esta muestra para la PCR, la PCR en tiempo real
se lleva a cabo mediante un equipo de deteccion de PCR en tiempo real,, etc. La reaccién se repite durante 30 ciclos
a 50 ciclos, y la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir del intercalador (por ejemplo, SYBR® Green 1)
intercalado en relacion con la cantidad de amplificacién de los productos de extension con el cebador, se mide en
cada ciclo.

Después de lo cual, la curva de fusién se genera trazando un grafico con la temperatura de fusién del producto de
extension del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivacion (variacion) de la
intensidad de la fluorescencia como eje vertical. Utilizando esta curva de fusion, se lleva a cabo el andlisis de la
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curva de fusion del producto de extension del cebador para detectar el pico. Cuando se obtiene un Unico pico, se
determina que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Mas preferiblemente, cuando la posicion del pico obtenido por la medicién y el posterior analisis de la curva de
fusion para una muestra, aparece en la misma posicion o muy cerca del pico obtenido con la misma medicién y el
analisis del punto de fusion subsiguiente, como se ha descrito anteriormente para la cepa de referencia de M.
intracellulare, se determina que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Ademas, a modo de referencia, el ADN obtenido a partir del género Mycobacterium que es distinto de M.
intracellulare, se extrae y se purifica. La PCR en tiempo real se lleva a cabo de acuerdo con el mismo método que se
ha descrito anteriormente excepto por el uso de este ADN como molde; y la intensidad de la fluorescencia del
SYBR® Green | se mide de la misma manera; y después se puede realizar el andlisis de la curva de fusion. En este
caso, ya que no hay polinucleétidos que tienen una secuencia de nucleétidos obtenida a partir de M. intracellulare en
la muestra, no debe aparecer ningun pico en el analisis de la curva de fusion. Para realizar una determinacién mas
segura de la presencia de M. intracellulare, el experimento de control descrito anteriormente se puede llevar a cabo
en paralelo.

Ademas, mediante la generacion de una curva estandar, se puede obtener la cantidad de ADN genémico (nimero
de copias) de M. intracellulare en la muestra. Ademas, como la cantidad es proporcional a la cantidad de M.
intracellulare, la cantidad de M. intracellulare en la muestra también se puede determinar.

(A-2) Método TagMan® de PCR en tiempo real (método de sonda TagMan®)

El método TaqMan® de PCR en tiempo real es un método de PCR en tiempo real usando una sonda en la que el
extremo 5'-terminal de la misma esta marcado con un colorante fluorescente (informador), tal como, por ejemplo,
FAM, y el extremo 3'-terminal de la misma esta marcado con un colorante extintor tal como, por ejemplo, TAMRA, y
es un método capaz de detectar una pequefia cantidad de ADN diana con alta sensibilidad y de forma cuantitativa
(véase, por ejemplo, la descripcion en el documento USP-5.538.848).

A saber, es un método en el que usando el cebador de la presente invenciéon y una sonda marcada de la presente
invencion que esta marcada con un colorante informador fluorescente en el extremo 5'-terminal y con un colorante
extintor en el extremo 3'-terminal, la PCR se lleva a cabo con el acido nucleico en una muestra como molde, y
después se detecta la sefial de la sustancia marcada liberada desde dicha sonda marcada.

El principio del método TaqMan® de PCR en tiempo real es el siguiente:

En este método, se emplea una sonda de oligonucledtido, que estda marcada con un colorante fluorescente
(informador) en el extremo 5'-terminal de la misma y con un colorante extintor en el extremo 3'-terminal de la misma,
y es capaz de hibridarse con una regiéon especifica en el gen diana. En la sonda mencionada anteriormente, la
fluorescencia del informador es suprimida por el colorante extintor en condiciones normales. En el estado en el que
esta sonda marcada fluorescente se hibrida completamente con el gen diana, la PCR se realiza desde el exterior de
la misma usando una ADN polimerasa. A medida que la reaccién de extension progresa con la polimerasa de ADN,
la sonda fluorescente se hidroliza lejos del extremo 5'-terminal mediante la actividad exonucleasa de la ADN
polimerasa, y el colorante informador liberado genera la fluorescencia. El método de PCR en tiempo real es un
método de vigilancia de la intensidad de esa fluorescencia en tiempo real, y por lo tanto, la cantidad inicial del ADN
molde se puede cuantificar con exactitud.

Para el cebador directo y el cebador inverso que se van a utilizar para el método de deteccion TaqMan® de PCR en
tiempo real implicado en la presente invencion, se utiliza el cebador de la presente invencion. El cebador preferible
incluye el cebador que se va a utilizar en la reaccion de amplificacion del acido nucleico, tal como el método de PCR
descrito anteriormente, y la combinacion preferible del mismo es también como se ha descrito anteriormente.

La sonda que se va a utilizar para marcar con un colorante fluorescente (informador) en el extremo 5-terminal de la
misma y un colorante extintor en el extremo 3'-terminal de la misma, y que se utiliza para el método de deteccion
TaqMan® de PCR en tiempo real implicado en la presente invencién, puede ser la sonda de la presente invencién
descrita anteriormente. En un sentido practico, se puede emplear una sonda que comprende una secuencia de
nucledtidos del producto de extensién del cebador que se prevé que se va a obtener cuando la PCR en tiempo real
se lleva a cabo mediante el uso combinado de un cebador directo y un cebador inverso seleccionados, o una sonda
que comprende una secuencia de nucleétidos disefiada adicionalmente a partir de tal secuencia.

Como un ejemplo de referencia, la sonda que se utiliza cuando se lleva a cabo la PCR en tiempo real mediante el
uso combinado de Mint 02_T7pa Fw1 y Mint T7pa 02_Rv1, incluye un oligonucleétido que comprende una parte o la
totalidad de la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 92 y que se prevé que se va a amplificar en la
PCR en tiempo real.

La sustancia fluorescente informadora para marcar el extremo 5'-terminal de la sonda marcada incluye
carboxifluoresceina (FAM), hexaclorofluoresceina (HEX), tetraclorofluoresceina (TET), Cy5, VIC, etc.; y entre ellos
FAM es el que se utiliza cominmente.
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El colorante extintor para marcar el extremo 3'-terminal incluye una sustancia fluorescente tal como carboxitetrametil-
rodamina (TAMRA), una sustancia no fluorescente tal como colorante extintor “Black Hole Quencher” (por ejemplo,
BHQ2), acido 4-((4-(dimetilamino)fenil)azo)benzoico (DABCYL), etc.; y entre ellos TAMRA se utiliza comunmente.

Otros reactivos que se van a utilizar para el sistema de deteccion TaqMan® de PCR en tiempo real, tales como
desoxirribonucletsido 3-fosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ADN polimerasa, etc., pueden ser los mismos reactivos
que se emplean generalmente en la PCR en tiempo real convencional, y el procedimiento de la PCR en tiempo real
se puede llevar a cabo de acuerdo con el protocolo habitual de la PCR en tiempo real, excepto para el uso del
cebador y la sonda de la presente invencion.

A modo de ejemplo del método para la deteccidon de M. intracellulare por el sistema deteccion TaqMan® de PCRen
tiempo real implicado en la presente invencion, tomando un caso en el que M. intracellulare se detecta usando el
"cebador Mint 02_T7pa Fw1" y el "cebador Mint T7pa 02_Rv1" descritos anteriormente como ejemplo, el método se
explicara de la siguiente manera.

En primer lugar, una muestra de ADN purificada se obtiene a partir de la muestra por un método conocido.

Por otra parte, por ejemplo, usando un sintetizador de ADN, un oligonucleétido (Mint 02_T7pa Fw1) que consiste en
una secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 16 y un oligonucleétido (Mint 02_T7pa Rv1) que consiste en
una secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 17, se sintetizan por el método de la fosforamidita.

Ademas, a partir de la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 92 que se anticipa que va a ser
amplificada con la PCR utilizando la pareja de cebadores Mint 02_T7pa Fw1 y Mint 02_T7pa Rv1 como cebador, se
disefia una secuencia para uso como sonda, y se sintetiza un oligonucleétido que tiene esa secuencia de
nucledtidos. El extremo 5-terminal de ese oligonucledtido se acopla con un colorante informador de FAM vy el
extremo 3'-terminal con un extintor informador de TAMRA, mediante un procedimiento de rutina, y de este modo se
obtiene una sonda marcada con fluorescencia.

Usando el Mint 02_T7pa Fw1 sintetizado anteriormente como cebador directo y el Mint 02_T7pa Rv1 como cebador
inverso, la PCR en tiempo real se lleva a cabo, por ejemplo, del modo siguiente:

A saber, se prepara una solucion tampén Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contiene de 0,1 yM a 2 yM de cada cebador,
preferiblemente 1 pM de cada uno de Mint 02_T7pa Fw1 y Mint 02_T7pa Rv1, de 100 nM a 1000 nM de sonda
marcada con fluorescencia, de 1,0 mM a 4,0 mM de MgCl,, KCI, BSA, colato de sodio, 0,005% a 0,2% de Triton X-
100, aproximadamente 0,2 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP, y de 10 unidades/ml a 80 unidades/ml de
polimerasa, tal como la ADN polimerasa Taq, y se utiliza como una solucién de reaccion para la PCR. A esta
solucion de reaccion para la PCR, se afiade la muestra de ADN purificada para obtener una muestra para la PCR.

Con el uso de esta muestra para la PCR, la PCR en tiempo real se lleva a cabo utilizando un equipamiento de
deteccion apropiado para la PCR en tiempo real,, etc. La reaccion se repite en 30 a 50 ciclos, y en cada ciclo, se
mide la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir del colorante informador.

En cuanto al método para la deteccidon de M. intracellulare en este caso, cuando se observa la fluorescencia
obtenida a partir del colorante informador, se determina que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Ademas, en el método de PCR en tiempo real, dado que se puede generar una curva estandar, se puede obtener la
cantidad de ADN gendmico (niumero de copias) de M. intracellulare en la muestra. Ademas, dado que la cantidad es
proporcional a la cantidad de células de M. intracellulare, la cantidad de M. intracellulare en la muestra (espécimen)
también se puede determinar.

El método para generar la curva estandar se puede realizar de acuerdo con el procedimiento de rutina llevado a
cabo comunmente en el método de la PCR en tiempo real. Por ejemplo, usando una muestra de ADN gendmico con
un numero de copias conocido, obtenida a partir de M. intracellulare como patréon, se prepara una serie de diluciones
de la concentracion (numero de copias) de la muestra de ADN para la PCR. Después de lo cual, usando cada una
de las diluciones de la serie de la muestra de ADN para la PCR, la PCR en tiempo real se lleva a cabo de acuerdo
con el método descrito anteriormente, y se mide la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir del colorante
informador. Para cada concentraciéon de la serie de diluciones de la muestra de ADN para la PCR, el valor medido
de la intensidad de la fluorescencia (Rn, eje y) se traza en un grafico para cada nimero de ciclo de la PCR (gje x)
para generar una curva de amplificacion. Posteriormente, se selecciona una parte de Rn en donde la intensidad de
la fluorescencia se amplifica exponencialmente, y se dibuja una linea umbral (Th). El punto de cruce de la Th con
una curva de amplificacién de cada muestra de ADN para la PCR se define como el valor del ciclo umbral (Ct).
Después de esto, el valor de Ct (eje y) se traza en un grafico para el valor logaritmico del nimero de copias de cada
muestra de ADN para la PCR (gje x), y una curva aproximada obtenida para cada Ct se puede utilizar como curva
estandar.

Cuando la PCR en tiempo real se lleva a cabo por el método de intercalador descrito anteriormente, la curva
estandar también se puede generar por la misma via, basandose en el valor de la mediciéon obtenida. Por ejemplo,
una curva de amplificacién se genera trazando un grafico del valor de la medicion de la intensidad de la
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fluorescencia obtenida a partir del intercalador (Rn, eje y) para cada nimero de ciclo de la PCR (eje x). Después de
lo cual, el valor de Ct se obtiene de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y el valor de Ct (eje y) se
representa por el valor logaritmico del nimero de copias de cada muestra de ADN utilizada para la PCR (eje x), y
una curva aproximada obtenida para cada Ct se puede utilizar como curva estandar.

Para la determinacion cuantitativa de la cantidad de ADN gendmico (nimero de copias) de M. intracellulare en una
muestra, en primer lugar, el ADN se aisla y se purifica a partir de la muestra; la PCR en tiempo real para la muestra
de ADN obtenida se lleva a cabo; y se genera una curva de amplificacion de la misma manera. Se obtiene el valor
de Ct en el punto en donde la curva de amplificacion obtenida cruza la Th obtenida cuando se genera la curva
estandar. Mediante el ajuste del valor de Ct con la curva estandar, se puede obtener la cantidad (nimero de copias)
de ADN genoémico de M. intracellulare en la muestra.

(A-3) El método en el que, después de llevar a cabo la reaccion de amplificacion del acido nucleico, los productos de
extension obtenidos con el cebador se someten a electroforesis, y la deteccion se realiza basandose en los
resultados de la electroforesis

Este método incluye, por ejemplo, "el método para detectar M. intracellulare que comprende las siguientes etapas
de:

(i) llevar a cabo una reaccion de amplificacion del acido nucleico usando como cebador un oligonucleétido que
consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 47, o
consultando la secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID
NO: 40 a SEQ ID NO: 47, en donde el oligonucledtido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleétidos
de Mycobacterium intracellulare, y emplear un acido nucleico en una muestra como molde;

(i) llevar a cabo una electroforesis del producto de extension obtenido con el cebador en el apartado (i); y
detectar Mycobacterium intracellulare basandose en el resultado obtenido de la electroforesis".

Un ejemplo especifico de la reaccion de amplificacion del acido nucleico es como se ha descrito anteriormente.

El método para la determinacién de la presencia de M. intracellulare basandose en los resultados de la electroforesis
incluye, por ejemplo,

(A-3-1) un método en el que la determinacion se realiza mediante una confirmacién de una fraccion del producto de
extension del cebador que tiene un tamafio deseado (nimero de pares de bases);

(A-3-2) un método en el que la determinacion se realiza mediante hibridacién utilizando una sonda marcada.

Las condiciones, los procedimientos operativos y similares de la electroforesis pueden estar de conformidad con los
del método convencional llevado a cabo por lo general en este campo.

Los métodos (A-3-1) y (A-3-2) se describen a continuacion.

(A-3-1) El método en el que la determinacion se realiza mediante una confirmacién de una fraccién del producto de
extension del cebador que tiene un tamario deseado (nimero de pares de bases)

Por ejemplo, en primer lugar, una combinacién apropiada del cebador directo y el cebador inverso se selecciona a
partir del cebador de la presente invencion, y mediante el uso de la combinacion, se lleva a cabo la reaccion de
amplificacién del acido nucleico tal como una PCR.

Posteriormente, el producto de extension obtenido con el cebador se somete a electroforesis. A partir de la
combinacién del cebador directo y el cebador inverso usados para la reaccion de amplificacion del acido nucleico, se
estima de antemano un tamafo (nimero de pares de bases) del producto de extension del cebador que se anticipa
que se va a amplificar con la PCR, y la confirmacion de si la fraccion electroforética obtenida es relevante para el
tamafio estimado del producto de amplificacion, se puede realizar por procedimientos de rutina. Por ejemplo, se
incluye el método en el que dicha fraccion se tifie de una manera tal que se visualiza el tipo de acido nucleico
mediante una tincién con bromuro de etidio, etc., el producto de extension del cebador se confirma basandose en su
tamafio caracteristico (nUmero de pares de bases). Y cuando el producto de extension del cebador que tiene un
numero de pares de bases deseado se confirma, se puede determinar que la muestra es positiva para M.
intracellulare.

Un ejemplo especifico del método para la determinacién a través del método de (A-3-1) incluye, por ejemplo, un
método en el que, después de llevar a cabo la PCR usando una combinacién del cebador directo y el cebador
inverso que aparece en la Tabla 1 descrita anteriormente, el producto de extensién del cebador se somete a
electroforesis, y cuando se confirma un oligonucleotido que tiene una secuencia de nucleétidos que se anticipa que
se va a amplificar con la combinacion de los cebadores empleados, o una fracciébn que tiene un tamario
correspondiente a la cantidad de pares de bases que se prevé, se puede determinar que la muestra es positiva para
M. intracellulare.
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Ejemplos de referencia especificos del método de (A-3-1) se muestran colectivamente en la Tabla 3 a continuacion.

A saber, por ejemplo, el método del nimero 1 en la Tabla 3 a continuacidon es "un método en el que, después de
llevar a cabo la PCR utilizando un oligonucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
NO: 16 como cebador directo y un oligonucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ 1D
NO: 17 como cebador inverso, el producto de extension obtenido con los cebadores se somete a electroforesis, y €l
que se confirma que tiene una fraccion de 116 pares de bases o una fraccidon de oligonucleétido que tiene una
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 92, se determina que es positivo" o "un método en el que,
después de llevar a cabo la PCR utilizando un oligonucleétido que comprende la secuencia complementaria a la
secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO:16 como cebador directo y un oligonucleétido que comprende la
secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 17 como cebador inverso, el
producto de extensién obtenido con los cebadores se somete a electroforesis, y el que se confirma que tiene una
fraccion de 116 pares de bases o una fraccion de oligonucleétido que comprende una secuencia complementaria a
la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 92, se determina que es positivo".

[Tabla 3]
N° Cebador directo Cebador inverso Diana de deteccion
Numero de pares de bases SEQ ID NO:
1* SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 17 116 SEQ ID NO: 92
2 40 41 137 104
3 42 43 128 105
4 44 45 170 106
5 46 47 189 107

*Ejemplo de Referencia

Entre los métodos descritos en la Tabla 3 anterior, el método mas preferible incluye el método del nimero 2y 3 en la
Tabla 3.

(A-3-2) El método en el que la determinacion se realiza mediante hibridacién utilizando una sonda marcada

Por ejemplo, se incluye un método en el que, un producto de extensidon obtenido con el cebador mediante la
reaccion de amplificacion del acido nucleico se somete a electroforesis; la fraccion electroforética obtenida se
somete a ensayo mediante una hibridacién con una sonda marcada que es la sonda de la presente invencion (que
tiene la secuencia de nucleétidos que se anticipa que se va a amplificar con la combinacion del cebador directo y el
cebador inverso empleados) marcada con una sustancia marcadora. Cuando la presencia de una fraccion hibridada
con dicha sonda marcada se confirma mediante la deteccion de una seial obtenida a partir de la sonda marcada, se
puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Ejemplos especificos de la sonda que se va a utilizar y la sustancia marcadora para uso en el marcado de la sonda,
y el método para marcar la sonda son como se han descrito anteriormente.

Ejemplos preferibles especificos de estos métodos se muestran colectivamente en la Tabla 4 a continuacion.

Por ejemplo, en la Tabla 4, el método del numero 1 (ejemplo de referencia) es un “método en el que, después de
realizar la PCR empleando un oligonucledtido que comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 16 como
cebador directo y un oligonucleétido que comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 17 como cebador
inverso, el producto de extensién obtenido con el cebador se somete a electroforesis. Posteriormente, como la
fraccion obtenida, se somete a ensayo una hibridacién con una sonda marcada que es un oligonucleétido marcado
con una sustancia marcadora y que comprende una parte o toda la secuencia de nucleotidos mostrada en SEQ ID
NO: 92; y cuando se confirma la fraccion que se ha hibridado con dicha sonda marcada detectando la sefial obtenida
a partir de la sonda marcada, se determina que es positiva” o "un método en el que, después de llevar a cabo la
PCR utilizando un oligonucleétido que comprende una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos
mostrada en SEQ ID NO: 16 como cebador directo y un oligonucledtido que comprende una secuencia
complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 17 como cebador inverso, el producto de
extension obtenido con el cebador se somete a electroforesis. Posteriormente, como la fraccion obtenida, se somete
a ensayo una hibridacion con una sonda marcada que es un oligonucleétido marcado con una sustancia marcadora
y que comprende una parte o la totalidad de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada
en SEQ ID NO: 92; y cuando se confirma la fraccion que se ha hibridado con dicha sonda marcada detectando la
sefal obtenida a partir de la sonda marcada, se determina que es positiva”:
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[Tabla 4]

N° Cebador directo Cebador inverso Secuencia de nucledtidos de la sonda
1* SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 92

2 40 41 104

3 42 43 105

4 44 45 106

5 46 47 107

*Ejemplo de Referencia

Entre los métodos descritos en la Tabla 4 anterior, el método mas preferible incluye el método del numeroy 3 en la
Tabla 4.

Los detalles del método para la deteccion de M. intracellulare de la presente invencion por el método de (A-3) se va
a explicar, por ejemplo, haciendo referencia a un caso como en el siguiente ejemplo de referencia, en donde,
después de llevar a cabo la PCR usando Mint 02_T7pa Fw1 como cebador directo y Mint 02_T7pa Rv1 como
cebador inverso y seguida de electroforesis, la deteccion se realiza por el método de confirmar una fraccion del
producto de extension del cebador que tiene el tamafio deseado en pares de bases (el método del nimero 1 en la
Tabla 3 de (A-3-1) anterior), del modo siguiente.

En primer lugar, se obtiene una muestra de ADN purificado a partir una muestra por un método conocido.

Por otra parte, utilizando un sintetizador de ADN, Mint 02_T7pa Fw1 (un oligonucleétido que consiste en una
secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 16) y Mint 02_T7pa Rv1 (un oligonucleétido que consiste en una
secuencia de nuclettidos mostrada en SEQ ID NO: 17) son sintetizados por el método de la fosforamidita.

Empleando un cebador Mint 02_T7pa Fw1 y un cebador Mint 02_T7pa Rv1 de la presente invencion, la PCR se lleva
a cabo.

La solucion de la reaccion obtenida después de la PCR se somete a una electroforesis en gel de agarosa.
Posteriormente, después de la tincion del gel con bromuro de etidio, se detecta la fluorescencia generada mediante
radiacion de rayos UV. Ademas, el marcador del peso molecular se somete a electroforesis al mismo tiempo, en
paralelo a la soluciéon de la reaccion, y se calcula la longitud del fragmento de ADN detectado mediante una
comparacion de la movilidad relativa. En la PCR que emplea Mint 02_T7pa Fw1 como cebador directo y Mint
02_T7pa Rv1 como cebador inverso, se anticipa que el fragmento de ADN con 116 pares de bases (que tiene una
secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 92) en la secuencia de nucleotidos de M. intracellulare, se podria
replicar (véase, el N° 1 en la Tabla 3). En consecuencia, cuando se confirma una banda fluorescente con el tamafio
de 116 pares de bases, se puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Ademas, en la etapa de amplificacion del acido nucleico de la presente invencién, se puede aplicar un método de
deteccion mediante el uso de un producto de transcripciéon de ARN. Por ejemplo, se incluye el método NASBA
(amplificacion basada en una secuencia de acido nucleico) (documento JP-B-2650159), el método 3SR (replicacion
de secuencia autosostenida) (documento JP-B-7-114718), el método TAS (sistema de amplificacion basado en la
transcripcion) (documento JP- A-2-500565: WO 88/10315), el método TMA (amplificacion mediada por la
transcripcion) (documento JP-A-11-46778), etc. Entre ellos, el método de amplificacion del acido nucleico a
temperatura constante, empleando un modo concertado de accién de la transcriptasa inversa y la ARN polimerasa
(la reaccién se lleva a cabo en condiciones tales que se permite que la transcriptasa inversa y ARN polimerasa
actuen de manera conjunta) es un método adecuado para la automatizacion del sistema de determinacion.

(A-4) El método en el que la reaccion de amplificacion del acido nucleico se lleva a cabo usando un cebador
marcado, y se mide una sefial obtenida a partir del producto de extension obtenido con el cebador.

Se incluye un método en el que empleando un cebador marcado, que es el cebador de la presente invencion
marcado mediante el método descrito anteriormente, y empleando el acido nucleico en la muestra como molde, se
lleva a cabo la reaccion de amplificacion del acido nucleico tal como una PCR; se lleva a cabo la deteccién/medicion
de la sefial obtenida a partir del producto de extension obtenido con el cebador; y cuando se detecta la sefial, se
puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare.

El cebador directo y el cebador inverso que se van a utilizar en este método incluyen los que se utilizan en el método
de PCR descrito anteriormente, y los ejemplos especificos de cebador preferible y combinaciones preferibles son,
por tanto, como se han descrito anteriormente.
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En el caso del método descrito anteriormente, después de realizar la reaccion de amplificacion del acido nucleico, se
eliminan los cebadores marcados libres; y la sefial obtenida a partir del producto de extension del cebador se mide; y
cuando se detecta la sefal, se puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare.

El método para la eliminacién del cebador marcado libre incluye un método en el que, después de que el producto
de extension del cebador en la mezcla de reaccién obtenida por la reaccion de amplificacién del acido nucleico
precipita por el procedimiento de rutina para precipitar acido nucleico (método de precipitacion con etanol, método
de precipitacion usando isopropanol, etc.), se elimina la solucién sobrenadante que contiene el cebador marcado
libre no precipitado, etc.

Ademas, se incluye también un método para separar el producto de extension del cebador a partir del cebador
marcado libre mediante el procesamiento de la mezcla de reaccién obtenida por la reaccion de amplificacion del
acido nucleico mediante cromatografia en gel, en condiciones apropiadas y un método para la separacion mediante
electroforesis en condiciones apropiadas.

(B) Un método en el que el oligonucleotido de la presente invencion se marca con una sustancia marcadora y se
utiliza como sonda marcada.

Ademas, el método para la deteccion de M. intracellulare de la presente invencion incluye un método en el que un
oligonucledtido de la presente invenciéon se marca con una sustancia marcadora y se utiliza como sonda marcada,
se permite que dicha sonda marcada se hibride con el acido nucleico en la muestra, y después de eliminar la sonda
marcada libre, se detecta la sefial obtenida a partir del complejo hibridado.

Especificamente, por ejemplo, se incluyen los siguientes métodos.

(B-1) Un método de deteccion en el que el oligonucledtido de la presente invencion que esta unido al soporte sdélido
se utiliza como sonda de captura, y mediante la realizacion de la hibridacién con acido nucleico en la muestra, el
acido nucleico obtenido a partir de M. intracellulare se inmoviliza sobre la fase solida (véase, por ejemplo, la
descripcion en el documento JP-A-62-265999).

En el caso de este método, el oligonucleétido de la presente invencidn o el soporte sélido se puede marcar con una
sustancia marcadora.

(B-2) Un método para realizar el ensayo de tipo sandwich en el que una sonda de captura sin marcar de (B-1) y la
sonda marcada que es la sonda de la presente invencion, se permite que se hibriden con acido nucleico en la
muestra para formar un complejo de sonda de captura y acido nucleico obtenido a partir de M. intracellulare y sonda
marcada sobre el soporte sdlido, a continuacion, se mide la sefial obtenida a partir de la sonda marcada (véase, por
ejemplo, la descripcion en el documento JP-A-58-40099).

(B-3) Un método en el que utilizando una sonda marcada con biotina de la presente invencion, se realiza la
hibridacion con acido nucleico en la muestra, y después de lo cual, el acido nucleico obtenido a partir de M.
intracellulare en la muestra, es atrapado por el soporte unido a avidina.

Cabe sefialar que, en cuanto a los reactivos que se utilizaran para el método para detectar M. intracellulare de la
presente invencion, se pueden utilizar los reactivos utilizados habitualmente en este campo, por ejemplo, agente
tamponador, estabilizador, conservantes, los cuales no inhiben la estabilidad de los reactivos coexistentes ni inhiben
la reaccién de amplificacion del acido nucleico, tal como una PCR, ni la reaccién de hibridacién. Y la concentracion
de los reactivos se puede seleccionar adecuadamente dentro del intervalo de concentracion utilizado normalmente
en este campo.

Un ejemplo especifico de solucién tampoén incluye todos los tipos de soluciones tampdn utilizadas normalmente para
llevar a cabo la PCR vy la reaccion de hibridacién, por ejemplo, tampon Tris, tampon fosfato, tampdn veronal, tampon
borato, tampén Good; y el pH de la solucién tampén no esta particularmente limitado, pero generalmente es
preferible dentro del intervalo entre pH 5 a pH 9.

Ademas, si es necesario, se puede utilizar la sintetasa de acido nucleico (ADN polimerasa, ARN polimerasa,
transcriptasa inversa, etc.), los sustratos correspondientes a la enzima (ANTP, rNTP), y ademas un intercalador de
cadena doble (bromuro de etidio, SYBR® Green), y de forma alternativa, la sustancia de deteccion de la sefial: tal
como FAM y TAMRA.

El kit de reactivos para la deteccidon de M. intracellulare de la presente invencion incluye "un kit de reactivos para la
deteccion de M. intracellulare que comprende un oligonucleétido como cebador (el cebador de la presente
invencion). El cebador puede ser el que esta marcado con una sustancia marcadora. El ejemplo especifico de la
sustancia marcadora es como se ha descrito anteriormente.

Los ejemplos especificos del cebador de la presente invencion que constituye el kit descrito anteriormente, son
como se han descrito anteriormente en la explicacion del "cebador de la presente invencion”.
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El cebador de la presente invencion puede ser el que esta marcado con una sustancia marcadora. Un ejemplo
especifico de la sustancia marcadora es como se ha descrito anteriormente.

El kit que comprende el cebador de la presente invencién también incluye una composicion que comprende una
pareja de cebador directo e inverso. La combinacion preferible de cebador directo y cebador inverso es como se ha
descrito anteriormente.

Ademas, el kit descrito anteriormente puede comprender adicionalmente un oligonucleétido de la presente invencion
que esta marcado con una sustancia marcadora, como una sonda marcada.

Ademas, el kit de la presente invencion comprende "un kit de reactivos para la deteccion de M. intracellulare que
comprende un oligonucleétido como cebador (el cebador de la presente invencion) y/o una sonda (la sonda de la
presente invencion), que comprende una parte o la totalidad de la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera
de SEQ ID NO: 6 o una parte o la totalidad de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada
en cualquiera de SEQ ID NO: 6, en donde el oligonucleétido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleétidos
del gen de M. intracellulare". La sonda puede ser la que estda marcada con una sustancia marcadora.

La realizacién preferible y ejemplos especificos de los reactivos constituyentes que componen estos kits son como
se han descrito anteriormente.

Hay que sefialar que el kit de reactivos para la deteccion de M. intracellulare de la presente invencién puede
comprender, por ejemplo, agente tamponador, estabilizador, conservantes, etc., que no inhiben la estabilidad de los
reactivos coexistentes ni inhiben la reaccion de amplificacion del acido nucleico, tal como la PCR, y la reaccion de
hibridacién. Ademas, la concentracion de los reactivos se puede seleccionar adecuadamente a partir del intervalo de
concentracion utilizada normalmente en este campo.

Un ejemplo especifico de la solucién tamponadora incluye todos los tipos de soluciones tamponadoras que se
utilizan normalmente para llevar a cabo la PCR y la reacciéon de hibridacién, por ejemplo, tampoén Tris, tampdn
fosfato, tampdn veronal, tampdn borato, tampdn Good, y el pH no esta particularmente limitado, pero generalmente
es preferible dentro del intervalo entre pH 5 a pH 9.

Ademas, si es necesario, puede estar contenida en el kit una sintetasa de acido nucleico (ADN polimerasa, ARN
polimerasa, transcriptasa inversa), sustratos correspondientes a la enzima (ANTP, rNTP), y ademas intercalador de
cadena doble (bromuro de etidio, SYBR® Green), y de forma alternativa, la sustancia de deteccion de la sefial: tal
como FAM y TAMRA.

En lo sucesivo, la presente invencion se explicara adicionalmente en detalle haciendo referencia a los siguientes
Ejemplos. Los Ejemplos que no pertenecen al alcance de las reivindicaciones tienen fines ilustrativos.

Hay que sefialar que todas las bacterias utilizadas en los Ejemplos son aislados clinicos, y sus especies bacterianas
ya se han diferenciado por la morfologia de la colonia y diversos ensayos bioquimicos convencionales sobre la
bacteria cultivada.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Seleccion de un clon obtenido a partir de M. intracellulare.
(1) Preparacion de una muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare.

En primer lugar, Mycobacterium intracellulare JCM6384 (donado por el Instituto de Investigacion Fisica y Quimica),
una cepa de referencia de M. intracellulare, se suspendié en agua purificada y se traté en un autoclave (a 120°C, 2
atmosferas, durante 20 minutos). Posteriormente, después de que la célula bacteriana se habia sometido a un
tratamiento de ruptura (ruptura fisica usando perlas de vidrio de 2 mm de diametro), la suspensién se centrifugo, y
de este modo se obtuvo una solucion sobrenadante. A partir de la soluciéon sobrenadante obtenida, se realizé una
extraccion y purificacion del ADN mediante el uso de un kit de extraccion y purificacion de ADN de tipo resina de
intercambio idnico, Genomic-tip, producido por Quiagen GmbH, y se obtuvo ADN gendémico purificado obtenido a
partir de M. intracellulare (Mycobacterium intracellulare JCM6384).

El ADN gendmico purificado obtenido a partir de M. intracellulare se ajusté para proporcionar una concentracion final
de 400 ng/pL (en tampoén Tris-HCI 10 mM, pH 8,9), y se utiliz6 como "muestra de ADN obtenida a partir de M.
intracellulare

(2) Preparacion de la genoteca aleatoria del genoma completo

Empleando 24 pug de la muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare en el apartado (1) descrito
anteriormente como material, la genoteca aleatoria del genoma completo se prepard por el método siguiente (un
método modificado a partir del método aleatorio de genoma completo descrito en Science 2001 Feb 16; 291 (5507):
1304-1351, Venter et al.).
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En primer lugar, la muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare en el apartado (1) descrito anteriormente,
se fragmentd mediante el un tratamiento con uso de un nebulizador (producido por Invitrogen Corp.) en presencia de
una concentracion final del 20% de glicerol, a una presion de 5 kPa a 9 kPa durante aproximadamente 10 minutos.
Mediante este tratamiento, una fraccion (fragmento de ADN) con el tamafo deseado de 500 a 1000 pares de bases
se recuper6 eficientemente. La fraccion obtenida se purificd usando una columna de extraccién producida por
Quiagen GmbH.

Posteriormente, usando el kit DNA Blunting (producido por Takara Bio Inc.) y mediante el uso de la actividad
polimerasa 5' — 3' y la actividad exonucleasa 3' — 5' de la ADN polimerasa T4, los extremos terminales del
fragmento de ADN obtenido se volvieron romos. Este fragmento de ADN se sometié a una reaccion de ligacion con
el vector pBSIl sk’ de extremos romos (producido por Stratagene Corp.), y se preparé un ADN recombinante del
vector pBSII sk” (amp") en el que se inserto el fragmento de ADN.

Empleando células competentes de E. coli JM109 producidas por Takara Bio Inc., se realizé la transformacion de las
células competentes de E. coli JM109, utilizando el ADN recombinante obtenido anteriormente de acuerdo con el
protocolo del producto.

El transformante obtenido se cultivd en una placa sobre medio de LB-agarosa que contenia 100 ug/ml de ampicilina,
IPTG 0,2 mM y 40 pg/ml de X-Gal. Las colonias blancas se recogieron, y de este modo se obtuvo una genoteca del
transformante (genoteca aleatoria de clones del genoma completo de ADN gendmico obtenido a partir de M.
intracellulare), en el que se habia introducido mediante transduccion "el ADN recombinante con el fragmento de ADN
deseado integrado".

(3) Preparacion de la micromatriz

Empleando la genoteca de transformantes obtenida en el apartado (2) descrito anteriormente (genoteca aleatoria de
clones del genoma completo de ADN gendmico obtenido a partir de M. intracellulare), la PCR se llevé a cabo por el
método siguiente, y se prepard un material de sonda que se iba a fijar sobre un portaobjetos de vidrio.

En primer lugar, se prepard una solucién tampén de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contenia 1 uM de cada uno de los
cebadores M13 Primer M1 (producido por Takara Bio Inc.) y el cebador M13 Primer RV (producido por Takara Bio
Inc.), MgCl; 1,5 mM, KCI 80 mM, 500 mg/ml de BSA, 0,1% de colato de sodio, 0,1% de Triton X-100 (polioxietilen
octilfenil éter; nombre del producto de Rohm and Haas Co., Ltd.), 0,2 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP, y 40
unidades/ml de ADN polimerasa Taq (producida por Nippon gene Co., Ltd.) y se utiliz6 como una solucion de
reaccion para la PCR.

El ADN se purificé a partir de cada transformante (clones aleatorios del genoma completo de ADN gendmico
obtenido a partir de M. intracellulare) obtenido en el apartado (2) descrito anteriormente, de acuerdo con el
procedimiento de rutina. Este ADN purificado (que se iba a utilizar como molde en la PCR posterior) se aiadio a 20
ML de la solucidn de la reaccion y se suspendid, y la suspension preparada se empled como una muestra para la
PCR. Utilizando esta muestra para la PCR, se realizaron 30 ciclos de PCR con las siguientes condiciones de
reaccion, utilizando el ciclador térmico de ADN (DNA Engine PTC200, producido por MJ Research Inc.).

Condiciones de la reaccion de PCR:
Desnaturalizacion térmica: 94°C durante 0,5 minutos;
Reasociacion: 55°C durante 1 minuto;
Reaccion de polimerizacién: 75°C durante 0,5 minutos.

El producto obtenido de la amplificacion con PCR se purificd, y después se mezclé con tampon de inmovilizacion
(concentracion final: 3 x SSC).

La concentracion final del producto de la PCR que se iba a extender en manchas, se ajust6 para proporcionar 300
ng/uL, y el uso de un instrumento de tipificado (GTMAS Stamp II; producido por Nippon Laser & Electronics Co., Ltd)
que se fijé en 55% de humedad en el instrumento, el producto de la amplificacion con PCR obtenido anteriormente
se extendid en manchas (diametro de la mancha: 150 ym a 250 ym) sobre un portaobjetos de vidrio (CMT GAPS-I;
producido por Corning Inc.). El portaobjetos de vidrio con manchas listo se transfirié a un reticulador de UV (UV
Stratalinker 1800; producido por Stratagene Co., Ltd.), y se irradio luz UV de 150 mJ/cm? para fijar el producto de la
amplificacion con PCR (que tenia una secuencia de nucleétidos deseada del ADN gendmico obtenido a partir de M.
intracellulare) sobre el portaobjetos de vidrio, y por lo tanto se preparé la micromatriz (un micromatriz preparada a
partir de la genoteca aleatoria de clones del genoma completo de ADN gendmico obtenido a partir de M.
intracellulare, como material sobre el que se habian fijado 2.000 clones en total).

(4) Marcado fluorescente del ADN gendmico diana

(i) Marcado fluorescente del ADN genémico diana
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El marcado fluorescente del ADN gendmico diana se llevd a cabo usando un sistema de marcado de ADN de
BioPrime (producido por Invitrogen Corporation).

En primer lugar, después de obtener 2 ug de ADN gendmico purificado obtenido a partir de M. intracellulare en el
apartado (1) descrito anteriormente, se mezclaron con 20 pL de solucién de cebador aleatorio contenido en el
envase del producto, la mezcla se sometid a un tratamiento térmico de desnaturalizacién (95°C durante 5 minutos), y
de este modo, se obtuvo la solucién de la muestra. Por separado, se extrajo el ADN gendmico y se purificd a partir
de M. avium (11D 585) mediante un procedimiento de rutina (ADN genémico de referencia), y el mismo tratamiento se
llevé a cabo, y de este modo se obtuvo la solucién de la muestra (referencia).

Posteriormente, a cada solucién de la muestra obtenida, se afiadieron 2 uL de DTT 0,1 M, 2 pL de la solucién mixta
de dATP/dCTP/dGTP (cada uno 5 mM), 0,8 yL de dTTP 2,5 mM, 1,6 pL de Ha-dUTP 5 mM y 1 pL de enzima
Klenow (40 U/uL) y se ajustd para proporcionar el volumen total de 50 pL con agua desionizada estéril, y luego la
reaccion de extension se llevo a cabo a 37°C durante 3 horas.

Una columna de ultrafiltracion, Microcon YM-30 (producida por Millipore Corporation), se acoplé al tubo de 1,5 mL
adjunto y el producto de reaccion obtenido anteriormente se colocé sobre la columna y se centrifugd a 14.000 rpm
durante 4 minutos. El liquido concentrado se recuperd en un microtubo y se secé a fondo usando una secadora
centrifuga a vacio (concentrador CentriVap; producido por LABCONCO Corporation).

Al producto seco de la reaccion obtenido anteriormente se afiadieron 10 yL de NaHCO3; 50 mM y se mezclaron,
luego se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos.

Por separado, se disolvi6 1 mg de Alexa647 (producido por Invitrogen Corporation) o Alexa555 (producido por
Invitrogen Corporation) en 105 pL de DMSO (solucion de colorante Alexa647, solucion de colorante Alexa555). Se
afiadié una parte alicuota de 10 pyL de esta solucién de colorante Alexa647 al producto de la reaccién descrito
anteriormente que se habia obtenido mediante el uso de ADN gendémico obtenido a partir de M. intracellulare, y se
incubo (bajo proteccion de la luz) a 40°C durante 60 minutos. Ademas, una parte alicuota de 10 pL de esta solucion
de colorante Alexa555 se anadio al producto de la reaccion descrito anteriormente, que se habia obtenido mediante
el uso de ADN gendmico (obtenido a partir de M. avium) de referencia, y se incubé de un modo similar (bajo
proteccion de la luz) a 40°C durante 60 minutos.

Ademas, a cada producto de la reaccion descrita anteriormente después de la incubacioén, se afiadieron 10 uL de
NH>OH 4 M (preparado justo antes del uso) y se mezclaron, y se incubaron (bajo proteccion de la luz) durante 15
minutos, y con ello se obtuvieron los respectivos productos marcados, es decir, el producto marcado de ADN
genomico marcado con Alexa647 obtenido a partir de M. intracellulare, y el producto marcado de ADN gendmico
marcado con Alexa555 obtenido a partir de M. avium.

Una columna de ultrafiltracion, Microcon YM-30 (producida por Millipore Corporation), se acoplé al tubo de 1,5 mL
adjunto, y luego cada uno de los productos marcados obtenidos anteriormente de ADN genémico, se coloco sobre la
columna y se centrifugd a 14.000 rpm durante 4 minutos, y a continuacion, el liquido concentrado se recuperd en un
microtubo y se secd a fondo usando una secadora centrifuga a vacio (concentrador CentriVap; producido por
LABCONCO Corporation).

(i) Proceso de fragmentacion de los productos marcados

A los productos marcados de cada ADN gendémico en estado seco, obtenidos en el apartado descrito anteriormente
(i) de (4), se afhadieron 40 pL de una solucion con una composicion de las concentraciones finales de Tris-acetato
0,04 M (pH 8,1), acetato de potasio 0,1 M y acetato de magnesio tetrahidrato 0,03 M y se mezclaron en suspension.
Después de lo cual, las suspensiones se trataron térmicamente a 94°C durante 15 minutos, y se obtuvieron los
productos de la fragmentacion de cada uno de los ADN genémicos marcados con 100 a 300 bases (en lo sucesivo,
se hace referencia a cada uno como "producto marcado con Alexa555" y "producto marcado con Alexa647").

Hay que sefalar que la eficacia del marcado (base/colorante) se control6 a través del uso del método de marcado
indirecto. Como resultado, se confirmd que, con respecto a Alexa647, se incorporaba una molécula de colorante
aproximadamente cada 100 a 200 bases. Ademas, con respecto a Alexa555, se confirmd que se incorporaba una
molécula de colorante aproximadamente cada 150 bases.

Cada producto obtenido marcado con Alexa647 y marcado con Alexa555 se colocd sobre una columna de
ultrafiltracion de Microcon YM-10 (producida por Millipore Corporation), y después se centrifugé a 14.000 rpm
durante 4 minutos. Después de lo cual, las soluciones concentradas se recuperaron en el mismo microtubo Unico, y
después se secaron a fondo usando una secadora centrifuga a vacio (concentrador CentriVap; producido por
LABCONCO Corporation). Posteriormente, se afiadieron los reactivos siguientes al microtubo y se mezclaron en
suspension, y por lo tanto, el producto marcado seco se disolvio.

Tampodn de hibridacion ArrayHyb (producido por SIGMA Co., Ltd.); 40 pL

ADN de esperma de salmon (10 mg/ml); 0,5 yL
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Formamida; 5 uL
Total; 40 uL a 50 uL

Mediante el procedimiento descrito anteriormente, se obtiene una solucién mixta de productos marcados con
Alexa555/Alexab47 que comprende un producto de la fragmentacion del producto marcado con Alexa647 de ADN
genoémico obtenido a partir de M. intracellulare y un producto de la fragmentacion del producto marcado con
Alexa555 de ADN gendmico de referencia obtenido a partir de M. avium.

La solucién mixta obtenida de los productos marcados con Alexa555/Alexa647 se incubé a 95°C durante 5 minutos,
y se mantuvo a 70°C hasta el uso en la hibridacién.

(5) Hibridacion de la micromatriz

Sobre la micromatriz (chip de ADN) de la genoteca aleatoria de clones del genoma completo de ADN gendmico
obtenido a partir de M. intracellulare obtenido en la etapa (3) descrita anteriormente, la solucion mixta de los
productos marcados con Alexa555/Alexa647 preparados en el apartado (ii) de (4) descrito anteriormente, se coloco
en su totalidad, y se cubrié con una cubierta de vidrio de manera que no hubiera ninguna burbuja de aire dentro. La
micromatriz se dispuso sobre una Hybri-cassette y se coloco sobre una alfombrilla Kim Towel humedecida con agua
destilada en un Tupperware y se cerré herméticamente, y se mantuvo (bajo proteccion de la luz) a 65°C durante 8
horas o mas para permitir la hibridacién. Después de la hibridaciéon, la micromatriz se empapé en una solucion de 2 x
SSC que contenia 0,1% de SDS junto con la cubierta de vidrio a temperatura ambiente, y la micromatriz se agité
suavemente en la solucién para eliminar la cubierta de vidrio. Posteriormente, después de un lavado secuencial con
una solucién 1 x SSC que contenia 0,03% de SDS (a 60°C) durante 10 minutos, una solucion de 0,2 x SSC (a 42°C)
durante 10 minutos y una solucion de 0,05 x SSC (a temperatura ambiente) durante 10 minutos, la micromatriz se
transfirid rapidamente a un estante nuevo seco y se secd inmediatamente mediante centrifugacion a 800 rpm
durante 5 minutos.

(6) Medicion de la intensidad de la fluorescencia: desde la deteccion de la sefial a la cuantificacion

Empleando un escaner de lectura de la fluorescencia GenePix 4000B (producido por Axon Instruments Inc.), se
midio6 la intensidad de la fluorescencia en la micromatriz obtenida en el apartado (5) descrito anteriormente, que
recibié el tratamiento de hibridacion de la micromatriz. En esta ocasion, con el fin de analizar los resultados de la
hibridacién competitiva mediante el uso del producto marcado con Alexa555 y el producto marcado con Alexa647, se
midieron 2 canales, es decir, la fluorescencia de 2 canales (Alexa555, Alexa647).

La cuantificacion de la sefial de la fluorescencia se realizé usando una matriz DNASIS® (programa informatico para
el andlisis de imagenes de expresion del tip de ADN; producido por Hitachi Software Engineering Co.). A saber, de
acuerdo con el procedimiento operativo del programa informatico, el reconocimiento automatico de manchas, el
calculo del ruido de fondo y la normalizacién de la relacion de la intensidad de la fluorescencia, se llevaron a cabo.
Ademas, mediante el establecimiento de una linea limite del umbral de confiabilidad, y evitando un valor mas bajo
que esa linea, se obtuvo una relacion de la intensidad de la fluorescencia normalizada fiable.

Ademas, basandose en la relacion de la intensidad de la fluorescencia (Relacién) entre Alexa555/Alexa647
detectada sobre la micromatriz, segun el procedimiento de rutina, se llevd a cabo el analisis del diagrama de
dispersion.

A saber, cuando la relacién de la intensidad de la fluorescencia entre Alexa647 y Alexa555 para una determinada
mancha de la micromatriz es alta, esto indica que el fragmento de ADN (producto de la PCR) de la mancha se habia
hibridado mas fuertemente con el producto marcado con Alexa647, es decir, con el ADN genémico obtenido a partir
de M. intracellulare. Por otra parte, cuando se observa que la relacion de la intensidad de la fluorescencia entre
Alexab47 y Alexa555 para una determinada mancha de la micromatriz es baja, esto indica que el fragmento de ADN
de la mancha tiene una especificidad baja para el ADN gendmico obtenido a partir de M. intracellulare, pero tiene
una reaccion cruzada con el producto marcado con Alexa555, a saber, con el ADN gendmico de referencia obtenido
a partir de M. avium (hibridado con el ADN gendmico de referencia obtenido a partir de M. avium).

Mediante este método, se calculd la relacion de la intensidad de la fluorescencia para la totalidad de las manchas de
la micromatriz. Y se seleccionaron las manchas que tenian una intensidad de la fluorescencia elevada y que tenian
una relacion de la intensidad de la fluorescencia elevada entre Alexa647 y Alexa555.

(7) Escrutinio secundario utilizando otras cepas de M. intracellulare

Empleando varias cepas de M. intracellulare (donadas por la Sociedad Japonesa de Bacteriologia) descritas a
continuacion en la Tabla 5, del mismo modo que se ha descrito en (1), se preparé una "muestra de ADN obtenida a
partir de M. intracellulare”, a partir de las diversas cepas.

[Tabla 5]
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Especie Cepa Origen

M. intracellulare GTC MY494 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC MY483 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC MY482 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC M91-273 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC M91-269 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC M3278 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC M3274 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC M3273 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare GTC M3272 Escuela de Medicina de la Universidad de Gifu
M. intracellulare JCM6384 Instituto de Fisica y Quimica

Posteriormente, mediante el mismo método que se ha descrito en los apartados (i) a (i) de (4) descritos
anteriormente, se obtuvieron los productos marcados de ADN gendémico obtenidos a partir de cada cepa de M.
intracellulare que se habia marcado con Alexa647, y luego se obtuvieron sus productos de fragmentacion.

Ademas, mediante el mismo método que se ha descrito en los apartados (i) a (ii) de (4) anteriores, se obtuvo el
producto marcado de ADN gendmico obtenido a partir de M. avium que se habia marcado con Alexa555, y luego se
obtuvieron sus productos de fragmentacion.

Después, por el mismo método que se ha descrito en los apartados (i) a (ii) de (4) anteriores, se obtuvieron las
soluciones mixtas de productos marcados con Alexa555/Alexa647 que comprendian productos de fragmentacion
respectivos del producto marcado con Alexa647 de ADN genomico obtenido a partir de cada cepa de M.
intracellulare y un producto de fragmentacion del producto marcado con Alexa555 de ADN gendmico de referencia
obtenido a partir de M. avium.

Usando cada solucion mixta obtenida de productos marcados con Alexa555/Alexa647, se realizd la hibridacion
competitiva del producto marcado con Alexa555 y el producto marcado con Alexa647 para la micromatriz del clon
aleatorio del genoma completo de ADN gendmico obtenido a partir de M. intracellulare obtenido en el apartado (3)
del Ejemplo 1, y la medicion de la intensidad de la fluorescencia mediante los mismos procedimientos como se han
descrito en los apartados (5) a (6) anteriores.

Ademas, por el mismo método que se ha descrito en el apartado (6) anterior, basandose en la relacién de la
intensidad de la fluorescencia (Relacion) entre Alexa555/Alexa647 detectada sobre la micromatriz, y de acuerdo con
el procedimiento de rutina, se llevd a cabo el analisis grafico de la dispersion.

Basandose en los resultados obtenidos del analisis, por el mismo método descrito en el apartado (6) anterior, se
calculd la relacion de la intensidad de la fluorescencia para la totalidad de las manchas de la micromatriz, y se
seleccionaron las manchas que tenian una intensidad de la fluorescencia elevada y que tenian una relacion de la
intensidad de la fluorescencia elevada entre Alexa647 y Alexa555.

(8) Seleccion del clon candidato

Basandose en el resultado descrito anteriormente, como un criterio en la seleccion del candidato como una
secuencia de consenso, la mancha que se hibridaba con no menos de 7 cepas de M. intracellulare, pero que no se
hibridaba con M. avium, se seleccion6 entre las manchas de la micromatriz del genoma obtenido a partir de M.
intracellulare. Como resultado, se seleccionaron 15 manchas (clones candidatos).

(9) Determinacion de la secuencia de nucleétidos del clon candidato

Posteriormente, para los 15 clones candidatos seleccionados en el apartado (8) descrito anteriormente, se realizé un
analisis de la secuencia mediante el siguiente método, y se determiné la secuencia de nucleétidos de cada clon.

A saber, usando el kit Big Dye Terminator (producido por Applied Biosystems Inc.), se realizd el analisis de la
secuencia mediante el siguiente procedimiento de acuerdo con el protocolo del producto.

ADN candidato primario (el clon candidato primario); 2 uL (100 ng)
M13 Primer M1; 1 uL (5 pmol)

Premezcla; 8 uL
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A la mezcla anterior, se afiadid agua desionizada estéril para proporcionar un volumen total de 20 L y luego se
llevaron a cabo 30 ciclos de reacciones de secuenciacion con las siguientes condiciones de reaccion, utilizando un
ciclador térmico de ADN (DNA Engine PTC200; producido por 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

Los productos obtenidos de la PCR se purificaron usando una columna de filtracion en gel producida por QIAGEN
GmbH, y luego, utilizando un secuenciador (Base Station; producida por MJ Research Inc.) se llevd a cabo un
cartografiado (secuencia de nucledtidos) para todas las secuencias candidatas, de acuerdo con el manual de
funcionamiento adjunto al instrumento.

Los resultados obtenidos se buscaron en la base de datos (NCBI BLAST y CHEMICAL ABSTRACTS), y se
esperaba que la secuencia de nucleétidos de los 15 clones candidatos primarios fueran nuevas secuencias no
registradas en la base de datos. Esto puede estar atribuido supuestamente al hecho de que M. intracellulare es una
especie con una secuencia del genoma sin descifrar.

El nombre de la secuencia candidata de cada clon candidato determinado, el nimero de ID del clon y el n° de SEQ
ID de la secuencia de nucledtidos se muestran colectivamente en la siguiente Tabla 6. Ademas, un "Clon ID NO" es
el nimero de ID del clon otorgado por los presentes inventores.

[Tabla 6]

Clon candidato

Nombre Clon ID NO SEQ ID NO
Clon candidato A R02_5h 1
Clon candidato B R0O3 7d 2
Clon candidato C R08 8d 3
Clon candidato D R23 8h 4
Clon candidato E RO8 of 5
Clon candidato F R21_11g 6
Clon candidato G R23 1h 7
Clon candidato H R23 4h 8
Clon candidato | R27_10g 9
Clon candidato J R27_4g 10
Clon candidato K R28 2h 11
Clon candidato L RO1_3e 12
Clon candidato M R03 5d 13
Clon candidato N R23 12b 14
Clon candidato O R24 8b 15

Ejemplo 2: Evaluacién de la conservacion-1 entre las cepas en el caso de la secuencia candidata A en M.
intracellulare.

(1) Sintesis del cebador de la presente invencion

Entre los clones candidatos enumerados en la Tabla 6 que se determinaron en el apartado (9) del Ejemplo 1,
basandose en el resultado del analisis de la secuencia (secuencia de nucleétidos) del clon candidato A (Clon ID NO:
R02_5h), y de la secuencia del candidato A (SEQ ID NO: 1), la secuencia de nuclettidos que se utilizara para la
PCR, a saber, "5'-CGTGGTGTAGTAGTCAGCCAGA-3" (SEQ ID NO: 16; en lo sucesivo denominada "Mint 02_T7pa
Fw1") y "5'-AAAAACGGATCAGAAGGAGAC-3" (SEQ ID NO: 17; en lo sucesivo denominada "Mint 02_T7pa Rv1")
se disefiaron utilizando la herramienta Web tool Primer3 para el disefio de cebadores (producida por Whitehead
Institute for Biomedical Research).

A continuacion, utilizando el sintetizador de ADN ABI 392 producido por ABI, se sintetizé el oligonucledtido con una
secuencia de nucledtidos disefiada, mediante el método de la fosforamidita. El procedimiento de sintesis se ajustaba
con el manual suministrado por ABI. La desproteccion de diversos oligonucleétidos se realizé calentando la solucion
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de amoniaco acuosa del oligonucleétido a 55°C durante una noche.

Posteriormente, mediante la realizacion de una cromatografia en columna de intercambio aniénico empleando
Pharmacia FPLC, se purificé el oligonucledtido sintético.

Este oligonucledtido sintético se utilizd6 como cebador de la presente invencion.
(2) Preparacion de la muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare.

De acuerdo con el método de preparacion descrito en el apartado (1) del Ejemplo 1, cepas de M. intracellulare (diez
cepas) enumeradas en la Tabla 5 descrita anteriormente, se procesaron y el ADN respectivo se extrajo y se purifico.
El ADN purificado respectivo obtenido se ajustd para proporcionar una concentracion final de 1 ng/uL (en solucion
tampon de Tris-HCI 10 mM, pH 8,9), y se utiliz6 como una muestra de ADN obtenida a partir de cepas respectivas
de M. intracellulare.

Por otra parte, el ADN gendmico se extrajo y se purificoé a partir de M. avium (11D585) por el procedimiento de rutina,
y se ajustd de igual forma para proporcionar una concentracion final de 1 ng/pL (soluciéon tampén de Tris-HCI 10
mM, pH 8,9), y se utiliz6 como una muestra de ADN obtenida a partir de M. avium.

(3) PCR en tiempo real
(i) Preparacion de la solucion de la reaccion para la PCR

Se preparé una solucion tampoén de Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contenia 300 nM de cada cebador Mint 02_T7pa
Fw1 y Mint T7pa 02_Rv1 sintetizados en el apartado (1) anterior, una dilucion de 30000 veces de la soluciéon de
reserva como una concentracion final de SYBR® Green | (nombre del producto de Molecular Probe Inc.), MgCl, 1,5
mM, KCI 80 mM, 500 ug/ml de BSA, 0,1% de colato de sodio, 0,1% de Triton X-100, 0,2 mM de cada dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, y 40 U/ml de ADN polimerasa Taq (producida por Nippon gene Co., Ltd.), y se utiliz6 como una
solucién de reaccioén para la PCR.

(ii) PCR en tiempo real

Empleando cada muestra de ADN obtenida a partir de cepas de M. intracellulare preparadas en el apartado (2)
descrito anteriormente como ADN molde para amplificar como diana en la PCR, se realizé la PCR en tiempo real por
el método de intercalado, y se llevé a cabo un seguimiento cuantitativo de la fluorescencia.

En primer lugar, a 20 pL de la solucién de reaccion para la PCR preparada en el en el apartado (i) de (3) descrito
anteriormente, se afiadid 1 yL (1 ng) de la muestra de ADN preparada en el en el apartado (2) descrito
anteriormente y se utilizé como muestra para la PCR.

Esta muestra para la PCR se coloco en cada pocillo de una placa de reaccion de 96 pocillos (MicroAmp Optical 96-
well Reaction Plate; producida por Applied Biosystems Japan Ltd.), y la PCR en tiempo real se realiz6 utilizando un
ciclador térmico/detector especializado para la PCR TaqMan (ABI 7500; producido por Applied Biosystems Japan
Ltd.).

A saber, después de mantener la temperatura a 95°C durante 10 minutos, un ciclo de reaccién compuesto por
calentamiento a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto, se repitié durante 40 ciclos, y se midi6 la
intensidad de la fluorescencia obtenida a partir de SYBR® Green | que se habia intercalado en correlacién con la
cantidad de producto de extension del cebador amplificado.

Ademas, en la PCR en tiempo real descrita anteriormente usando el cebador directo Mint 02_T7pa Fw1 y el cebador
inverso Mint 02_T7pa Rv1, si la secuencia de nucleétidos del clon candidato A esta presente en el ADN gendmico
de cada cepa de M. intracellulare utilizada como molde, se anticipa que el fragmento de la secuencia (116 bases)
mostrado en SEQ ID NO: 92 se replicara y se detectara la fluorescencia.

(4) Analisis de la curva de fusion

Basandose en el resultado de la medicion obtenida por la PCR usando una muestra de ADN obtenida a partir de las
cepas respectivas de M. intracellulare como molde, se generd la curva de fusién mediante el trazado de un grafico
de la temperatura de fusion del producto de extension del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la
primera derivacion (variacion) de la intensidad de la fluorescencia como eje vertical, y después se llevo a cabo la
deteccion del pico.

(5) Resultados

Los resultados del analisis de la curva de fusién obtenida usando cada muestra de ADN obtenida a partir de las
cepas respectivas de M. intracellulare se muestran colectivamente en la Fig. 1.

Como se desprende de los resultados mostrados en la Fig. 1, como resultado del analisis de la curva de fusion del
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acido nucleico que se habia amplificado en presencia de SYBR Green | mediante la realizacion de la PCR en tiempo
real usando el cebador Mint 02_T7pa Fw1 y el cebador Mint 02_T7pa Rv1 de la presente invencion, y empleando las
respectivas muestras de ADN obtenidas a partir de 10 tipos de cepas de M. intracellulare como molde, en cada
caso, se identificod la sefal de la fluorescencia generada como resultado de la amplificacion del acido nucleico (Fig.
1: M. intracellulare), y todos los casos se determinaron como positivos para M. intracellulare. Ademas, todos los
picos obtenidos de la sefial eran picos Unicos. Ademas, las posiciones de los picos estaban casi solapadas.

Por otro lado, la PCR en tiempo real se llevé a cabo mediante los mismos procedimientos que se han descrito en los
apartados anteriores (1) a (4), utilizando v la muestra de ADN obtenida a partir de M. avium que es del género
Mycobacterium distinta de M. intracellulare, y usando los mismos cebadores en las mismas condiciones. En ese
caso, la sefal fluorescente generada como resultado de la amplificacion del acido nucleico no se pudo identificar
(Fig. 1, M. avium), y este caso se determiné como negativo para M. intracellulare.

A partir de los resultados descritos anteriormente, cuando la PCR se lleva a cabo usando el cebador Mint 02_T7pa
Fw1 y el cebador Mint 02_T7pa Rv1 de la presente invencion, y si existe cualquiera de los 10 tipos de cepas de M.
intracellulare descritos anteriormente, la deteccion de la cepa es posible, y por otra parte, parece que se puede
realizar una deteccion especifica de una especie de M. intracellulare. Y a partir de este resultado, se sugirié también
que la secuencia candidata A utilizada como diana tiene una alta posibilidad de ser una secuencia de consenso de
M. intracellulare.

Ejemplo 3: Evaluacion de la conservacion-2 entre las cepas en el caso de la secuencia de nucleétidos de otros
clones candidatos entre M. intracellulare.

Basandose en el resultado del analisis de cada secuencia (secuencia de nucleétidos) de los clones candidatos A a O
que se habian determinado en el apartado (9) del Ejemplo 1 y que figuran en la Tabla 6, y a partir de la secuencia de
nucledtidos de cada clon candidato, se disefid la secuencia del cebador para la deteccién de la amplificacion por
PCR, respectivamente, utilizando la herramienta de Web tool Primer3 para el disefio de cebadores (producida por
Whitehead Institute for Biomedical Research).

El nombre de cada secuencia candidata, el SEQ ID NO de la secuencia de nucleétidos del clon candidato, el nombre
del cebador disefiado basandose en la secuencia de nucledtidos del clon candidato (nombrado por el presente
inventor) y el SEQ ID NO de la secuencia de nucleétidos y, ademas, la combinacion del cebador directo y el cebador
inverso que se iban a utilizar para realizar la siguiente PCR, se muestran colectivamente en la Tabla 7.

Clon candidato Cebador disefiado
N° de Cebador directo Cebador inverso
Nombre SEQ ID NO binacié
combinacion Nombre SEQ ID NO Nombre SEQ ID NO

1 Mint 02_T7pa Fw1 16 Mint 02_T7pa Rv1 17

2 Mint 02_T3pa Fw1 18 Mint 02_T3pa Rv1 19
Clon candidato A 1

3 Mint 02_con Fw1 20 Mint 02_con Rv1 21

4 Mint 02_con Fw2 22 Mint 02_con Rv2 23

5 Mint 04_con Fw1 24 Mint 04_con Rv1 25
Clon candidato B 2

6 Mint 04_T3pa Fw1 26 Mint 04_T3pa Rv1 27

7 Mint 06_T3pa Fw1 28 Mint 06_T3pa Rv1 29
Clon candidato C 3 8 Mint 06_con Fw1 30 Mint 06_con Rv1 31

9 Mint 06_con Fw3 32 Mint 06_con Rv3 33
Clon candidato D 4 10 Mint 17_T3pa Fw1 34 Mint 17_T3pa Rv1 35

11 Mint 07_FWpa Fw1 36 Mint 07_FWpaRv1 37
Clon candidato E 5

12 Mint 07_con Fw1 38 Mint 07_con Rv1 39

13 Mint 10_FWpa Fw1 40 Mint 10_FWpa Rv1 41

14 Mint 10_con Fw2 42 Mint 10_con Rv2 43
Clon candidato F 6

15 Mint 10_RVpa Fw1 44 Mint 10_RVpa Rv1 45

16 Mint 10_con Fw1 46 Mint 10_con Rv1 47
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Clon candidato Cebador disefiado
N° de Cebador directo Cebador inverso
Nombre SEQ ID NO L
combinacion Nombre SEQ ID NO Nombre SEQ ID NO

17 Mint 14_T3pa Fw1 48 Mint 14_T3pa Rv1 49
Clon candidato G 7 18 Mint 14_FWpa Fw1 50 Mint 14_FWpa Rv1 51

19 Mint 14_con Fw1 52 Mint 14_con Rv1 53

20 Mint 15_RVpa Fw1 54 Mint 15_RVpa Rv1 55
Clon candidato H 8

21 Mint 15_con Fw1 56 Mint 15_con Rv1 57

22 Mint 19_T3pa Fw1 58 Mint 19_T3pa Rv1 59
Clon candidato | 9 23 Mint 19_FWpa Fw1 60 Mint 19_FWpa Rv1 61

24 Mint 19_con Fw1 62 Mint 19_con Rv1 63

25 Mint 21_FWpa Fw1 64 Mint21_FWpaRv1 65
Clon candidato J 10 26 Mint 21_T3pa Fw1 66 Mint 21_T3pa Rv1 67

27 Mint 21_con Fw1 68 Mint 21_con Rv1 69

28 Mint 23 _con Fw1 70 Mint 23_con Rv1 71
Clon candidato K 11

29 Mint 23_FWpa Fw1 72 Mint 23_FWpa Rv1 73

30 Mint 01con Fw1 74 Mint 01con Rv1 75
Clon candidato L 12

31 Mint 01_T7pa Fw1 76 Mint 01_T7pa Rv1 77

32 Mint 03_con Fw1 78 Mint 03_con Rv1 79
Clon candidato M 13

33 Mint 03_con Fw2 80 Mint 03_con Rv2 81

34 Mint 12_FWpa Fw1 82 Mint 12_FWpa Rv1 83
Clon candidato N 14 35 Mint 12_RVpa Fw1 84 Mint 12_RVpa Rv1 85

36 Mint 12_con Fw1 86 Mint 12_con Rv1 87

37 Mint 18con Fw1 88 Mint 18con Rv1 89
Clon candidato O 15

38 Mint 18con Fw2 90 Mint 18con Rv2 91

Posteriormente, se sintetizé un oligonucleétido de cada secuencia de nucledtidos disefiada y se purific6 mediante el
mismo método que en el apartado (1) del Ejemplo 2. Empleando este oligonucleétido sintético como cebador de la
presente invencion, y con la combinacion de un cebador directo y un cebador inverso como se describe en la Tabla
7, se realiz6 la preparacion de la muestra de ADN, la PCR en tiempo real y el analisis de la curva de fusién por el
mismo método que el que se ha descrito en los apartados (2) a (4) del Ejemplo 2.

Como resultado, en la PCR en tiempo real llevada a cabo utilizando cualquier combinacién de los cebadores, se
obtuvieron curvas de fusion similares a las de la Fig. 1 del Ejemplo 2. A saber, utilizando las combinaciones de
cebadores descritas en la Tabla 7, la PCR en tiempo real se realizd utilizando cada muestra de ADN obtenida a
partir de 10 tipos de cepas de M. intracellulare enumeradas en la Tabla 5 como molde, y se realiz6 el analisis de la
curva de fusion del acido nucleico que se habia amplificado en presencia de SYBR Green |. Como resultado, en
cualquier caso, se identifico la sefial de la fluorescencia generada como resultado de amplificacion del acido
nucleico, y se determiné que era positiva para M. intracellulare. Ademas, todos los picos de la sefial obtenidos eran
un pico Unico. Ademas, las posiciones de los picos estaban casi solapadas.

Ademas, del mismo modo que en el Ejemplo 2, usando como molde la muestra de ADN obtenida a partir de M.
avium que es un género de Mycobacterium distinto de M. intracellulare, la PCR en tiempo real se llevo a cabo
usando los mismos cebadores. En ese caso, la sefal fluorescente generada como resultado de la amplificacion del
acido nucleico no se pudo identificar, y todas se determinaron negativas para M. intracellulare.

A partir de los resultados descritos anteriormente, cuando la PCR se lleva a cabo usando el cebador de la presente

invencion como se describe en la Tabla 7, y si cualquiera de los 10 tipos descritos anteriormente de cepas de M.

intracellulare esta presente, es posible detectar la cepa; por otra parte, parece que se puede realizar una deteccion

especifica de la especie de M. intracellulare. Y a partir de este resultado, se sugiri6 también que todas las

secuencias candidatas de A a O empleadas como diana tienen una alta posibilidad de ser una secuencia de
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consenso de M. intracellulare.
Ejemplo 4: Evaluacion de la especificidad del clon candidato A para M. intracellulare.
(1) Sintesis del cebador de la presente invencion

El mismo cebador Mint 02_T7pa Fw1 y el mismo cebador Mint 02_T7pa Rv1 que los utilizados en el apartado (1)
descrito anteriormente del Ejemplo 2, se sintetizaron por el mismo método, utilizando el mismo instrumento que el
utilizado en el apartado (1) del Ejemplo 2.

Estos se usaron como cebador de la presente invencion.
(2) Preparacion de una muestra de ADN obtenida a partir de cada bacteria

Las muestras de ADN obtenidas a partir de cada cepa del género Mycobacterium y de Escherichia coli mostradas a
continuacion, se prepararon por los métodos siguientes, respectivamente.

a: Escherichia coli (E. coli) (ATCC11775)

b: Mycobacterium tuberculosis (TMC102 [H37Rv])
c: Mycobacterium kansasii (ATCC12478)

d: Mycobacterium marinum (ATCC927)

e: Mycobacterium simiae (ATCC25275)

f: Mycobacterium scrofulaceum (ATCC19981)

g: Mycobacterium gordonae (ATCC14470)

h: Mycobacterium szulgai (ATCC35799)

i M. avium (11D 585)

j: M. intracellulare (ATCC13950)

k: Mycobacterium gastri (ATCC15754)

I: Mycobacterium xenopi (ATCC19250)

m: Mycobacterium nonchromogenicum (ATCC19530)
n: Mycobacterium terrae (ATCC15755)

o: Mycobacterium triviale (ATCC23292)

p: Mycobacterium fortuitum (ATCC6841)

q: Mycobacterium chelonei (ATCC35752)

r: Mycobacterium abscessus (ATCC19977)

s: Mycobacterium peregrinum (ATCC14467)

En primer lugar, en cuanto a Mycobacterium tuberculosis, se obtuvo un ADN gendémico purificado procedente de
Mycos Research, LLC, y se utiliz6 como ADN purificado.

En cuanto a M. avium, la cepa de referencia (lIID 585) se obtuvo del Instituto de Ciencias Médicas, Universidad de
Tokio; y en cuanto a las otras bacterias, las cepas se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC). Y
el ADN de las mismas se extrajo y se purifico por el método siguiente. Las bacterias usadas eran todas una cepa de
referencia, y sus especies bacterianas ya se habian diferenciado por la morfologia de las colonias y diversos
examenes bioquimicos convencionales, etc. para la bacteria cultivada.

A saber, en cuanto a las bacterias del género Mycobacterium, en primer lugar, se recogieron las colonias que
crecian en medio de Ogawa y se suspendieron en agua purificada, y después se trataron en un autoclave (a 120°C
a 2 atmosferas durante 20 minutos). Posteriormente, las células microbianas fueron sometidas a un tratamiento de
ruptura (fractura fisica usando de perlas de vidrio de 2 mm de diametro), seguido de centrifugacion, y se obtuvo la
solucion sobrenadante. A partir de la solucion sobrenadante obtenida, se llevé a cabo la extraccion y la purificacion
del ADN utilizando un kit de extraccion y purificacion de ADN de tipo resina de extraccion de intercambio idnico,
Genomic-tip producido por QUIAGEN GmbH.
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Ademas, en cuanto a E. coli, de acuerdo con el procedimiento de rutina del método de extraccién de ADN de E. coli,
se llevaron a cabo la extraccion y la purificacion del ADN.

Cada uno de los ADN purificados obtenidos se ajusté para proporcionar una concentracion final de 1 ng/pL (en
tampon Tris-HCI 10 mM, pH 8,9), y se utilizo como una muestra de ADN obtenida a partir de las respectivas
bacterias.

(3) PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se llevd a cabo mediante el mismo procedimiento que el descrito en el apartado (3) del
Ejemplo 2, excepto para el uso como molde del ADN obtenido a partir de cada bacteria preparada en el en el
apartado (2) descrito anteriormente.

(4) Analisis de la curva de fusion

Mediante los mismos procedimientos que se han descrito en el apartado (4) del Ejemplo 2, y basandose en el
resultado de la mediciéon obtenida por la PCR usando como molde una muestra de ADN obtenida a partir de las
bacterias respectivas, la curva de fusién se representd graficamente mediante el trazado de la temperatura de fusion
del producto de extension del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivacion (variacion)
de la intensidad de la fluorescencia como eje vertical, y luego se llevé a cabo la deteccién del pico.

(5) Resultados

Los resultados del analisis de la curva de fusién obtenida usando cada muestra de ADN obtenida a partir de las
bacterias respectivas, se resumen en un grafico, y se muestran en la Fig. 2.

Como se desprende de los resultados mostrados en la Fig. 2, como resultado del analisis de la curva de fusion del
acido nucleico que se habia amplificado en presencia de SYBR Green | mediante la PCR en tiempo real usando el
cebador Mint 02_T7pa Fw1 y el cebador Mint 02_T7pa Rv1 de la presente invencion, solo cuando la PCR en tiempo
real se llevaba a cabo usando como molde la muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare, se podian
identificar las sefiales de la fluorescencia generadas como resultado de una amplificacion del acido nucleico (Fig. 2:
M. intracellulare), y se podian determinar como positivas para M. intracellulare.

Por otra parte, como se desprende de la Fig. 2, cuando la PCR en tiempo real se llevaba a cabo de la misma
manera, utilizando la muestra de ADN obtenida a partir de bacterias de un género de Mycobacterium distinto de M.
intracellulare y la muestra de ADN obtenida a partir de una bacteria de otro género de E. coli como molde y
empleando una combinacién de los mismos cebadores, la sefial fluorescente correspondiente no se pudo detectar
(Fig. 2: otras especies), y se pudo determinar que toda la muestra era negativa para M. intracellulare.

Ademas, como se desprende de la Fig. 2, partiendo del hecho de que se obtenia un Unico pico claro como resultado
del analisis de la curva de fusién cuando se utilizaba como molde la muestra de ADN obtenida a partir de M.
intracellulare, se considera que el método de deteccién llevado a cabo es un método que tiene una especificidad
sumamente alta para M. intracellulare.

De los resultados anteriores se desprende que al utilizar el oligonucleétido de la presente invencion como cebador
para la PCR, M. intracellulare se puede detectar especificamente. Ademas, ya que se puede esperar que la
deteccién mediante una amplificacion del acido nucleico, tal como PCR, proporcione una alta sensibilidad, el
aislamiento de la bacteria no es necesario, y el espécimen clinico se puede utilizar directamente para la deteccion.
Por lo tanto, la deteccion de M. intracellulare puede estar lista al cabo de un dia como maximo, mientras que con el
método convencional en el que se requiere un cultivo bacteriano antes de realizar la deteccion, se prolonga varias
semanas.

Ejemplo 5: Evaluacion de la especificidad-2 de los otros clones candidatos para M. intracellulare.
(1) Sintesis del cebador de la presente invencion

Usando el mismo instrumento que se ha utilizado en el apartado (1) del Ejemplo 2 y con el mismo método, se
sintetizaron y se purificaron los oligonucledtidos mencionados en la Tabla 7 descrita anteriormente, excepto para el
cebador Mint 02_T7pa Fw1 y el cebador Mint 02_T7pa Rv1.

Estos oligonucledtidos sintéticos se utilizaron como cebador de la presente invencion.
(2) Preparacion de las muestras de ADN obtenidas a partir de cada bacteria

Las muestras de ADN obtenidas a partir de cada bacteria se prepararon usando las mismas bacterias que se habian
utilizado en el Ejemplo 4, con los mismos procedimientos que los utilizados en el apartado (2) del Ejemplo 4.

(3) PCR en tiempo real
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Empleando los cebadores que se habian disefiado y sintetizado en el apartado (1) descrito anteriormente y en la
combinacién descrita en la tabla 7 anterior, la PCR en tiempo real se llevé a cabo mediante el mismo procedimiento
que el descrito en el apartado (3) del Ejemplo 2, excepto para el uso como molde de la muestra de ADN obtenida a
partir de cada bacteria preparada en el apartado (2) descrito anteriormente.

(4) Analisis de la curva de fusion

Mediante los mismos procedimientos que se han descrito en el apartado (4) del Ejemplo 2, y basandose en el
resultado de la mediciéon obtenida por la PCR usando como molde una muestra de ADN obtenida a partir de las
bacterias respectivas, la curva de fusion se representd con el trazado de un grafico de la temperatura de fusion del
producto de extension del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivaciéon (variacion) de
la intensidad de la fluorescencia como eje vertical, y luego se llevo a cabo la deteccion del pico.

(5) Resultados

Como un resultado similar al del Ejemplo 4, cuando el andlisis de la curva de fusién del acido nucleico amplificado
con la PCR en tiempo real en presencia de SYBR Green |, usando el cebador de la presente invencion, mencionado
en la Tabla 7 descrita anteriormente, en cualquier caso en el que se empleaba cualquiera de las combinaciones de
cebadores descritos en la Tabla 7, la sefal fluorescente generada como resultado de la amplificacion del acido
nucleico se podia identificar solo cuando la PCR en tiempo real se llevaba a cabo usando como molde la muestra de
ADN obtenida a partir de M. intracellulare, y se podia determinar que era positiva para M. intracellulare.

Por otra parte, cuando la PCR en tiempo real se llevaba a cabo de la misma manera utilizando como molde la
muestra de ADN obtenida a partir de bacterias de un género de Mycobacterium distinto de M. intracellulare y la
muestra de ADN obtenida a partir de una bacteria de otro género de E. coli, y empleando cualquier combinacion de
los mismos cebadores descritos en la Tabla 7, la sefial fluorescente correspondiente no se pudo detectar, y se pudo
determinar que todas las muestras eran negativas para M. intracellulare.

Ademas, se obtenia un unico pico claro como resultado del analisis de la curva de fusién cuando se utilizaba como
molde la muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare, como el resultado similar del Ejemplo 4, se considera
que el método de deteccion llevado a cabo es un método que tiene una especificidad sumamente alta para M.
intracellulare.

De los resultados anteriores se desprende que al utilizar el oligonucleétido de la presente invencion como cebador
para la PCR, M. intracellulare se puede detectar especificamente. Ademas, ya que se puede esperar que la
deteccién mediante una amplificacion del acido nucleico, tal como PCR, proporcione una alta sensibilidad, el
aislamiento de la bacteria no es necesario, y el espécimen clinico se puede utilizar directamente para la deteccion.
Por lo tanto, la deteccion de M. intracellulare puede estar lista al cabo de un dia como maximo, mientras que con el
método convencional en el que se requiere un cultivo bacteriano antes de realizar la deteccion, se prolonga varias
semanas

Ejemplo 6: Prueba de sensibilidad de la deteccion minima

A través del uso del método de deteccién en tiempo real, se llevé a cabo una verificacion de la sensibilidad de la
deteccion en el momento de determinar el objetivo de la secuencia de nucleétidos del clon candidato J (Clon ID NO:
R27_4q).

(1) Sintesis del cebador de la presente invencion

Entre los clones candidatos enumerados en la Tabla 6, determinados en el apartado (9) del Ejemplo 1, basandose
en el resultado del analisis de la secuencia (secuencia de nucleétidos) del clon candidato J (Clon ID NO: R27_4q), y
de la secuencia candidata J (SEQ ID NO: 10), la secuencia de nucleétidos que se iba a utilizar para la PCR, a saber,
"5’-CAGCGACCGTGTGTTCTTAC-3" (SEQ ID NO: 64; en lo sucesivo denominada "Mint 21_FWpa Fw1") y "5-
GGAAGTGGGCGGTATCCT-3" (SEQ ID NO: 65; en lo sucesivo denominada "Mint 21_FWpa Rv1") se disefiaron
utilizando la herramienta Web tool Primer3 para el disefio de cebadores (producida por Whitehead Institute for
Biomedical Research).

A continuacion, utilizando el sintetizador de ADN ABI 392 producido por ABI, se sintetizé el oligonucledtido con una
secuencia de nucleédtidos disefiada mediante el método de la fosforamidita. El procedimiento de sintesis estaba de
acuerdo con el manual suministrado por ABI. La desproteccién de diversos oligonucledtidos se llevd a cabo
calentando la solucién de amoniaco acuoso del oligonucleétido a 55°C durante una noche.

Posteriormente, mediante la realizacion de una cromatografia en columna de intercambio aniénico empleando
Pharmacia FPLC, se purifico el oligonucledétido sintético. Este oligonucledtido sintético se utilizé como cebador de la
presente invencion.

(2) Preparacion de la muestra de ADN para la PCR
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De acuerdo con el método de preparacion descrito en el apartado (1) del Ejemplo 1, se prepar6 el ADN genémico
purificado obtenido a partir de M. intracellulare se obtuvo a partir de M. intracellulare JCM6384, la muestra de ADN
obtenida a partir de M. intracellulare.

Mediante la medicion de la absorbancia de la muestra de ADN preparada, obtenida a partir de M. intracellulare, se
determind la cantidad de ADN en la muestra. La cantidad de ADN gendmico (nimero de copias del genoma) en la
muestra se determiné comparando la cantidad de ADN obtenida con el valor de la medicién obtenida midiendo la
absorbancia con el mismo procedimiento, ut|||zando como muestra el ADN genémico de M. intracellulare JCM6384
de concentracion conocida. Se obtuvieron 10° copias/uL de ADN genémico.

Posterlormente Ia muestra de ADN se diluyé usando un tampoén Tris-HCI 10 mM, pH 8,9 en una serie de diluciones
con 10° 10% 10°, 102 10 y 5 copias/pL, y se utilizé6 como muestra de ADN para la PCR.

(3) PCR en tiempo real
(i) Preparacion de la solucion de reaccion para la PCR

Se preparé una solucion de tampon Tris-HCI 10 mM (pH 8,9) que contenia 300 nM de cada cebador Mint 02_T7pa
Fw1 y Mint T7pa 02_Rv1 sintetizados en el apartado (1) anterior, una dilucion de 30000 veces de la soluciéon de
reserva como una concentracion final de SYBR® Green | (nombre del producto de Molecular Probe Inc.), MgCl 1,5
mM, KCI 80 mM, 500 pg/mL de BSA, 0,1% de colato de sodio, 0,1% de Triton X-100, 0,2 mM de cada dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, y 40 U/ml de ADN polimerasa Taq (producida por Nippon gene Co., Ltd.), y se utiliz6 como una
solucién de reaccién para la PCR.

(ii) PCR en tiempo real

A 20 pL de la solucién de reaccion para la PCR preparada en el en el apartado (i) de (3) descrito anteriormente, se
afnadié 1 yL de la muestra de ADN para PCR preparada en el en el apartado (2) descrito anteriormente y se utilizé
como una muestra para la PCR.

Esta muestra para la PCR se coloco en cada pocillo de una placa de reaccion de 96 pocillos (MicroAmp Optical 96-
well Reaction Plate; producida por Applied Biosystems Japan Ltd.), y la PCR en tiempo real se realizé utilizando un
ciclador térmico/detector especializado para la PCR TaqMan (ABI 7500; producido por Applied Biosystems Japan
Ltd.).

A saber, después de mantener la temperatura a 95°C durante 10 minutos, un ciclo de reaccién compuesto por
calentamiento a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto, se repitié durante 40 ciclos, y se midi6 la
intensidad de la fluorescencia obtenida a partir de SYBR® Green | que se habia intercalado, en correlaciéon con la
cantidad de producto de extension del cebador amplificado.

Hay que sefalar que, la intensidad de la fluorescencia se midié utilizando una funcién del termociclador utilizado
para la medicion, para digitalizar la relacién de la intensidad de la fluorescencia relativa, para cada una de las placas
de reaccion de 96 pocillos utilizadas para la medicion.

(4) Resultados

A partir de los datos experimentales obtenidos, de acuerdo con el procedimiento de rutina cominmente realizado en
el método de la PCR en tiempo real, para cada concentracion de una muestra de ADN para PCR, se gener6 una
curva de amplificacion mediante el trazado de un grafico de la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir de
SYBR® Green | (Rn, eje y) para cada numero de ciclo de la PCR (eje x). La curva de amplificacion obtenida se
muestra en la Fig. 3.

Posteriormente, a partir de la curva de amplificacion obtenida, se generé una curva estandar por el método
siguiente.

A saber, se selecciond una parte de Rn en donde la intensidad de la fluorescencia amplificada exponencialmente en
la curva de amplificacion obtenida (Fig. 3), y se trazd una linea umbral (Th). El punto de cruce de la Th con la
intensidad de la fluorescencia de cada muestra de ADN para la PCR se define como ciclo valor umbral (Ct).
Después de lo cual, se trazé en un grafico el valor de Ct (eje y) para el numero de copias del genoma de cada
muestra de ADN utilizada para la PCR (eje x, valor logaritmico), y la curva aproximada obtenida para cada Ct, se
usO como una curva estandar. La curva estandar obtenida se muestra en la Fig. 4.

y = -3,356x + 35,57
R?= 0,999

En consecuencia, partiendo del hecho de que la fluorescencia se detectaba con la PCR en tiempo real, resulta que
M. intracellulare se puede detectar llevando a cabo la PCR en tiempo real utilizando el oligonucleétido de la presente
invencion como cebador.
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Ademas, también se desprende que como la curva estandar esta a disposicion, la determinacién cuantitativa de M.
intracellulare es posible con la PCR en tiempo real usando el cebador y la sonda de la presente invencion. Ademas,
a partir de la Figura 4 se desprende que con el método de la PCR en tiempo real, utilizando el cebador y la sonda de
la presente invencion, se puede detectar M. intracellulare incluso con el requisito de que solamente estén presentes
5 copias del ADN genémico de M. intracellulare como cantidad inicial.

Ademas, la eficacia de la amplificacion de la PCR con este método era numéricamente del 98,4%, y por lo tanto, se
confirmé una reactividad elevada.

Adicionalmente, cuando el experimento se llevé a cabo de manera similar utilizando la combinaciéon de otros
cebadores enumerados en la Tabla 7 descrita anteriormente, se podian obtener resultados casi equivalentes. De los
hechos descritos anteriormente, era evidente que la deteccion y la cuantificacion de M. intracellulare se pueden
llevar a cabo mediante la realizacion de una PCR en tiempo real dirigiéndola a las secuencias candidatas A a O.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con el método para la deteccion de M. intracellulare mediante el uso del cebador y/o la sonda de la
presente invencion, la deteccion de M. intracellulare se puede realizar mas rapidamente y con mayor precision,
especificamente en comparacién con el método de deteccidon convencional.

Por otra parte, de acuerdo con el método para la deteccién de M. intracellulare usando el cebador de la presente
invencion, es posible detectar mediante una sola operacién el caso en el que exista cualquiera entre una pluralidad
de serotipos o cepas de M. intracellulare. Ademas, esto simplifica la operacion de deteccién y se reduce también el
tiempo requerido para el diagndstico; de acuerdo con ello, este método es muy util, en particular en el campo de los
ensayos clinicos en donde se requiere una determinacion rapida. Un oligonucleétido que comprende una parte o la
totalidad de la secuencia de nucledtidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 15 (en donde los
caracteres de A, C, G y T representan adenina, citosina, guanina y timina, respectivamente; y, T en una posicion
arbitraria puede ser reemplazada por uracilo (U), y de aqui en adelante, se usaran las mismas abreviaturas), o una
parte o la totalidad de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 15, en donde el oligonucleétido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucleétidos del
gen de Mycobacterium intracellulare.
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agccagaaca
gccgaattca
ggactaacag
gacaagttgt
ataatcocggg

tgtgttcatg

cctcagatee
cgtagttctg
atctttgatg
acgagcatga
cegettggac

acgtcaactt

37

aatttgtgee
geteocatag
gogegaactt
cgttegggea
cgggeggeca
ggcacactga
ctgattgcga
cgcaaaacga
atcacaaagc

cccatec

tectecagtga
ccgtctggtg
tecggegetta
gcggcgegtt
gacccgeatyg

cgaatccgec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

5917

60

120

180

240

300

360



10

15

gaccttcgge ccgggattgg acgecggtget

gtggacctga tcaccggacc aggctcgagt

cgaagacccg ataacgeocat cggeegegge

cccagtgege tgaaccccaa gaactgagtt

<210>3
<211> 677
<212> ADN

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 3

cgatacatcce
gctgtcgcag
ggaggtatct
gccgaatttt
cgtggtacga
tgattggege
tgctggccat
tcecgtatcac
acatccggoy
gtaccgageqg
ccgegacggt
tcgtggectg
<210>4

<211> 926
<212> ADN

cgtggtacga
gtatcggcge
gcctgtegge
cggcgeeggy
gagcaacecca
aggatgtgca
ctctgccectta
ccoocgeggeg
tgagcatgtc
gttgcaagtc
gatgctcgga

aaagacg

ggggaatgtg
gggcagtgca
gccgetgegg
gtcaggegga
tacatggoga
cceggtaate
ttggtgggag
ttgacecgtge
cgttcgatcg
gaagtcgect

atgtatctga

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 4

tcgaacggac
cggtcaacge
ccaccaataa
taccgggtge
ccatgtatgg
goctgaccoe
cagcggegec
ggcatagtge

ttgccatcag

atgctcacgeo
cgegggggtyg
ggcagagatyg
acatcctgeg
gttgcteteg
ggcgecgaaa
gacaggcaga
accaccgacg

caacggtecc

cggatgtcgg
atacggagaa
gccagcagaa
ccaatcatgg
taccacggaa
attcggogge
taccaagccg
gcgtaacgea

gtgtteggtt

ES 2 650 066 T3

cacgacgcgce tggtaaagaa cagcggeggg

ttgccaggce caccggegge caggtgtget

ccactggcag accctgacac ctecgtagac

gat

tacgtcttga
cccggcaatc
tcggegtegg
ccgggcagga
ccttgotgbt
cggegtgget
tctcectetg
ggatcgcaga
agccaaaget
accagceccge

gegttcaace

tcaactcact
gggatcggeg
tggcccecgeo
cgategegat
gatagcggea
cgctcoccata
acccaaccag
gttteggtac

ctegggatag

acgtgectgtt
ccgcecgtgget
catcatttat
gattgtctge
cccecctaate
gtggtacgge
gatctggcge
gcgcggeagt
cgtcccgage
cgatgtcage

gatcaacctg

gcogegectet
ccagatccag
gtaccacagc
tagggggaac
gacaatctce
aatgatgeeg
cacatttatg
acgacgttte

cgecgtggta

38

cccattgecte
tcggttcatc
gggagcggcec
cgctatcttce
gogatcgeoca
ggggccatte
cgatcccttc
gagttgaccg
gtggcggccg
agcgaggcega

atcaacgeecce

gcgatecgea
agggagacte
cacgccggat
agcaaggteg
tgcceggtee
acgeccgaceg
cccgccaaca
gctgtattac

ccecogaggac

420

480

540

573

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

677

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

15

gttggatttg
gaatcgtgta
atcctcgatt
gtccocegege
tteggoegoeceyg
gaggcctcga
tcggcacgac

<210>5
<211> 593
<212> ADN

tcaccggacc
acgcggtcac
gtgacgtgct
taccgggacc
actgeaactg
cccgatgcecat

aaacccacac

cgatcgagtyg
tgttagttgce
gtcgatggtg
ctecgegtget
ctggtcagac
cgtcaacacc

acgaac

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 5
tttggcecac

cactgeeggg
gtogeoccege
ggagctgeca
ctacaacctc
acggctcgac
ccagagaatc
catgatgacce
gcaaaaagtg

cgactgacce

<210>6
<211> 941
<212> ADN

ttcgeggeca
ggceggeatg
agcgggtatg
gatctgetgg
accgaatggg
ggatacecgeo
accctcetgg
gcggecggec
gacgccegeg

tgtttaacct

agacgggage
cccegeoget
tegatggage
cagtgctate
caacggcgcec
gccagecoggt
tggtttcace
cgaacaacgce
agtagaccat

gacttcacgg

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 6
cttgeocgatyg

ccgcgcatag
ggccttgeee
gtcgegatac
ctgogecgeg
ggtggtcage

gttettgate

coccgggagea
taattcgegt
gccteggect
cggctgatga
cgegectegyg
ggcttgeegg

gocggocaact

gcgactgeac
tggcgaccag
gcaggagatc
catcgacgcg
cgaaggcgge
tgaagacctc

ggcgeaggeg

ES 2 650 066 T3

gtcagccaga
gcgatcageg
ccgagttcat
gcggtgaatt
agcatggcaa

gegtttgege

gtcaatatgg
acacacaccg
gtggtggceg

ggtteggett

agcaaaattg
tcacaccgte
gecacaccgac
cttgacggte
gtcggeccaca

tgcatttteg

cgtgegogge
gtcgacgatc
catcaggaac
ctcgetgace
ttegacgtet
gtegategte

gtcgaagace

cacccgatece
tctcecegttce
gcgcgatctg
ctcgatgcag
atactteggyg

aaaacacgtc

cgecgeatga
cgectgegec
catagtgacg
ggtccegtyyg
gcgttcggeo
gaggtgctey
gaaaacgatg
gcgaacctea
tcacgcatca

ccgaccatge

ttcagcaggt
tectectgtyg
tegeggttcet
ggacggttcg
toeggecgtge
ttggtetgge

toggetgacg

39

atccatecggt
ggccgtgatyg
gatcgcgage
ttcacggcat
tggatccage

gatacatggg

cgaccacaca
tgaaaccgaa
acctgacggce
gtegtgteat
cgcagacggt
ggctcaatog
cgcacaccgt
tgatcagegg
gogecggatt

gcg

ccgoggagac
cggcccateg
cgacgaccag
cccagtcgge
cgacggggat
gtgcggtgge

gtgcgggcat

600

660

720

780

840

900

926

60

120

180

240

300

360

420

480

540

593

60

120

180

240

300

360

420



10

15

gtegtcacct
gggggtctce
tgagtccgaa
caggcaggtyg
gtegeegtge
tgacctcgcg
ttttgecgeg
gattccatgg

aacctegegg

<210>7
<211> 602
<212> ADN

ctcaaaaagc
ggtgeecegtyg
ggctttgaga
ctctcacaca
cgccccaacce
tcgatceteg
gttegtaaac
cgattacega

cegeactgga

gcaggegtcee
ggoettgtttt
actcatgtag
gatgatacgg
cgcgggeege
ccactecgege
cegaectgte
agtacctgaa

cacgatcegt

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 7

ctgaccgect
ttggctgtte
tgcggogecce
ggtcegtggt
agatcgetge
ggcactcaga
cccaggcgoc
aagtctecgac
gcgacatcgt
acgcgecgea
tt

<210> 8

<211> 1346
<212> ADN

cagtcgatga
gccggcgacc
gtcaccaaag
gtcgacggce
agtaagaaca
aacaacttecg
gtgtggacge
tecggtgtegg
ccggectacge

gacacgeccoag

agatgggecat
acaacgttca
tacgtgtggt
ggacccacca
ccgcecggage
ggcgtgacga
cgagcgccga
geccttecagee
acgacattcc

tgacccacct

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 8
caacttcgaa

aaagaacagce
ggcggecagyg
tgacaccteoe

acggcagege

tcegecgace
g9cggggtygy
tgtgetegaa
gtagacceca

ggtgtgaatc

ttcggeocegy
acctgatecac
gaccecgataa
gtgogetgaa

caggtattgc

ES 2 650 066 T3

Aaaacaccag
gagcggetat
cctegggtat
ccgtccaceg
ttttectagat
gtaaccaccc
cgcatgoete
tacgcccace

tgcgacgteg

gaacacacac
tgtggaaagc
ggtgatgtcc
attegtatge
cggtgatgcg
atcecgggecec
ccggtcgegg
accgatgatg
cgaaatcggt

gtogeggtag

gattggacge
cggaccaggce
cgecatogge
ccccaagaac

ggttgatgte

actattgget
cacegagtgy
cgaccaaccce
gaccggtagg
cgagaagttc
acaagatcgg
cgotcageoe
tecagegatga

a

cgaagcacga
cggatgtteg
gctcagggge
cgatttgttt
ttgteeggge
agtcatgctt
tcateccgaga
ggacacgttt
gcgtetecteg

acacgtccogg

ggtgectcacg
tcgagtttge
cgoggecocac
tgagttgatt

ctegtegatg

40

ctgcgatgee
aagacgctga
acgagecgat
tcceggacge
gccgettate
acgtgacccc
gaatcotcact

cgacgtcgag

gaacgagatc
cggccccatt
atggcgataa
tcgaaccgece
ttgaagcceca
ggacgeccctg
tcacacaaac
cccacagata

tgcacaaggt

acgtttegtt

acgcgetggt
caggcccace
tggcagacce
acgegaaace

gtgaagaaaa

480

540

600

660

720

780

840

800

541

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€02

60

120

180

240

300



10

tcggocgeact
cgacgcegec
attggtagtt
tgatgggett
cgctatagcece
getgaggggy
gaccggccaa
catcggtgge
accgatagtg
tegttegget
ctgegegete
tagcogaage
cagcagggag
cagtgcagga
cgcteggtga
ttcgcgecte
cgccaaccct

ttgctegget

<210>9
<211>1219
<212> ADN

ctggecgecyg
cgcgtagccc
actgacaatc
ggcgecgaac
ggcggcecgyg
agoggeggea
cgtggcggcg
ggcagagggc
ctgogcoccagt
ataaccacga
ggcgatgege
atcggeocggt
ggtotttagt
gcacgactgt
ttggegtege
tacggcgaac
gtgagatcaa

cgaagggegt

cctgecgegy
cgcgtgaagt
accaaacccg
gaggagcecgg
atctgctgeg
gtegetgteg
tagogecageyg
aaattgogea
cgaaacgcgg
aaggacatge
atggteggeg
caacatcecat
cacgatggea
gctgtggeeg
cgcggocgea
ggaaccttga
cgtcegecte

cgtact

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 9
tgaatacatc

tgegggocaa
cogoectgoge
ggacggtott
cgoeoecgagac
atcgggtgee
agcgtgegec
gtttcacgce
tacgcccate

gatcggegac

tcogtogegg
cocgeccggta
caggatgaag
gagtgctteg
catgacggtyg
gatcgacgtg
gaaccgattg
gtcgaagacg
gtgtegegee

atgaacggeg

acaaagatcg
tgocgocagt
gaaccegtge
atgagagcgy
togacggatt
gtcacatcge
gctteggega
acgatcacca
ggcgacgacg

atcacctgag

ES 2 650 066 T3

tgtgcaaacg
ctgacggtgt
cagctgtcag
ggcgtgacaa
ccggaatetg
gecatgcocgea
cgtogegecy
cggcgcaagyg
ttgeatgeeoe
gggagaacga
cgttggtgtt
gttggattgg
acttcacege
ctaaggatcg
atcttgacaa
gcagcggttg

gctgataccg

catccggtte
gegtggtege
aaacggatge
gatcgatcgg
cgagggecga
gtcegtctac
acacctcgge
ccacacgagt
agtacaagcc

aaacgctgeo

ccaggceggtyg
cgacceacce
tgagtcggcg
cgagacgtag
gtgtgcggea
ggctaccgat
ggagacagtg
ttaaacatgt
aaatagatac
cctacegacyg
gceggaagty
tgeatatcoc
ggetcaccot
ttaccgcaat
tggggttage
accatcagcg

caaatgccgce

gacgectcace
cecgettgeca
caagcgecgg
ccgecegate
gaggggacac
cgatgcgatt
gggacccgcea
tgttgcgttg
ggagggtgte

ggataagtgg

41

cgegcatecg
ggcttgeegt
taggaccgag
ttgaccaccc
aagtcgatca
gocggcaccca
cgcaatggca
gactgttgtt
caagtggtga
ategeecegeg
atggtgggea
tecogegoag
goetegeogeg
cgtgatcecteg
ccgacgeage
cgcggactge

atcgatagcc

tcggggaaga
ttgagcagge
gtecggeccg
agtgtgtcac
gtcacagega
togagegaat
acgtccaaca
gccteocgeca
acaacgtgtg

cggegtgege

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1346

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

15

gacgctggac
tettgteage
cagcgggtgyg
aatggtggty
cgcgtgegeg
acggecttge
ggggtcgagt
ctecgategte
cazacgatag
tccagecatgg

caggcctogt

<210> 10
<211> 1122
<212> ADN

tcacactgceg
gcgtgacatc
ctgaccacgc
goectgatagyg
ccggtgagag
tggactacgt
cggagatgga
tcgattatgt
gtccegeoace
ctgaggtcga

cgocagacge

acaaagaaat
atcgtgaacg
gactattcte
coggeacgey
togtgttetg
cggtgaacgyg
getggectac
gceggtgeeg
ggacegectt

gcecgetegtt

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 10

aagagtgcaa
tccaggaaca
tggccacteg
aatatgcagt
gtggectgag
tgaggtgatc
acattgatga
gggttgageg
ccgeggegat
tcttggattg
ttttggeoega
acaccggtgt
cagagetgga
gggcgccgca
ggacccgeta
gcagcgaccg
gcaaaatatc

ccgecocactt

tgcggegetg

<210> 11
<211> 1119

gatcaagatt
atggaccatg
gcgattctga
gttaccggga
gcaagctttg
gacggctcgg
tgagttgecac
ccagacaaag
tcacegeett
gatccgegac
tacateggtt
tcecaccgta
cocatggttyg
acagttacgc
tcggtgggea
tgtgttctta
cggacttgte
ccgegtgaac

gatgcgegee

gcggeaacgc
cgcagcgaceo
aggcatgaca
atccggacgg
gccatgacat
cccgttegac
gatcagttge
tgtcaggtca
gttctegatg
gagcegtggg
ccagegeocga
ttgatgaccg
gacgoeogtca
cggtgggage
tgggaacgeg
caccgcgatt
gactgggtct
ctggecatgce

ageggccagt

ES 2 650 066 T3

tcaccggggg
acgcctggeg
gacaccgtgyg
gaatgtgttyg
gtacttcatg
geegeegget
geegeggtge
caacgegacyg
ctecgtegggt

tgtttggtcg

tccttaacgg
gtcecectoga
tegggactgg
ttcegegate
cgactccocte
aggataaggc
gtgetecagt
ttgcgcageg
accgaagcge
ctectgegaa
aggtgattge
cactgccacg
tegacgteat
cttacccgec
cegtcaccac
ttcatccecgg
cgtegtgege
accacggaca

ttgaatacca

cggaacctgg
cccgaacage
acceggtgte
cgetggaaca
gagagccggy
gtegegtceat
accagttgtg
ctttgagcac
tggeggtgtt

acgatctgeca

tcgcagcaca
aatcgeogete
cgccgaatac
gcacgtcogeg
tgatgtggaa
gatgececgceg
tocaceggge
gccgttggaa
tgtgatcctg
cgaggtactg
cgccgacceqg
cgecgtegtyg
gatgacgatt
ggagaacgcc
gtaccatgat
caacatcttg
cggaccegte
aggcgtcgea

cc

42

gggctcaage
atcctttgge
gocgecacygyg
getteteace
tgtcggtaag
cegtgecage
cgeggegatg
ggcattgggt
gaacatgttc

gtggctegac

accteeccge
ggcattgoge
gacggatteg
gttaccgttg
ttaatecgeoce
tacggattcg
gtactggeat
ggcggecagt
cagcgatteg
gtettaggte
cacggacagg
tgggacccac
catgecatac
ccaccggcgt
gtgcgeccaa
tggcagcaag
caggaggata

gatcgecttec

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1219

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1122



10

15

20

<212> ADN

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 11
gcttettteg

ggcaatcggt
cacatcgate
gccacgacga
ggttcoeggat
tcagatgact
ctgtgggtea
tacggtgctt
gcagtggccg
ccatctecaag
catcaacgtyg
ggcgggtgac
ttggcacggy
gcecgaceea
gagctatccg
cgtgacattg
gcaccgeccg
aaaccgggcet

acacgaggta

<210> 12
<211> 395
<212> ADN

gcaccgacgt
tgcggcaggt
aaatcgggga
cgogoegtgga
ggtccggaaa
tcgacaccaa
gggtettetg
ttgctcgagg
ctgaacttgg
ggcagatcgg
atggtgtggg
gaagcctgygg
ccggcagtct
aatccgatcg
agcaacaacg
cgaaacgggc
aacatgacag
acggeggtcg

gttgtttege

gocgegacea
gaatceccgac
gattgegtga
cgocctgtga
gocgacacte
tgccggcacc
gateggtegt
ccggtgaaac
gtagecgageg
tgetgetgte
ctcggggaca
gctatgaatc
cegccegegg
ctccggecat
gogcecatgat
tgcggcagtc
tcctecacegg
agttectegea

ttggggcgat

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 12
cggcggatce

cttegeggeg
gctcatggga
tagcactggc
ttggcgcaac
cggtaataga
cgatggtgac
<210>13

<211> 902
<212> ADN

ccttggtegt
gcgacgatct
tgggccgtat
gcgecateccte
ggcatacgtt
tectggegac

cgcacaacag

tgcacgaggce
gettggeegyg
cctcgtacgg
ctaacaacac
gttcectcaat
cgcteccact

atttgccegt

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 13

ES 2 650 066 T3

ctgtggeceg
tgececgatgtt
gcacttcaaa
acgggcatca
caacggattt
cgaggttgce
egccggtaegy
cgatgatgtt
tgactggtgt
gatggggaag
tcgaagecgac
ggtgcttgac
caccggggygc
cgtcgaggcc
ggaccgegge
cgtgtatcgce
tgcgacggtg
caacgatcgg

caacacgcc

gaacgagaat
ctegatcace
attcgtcgat
ggcegacgaca
ggtggtgttg

cegggtegat

atgcg

gtagcgacga
gagagccaag
caagggcatt
geggetgete
cagegtegte
gcgegctacg
ctttoggaga
tcggecagtcee
ttegtctege
gtgctceggeg
tgggactact
atctaccgtc
cccatgtccg
gctcgctege
ggcggcegcag
tcctacgttc
actcggttgg

acgeaccagg

gcccegetga
tgcgecttgg
cccgeggeat
actagcgaac

agcatcgaaa

gacggcagye

43

accaatcctg
gattccattc
ttegetegac
ggccaaaceqg
gaagccogeyg
acttcgtgat
atccggacgt
acgatcccac
agccgagcgc
gggggtagag
tcgcaaccca
gcattgagga
tgacgtcccc
tggggatccc
cgctcttgga
atccgcacct
tcgtcggeceg

tegtegeage

cgcecctocag
tctgategte
gtggtttgtg
tgatcagcgc
acatggttgt

gtgtgcggge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1119

60

120

180

240

300

360

395



10

cccaacacgce
ggcatcgage
gagctgeogee
tgggtgccge
ggtcgtgaca
cgcgectgaa
tcggeagata
cgaccacaga
gocataaggy
cgecegtegy
cgcctcacca
tgggcgacgt
gacggatcct
atggattccc
tcagecggett
ca

<210> 14

<211> 952
<212> ADN

ccacgctgga
acgtcggtat
gcaatccocca
cggaaacctt
tccacgeggt
caggccaccg
gatgtccacyg
aggctagccg
cttetgegaa
tcegeacgge
ccgtecgegtt
cgatccgtag
ttctettgat
cgccgtataa

cacccgegyy

agcgatgaca
cagcaccgac
cotgttegac
tgtgacactc
cctcggtgge
gcgecatcact
atggegeceyg
cacgacggcc
cgggegatyge
gacactggtyg
cgcgtgaatc
ccgggtgecce
gctgtegetg
cggcgaatag

cccagaaagg

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 14
gacgtgacca

ttgacggtca
tcactgetgt
gggcaacggyg
gccaacgteg
acgactgact
ctgteocggtyg
gtcttgetga
gaagaactcg
gttcgegagy
ategtegaag
gecgaattgy
tgacagcgat
gaaccgcatg
gatggttctg

gocoggocea

<210> 15

agcagtacgg
actcoggtga
cgetgatege
tggecttgat
agttggeett
tgttgcaaac
gcatgcagca
tggacgagcc
agcegcatogt
cagtgcgact
agatcgeggt
cctecegeat
ctecgetacca
cggatcaggt
ctgatctgge

ggaaccgteg

ccggggecgyg
attegtotge
cgggatggac
gttteaggaa
gcgggegege
ggtcggettyg
gagegtogea
gttcggggceyg
tgacgaacge
cgecgategt
ceceggtggey
ctecacccag
agagtcaccg
cggtgctgge
agctcgtgta

cggccaacct

ES 2 650 066 T3

cggcaccteg
ttctgttteg
gccagctaca
ggtgagcacc
aacttctatc
tcacggecagt
cgtceteggg
gatggtcgeg
gtggtgtttt
ttcacceggg
agcgccacgt
ttgaggagct
atccgggaca
gggccgaagt

ccgtcgaceg

tcggecgtea
gttgtggggg
caaccgteceg
coggcactgt
teggtgeege
gctgactttg
ttggegogtyg
ctggatgece
ggactgaccyg
gtegtattge
cggegecaca
ctacggaacy
gcctgecateg
ggcgatgegy
cctcagecggg

ctggcagcgg

aatacgccgt
acgccgcocga
cccgetgggg
tgcggggaag
gggtggccaa
tcgaccttge
cgtggecatt
gccttcagga
gcgaagacge
cattgegeceg
cgggtgtgag
tgcggaacag
actgaaatge
gtegggtteg

atcgatgttyg

cagcecctcoga
cateoggetyg
ceggegaget
teccatgget
gocogeaacg
ccgacaaccyg
cgctegeocca
tgacccgtga
tegtgttegt
tcagecegeg
gagtcaacaa
agggaaaccy
acgccogcaag
gecgaaagtet
tggaagccgt

ctgeatgagg

44

cgacctcgte
tttcgccaac
cccgatccag
gggatggaac
acaagcctgg
tggccageca
cttageetea
aaagaacctg
gagcaaccag
gttgegtege
aaaccggagc
cggggegtac
caagtggacc
ttggtgatga

gogacaacygg

ttccatcace
cggtaagage
cagcaccgat
gacgteggece
cecgecagegg
tcctecatcag
agacgccgac
tcegectgeac
tacgcacaac
goccggtege
cocgggegtt
tggcggtget
cgccogeacec
ttgecegtege
cattcgtget

cc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

g02

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

800

952
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<211> 460
<212> ADN

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 15
cgaagatcaa

ggtgcggatt
gaacgtcage
aagccacacyg
ccacgggteg
ccaccctggg
ctcataggte
aagctgcaga
<210> 16

<211> 22
<212> ADN

attecgeeogece
tcgetgacgt
caaagacact
atggtgagca
tecgetgeggt
tecegtggtgg
agctggette

cgggateget

<213> Artificial

<220>

acatccacceg
aatagacgag
tgatccgega
tgatgeccgac
agcgggtatc
cggtccacag
ccgoegteoag

gctcteceocet

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 16

cgtggtgtag tagtcagcca ga

<210> 17
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

22

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 17

aaaaacggat cagaaggaga c

<210> 18
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

21

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 18

gcgaacttgg ggaatgtg

<210> 19
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

18

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 19

cgaaaccgca gtcgttct

<210> 20

18

ES 2 650 066 T3

tcagegtegyg
ggtcceggtyg
ctegtegggt
gagcactgcg
ggcecaggecyg
gttgaacggg
agggatgtag

tceoetteecg

gggtagetgt
agcagcaccg
aaatccttge
ccgaattcca
tactgecace
tgaccgagea

atcagtgtca

45

cgttgaagece
cgacgccgaa
gcaacaaacqg
ggccgaagat
acagceaceg
agaacggcaa

goteggecage

60

120

180

240

300

360

420

460
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<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 20
ggccatcatc agcaagacc 19

<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 21
atgaacacac accgaagcac 20

<210> 22
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 22
gcgaacgaca tccagatt 18

<210> 23
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 23
accgtggtgg aacgagac 18

<210> 24
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 24
gcctcagate ctectcagtg 20

<210> 25
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 25
gcgagcgttc atggaataa 19
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<210> 26
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 26
gacgcgctgg taaagaaca 19

<210> 27
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 27
ctacggaggt gtcagggtct 20

<210> 28
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 28
agagcgcggc agtgagtt 18

<210> 29
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 29
gatacattcc gagcatcacc 20

<210> 30
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 30
atacatggcg accttgctg 19

<210> 31
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 31
gccagatcca gagggagact 20
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<210> 32
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 32
ggcgtcggca tcatttat 18

<210> 33
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 33
cacatcctgc gccaatca 18

<210> 34
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 34
ctcccaccaa taaggcagag 20

<210> 35
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 35
gaccgggcag gagattgt 18

<210> 36
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 36
gcgcctgaaa ccgaagtc 18

<210> 37
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido
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<400> 37
aagccgaacc gatagcact 19

<210> 38
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 38
cagagaatca ccctectggt 20

<210> 39
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 39
tggccgacat ggtctactc 19

<210> 40
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 40
ccgtgggctt gttttgag 18

<210> 41
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 41
ggccgtatca tctgtgtgag 20

<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 42
cgtaaccacc cacaagatcg 20

<210> 43
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido
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<400> 43
gggcgtattc aggtacttcg 20

<210> 44
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 44
gcgataccgg ctgatgac 18

<210> 45
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 45
cacgccagac caagacga 18

<210> 46
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 46
gcaggagatc catcaggaa 19

<210> 47
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 47
aggtcttcac cggcaagc 18

<210> 48
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 48
tacgtgtggt ggtgatgtcc 20

<210> 49
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

50
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<223> cebador de oligonucledtido

<400> 49
cggcggtgtt cttactge 18

<210> 50
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 50
gcgataaggt ccgtggtgt 19

<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 51
gcccgaagtt gtttctgagt 20

<210> 52
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 52
tcatccgaga tcacacaaac a 21

<210> 53
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 53
cgagagacgc accgattt 18

<210> 54
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 54
cagaccctga cacctccgta 20

<210> 55
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 55
agagtgcgcc gattttctt 19

<210> 56
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 56
gtagccccgce gtgaagtc 18

<210> 57
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 57
ggggatggtca actacgtctc 20

<210> 58
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 58
ggtgagagtc gtgttctggt 20

<210> 59
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 59
gtaggccagc tccatctcc 19

<210> 60
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 60
acggtcttga gtgcttcg 18

<210> 61
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 61
tcgaaatcgc atcggtaga 19

<210> 62
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 62
gtacaagccg gagggtgtc 19

<210> 63
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 63
cttgagcccc caggttcc 18

<210> 64
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 64
cagcgaccgt gtgttcttac 20

<210> 65
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 65
ggaagtgggc ggtatcct 18

<210> 66
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 66
tcgaatatgc agtgttaccg 20

<210> 67
<211> 20
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 67
ttccacatca gagggagtcg 20

<210> 68
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 68
tgagcgccag acaaagtgt 19

<210> 69
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 69
ggccaaaaga cctaagacca 20

<210> 70
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 70
tctgtgggtc agggtcttct 20

<210> 71
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 71
gagacgaaac accagtcacg 20

<210> 72
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 72
cgtcgcattg aggattgg 18

<210> 73
<211>19
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 73
gccgttgttg ctcggatag 19

<210> 74
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 74
gatgggccgt atcctcgta 19

<210>75
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 75
ggatctatta ccgacaacca tgt 23

<210> 76
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 76
gatccccttg gtcgttge 18

<210> 77
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 77
ccagtgctac acaaaccaca 20

<210> 78
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 78
gccattctta gectcacgac 20

<210> 79
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<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 79
ctggttgctc gegtctte 18

<210> 80
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 80
ctgttcgacg ccagctacac 20

<210> 81
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 81
ggccacccga tagaagttg 19

<210> 82
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 82
ggtggccttg atgtttcag 19

<210> 83
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 83
agctgatgag gacggttgtc 20

<210> 84
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 84
cgccacagag tcaacaacc 19
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<210> 85
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 85
cgagatcgct gtcaagcac 19

<210> 86
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 86
agcggacgac tgacttgttg 20

<210> 87
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 87
tcttcgtgca ggcgatca 18

<210> 88
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 88
tttcgctgac gtaatagacg a 21

<210> 89
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 89
ggatcttcgg cctggaat 18

<210> 90
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 90
acggcaactc ataggtcagc 20
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<210> 91
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 91
gaagggaagg ggagagca 18

<210> 92
<211> 116
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleotido

<400> 92
cgtggtgtag tagtcagcca gaacacgggce ggccatcagg ccggcecgatge ttecccecag

aacgactgecg gtttcecgecega attcaggecac actgagtcte cttctgatce gttttt

<210> 93
<211> 169
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 93
gcgaacttgg ggaatgtgcg gactggggec atggggeact ccgceggeggg ccactgggeyg

ttcgggcaga acgtctcgtt ccaccacggt caccgtggtyg tagtagtcag ccagaacacg

ggcggccatc aggccggcega tgcttcccce cagaacgact geggtttceg

<210> 94
<211> 165
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 94
ggccatcatc agcaagaccg tggcgaggec gtgcaggaca agttgtcgca aaacgacatc

caggecaage gagtegtcecca atteggtcega ccgegaataa tcecgggatca caaagcogata
gcgctctgag ccgaatctcecg ttctegtget tcecggtgtgtg ttceat

<210> 95

<211> 200

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 95
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gcgaacgaca tccagattcg cgataggtca ccgtccttcce acactecgoge tcccatcogeco

accaactcat cgaggagccc ggggaacagce tcctccatgg tetgegtgge gegaacttgg

ggaatgtgcg gactggggece atggggcact cogeggeggg ccactgggeg ttegggeaga

acgtctcgtt ccaccacggt

<210> 96
<211> 166
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 96
gecctcagate ctcocctcagtg agcacggoct ccagegggec tgattcatca gatgaacccg

gcgtagttct gccocgtctggt gcataagccc acaccagcecce tgggtcagat tgcaccgcaa
catctttgat gtcggcgett aaccgactta ttccatgaac gectege

<210> 97
<211> 145
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 97
gacgcgetgg taaagaacag cggcggggtg gacctgatca ccggaccagg ctcgagtttg

ccaggcccac cggceggccag gtgtgectcga agacccgata acgccatcgg cegcggecca
ctggcagacc ctgacacctc cgtag

<210> 98
<211>170
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 98
agagcgcegge agtgagttga ccgacatecg gegtgageat gtecgttega tcgagecaaa

gctocgteccg ageogtggegg ccggtaccga goggttgcaa gtcgaagtceg cctaccagece
cgccgatgtc agcagcgagg cgaccgcgac ggtgatgectc ggaatgtatc

<210> 99

<211> 149

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 99
atacatggcg accttgcectgt tcccecctaat cgegatcgee atgattggeg caggatgtge

acceggtaat ccggegtgge tgtggtacgg cggggecatt ctgctggeca tetetgectt

attggtggga gtctccetct ggatctgge
59
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<210> 100
<211> 166
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 100
ggcgtcggeca tcatttatgg gagcggoocge cgaattttcg gegecocggggt caggoggacco

gggcaggaga ttgtctgeccg ctatcttceg tggtacgaga gcaacccata catggcgacc
ttgctgttce ccctaatecge gatcgeccatg attggcgcag gatgtg

<210> 101
<211> 182
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 101
ctcccaccaa taaggcagag atggccagca gaatggocoee geocgtaccac agoccacgocg

gattaccggg tgcacatcct gcgccaatca tggcgatcge gattaggggg aacagcaagg
tegecatgta tgggttgete tegtaccacg gaagatageg gcagacaate tcctgeccegg
tc

<210> 102
<211> 115
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 102

gcgectgaaa ccgaagtege cccgecagegg gtatgtcgat ggagegtggt ggecgeatag
tgacgacctg acggcggagce tgccagatct getggcagtg ctatcggtte ggett
<210> 103

<211> 157

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 103
cagagaatca ccctectggt ggtttcaceg cacaccgacg aaaacgatge gcacaccgte

atgatgaceg cggceceoggecce gaacaacgee ttgacggteg cgaacctcat gatcageggg
caaaaagtgg acgcccgcga gtagaccatg tcggcca

<210> 104
<211> 137
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> sonda de oligonucleétido

<400> 104
ccgtgggett gttttgageg gectatcaccg agtggaagac gctgatgagt ccgaaggett

tgagaactca tgtagceccteg ggtatcgace aacccacgag ccgatcagge aggtgetcte
acacagatga tacggcc

<210> 105
<211>128
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 105
cgtaaccacc cacaagatcg gacgtgaccc cttttgoccge ggttcgtaaa cccgocctgt

ccgecatgect ccgetcagec cgaatctcac tgattccatg gegattaceg aagtacctga
atacgccc

<210> 106
<211>170
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 106
gcgataccgg ctgatgacat cgacgcgetc gectgaccgga cggttcocgcce agtcggectg

cgecgegege goctcocggega aggceggctte gacgtctteg geegtgocga cggggatggt
ggtcagcgge ttgeccggtga agacctcegtce gatcgtcttg gtcectggegtg

<210> 107

<211> 189

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 107
gcaggagate catcaggaac togeggttet cgacgaccag gtegegatac cggetgatga

catcgacgeg ctegetgace ggacggtteg cccagtegge ctgogocgeg cgegectegy
cgaaggegge ttegacgtet teggeecgtge cgacggggat ggtggteage ggettgeeqgg
tgaagacct

<210> 108

<211> 126

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 108
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tacgtgtggt ggtgatgtcc gctcaggggce atggcgataa ggtccgtggt gtcgacggeco
ggacccacca attcgtatge cgatttgttt tcgaaccgec agatcgetge agtaagaaca
ccgeeg

<210> 109
<211> 150
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 109
gcgataaggt ccgtggtgtc gacggccgga cccaccaatt cgtatgoccga tttgtttteg

aaccgcecaga tcgetgeagt aagaacaccg ccggagecgg tgatgegttg tccgggettg
aagcccaggce actcagaaac aacttcgggce

<210> 110
<211> 130
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleotido

<400> 110
tcatccgaga tcacacaaac aagtctcegac tcggtgtcegg geettcagec accgatgatg

ggacacgttt cccacagata gcgacatcgt ccggctacge acgacattcce cgaaatcggt
goegteteteg

<210> 111
<211> 139
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 111
cagaccctga caccteccgta gaccccagtg cgctgaacce caagaactga gttgattcceg

cgaaaccacg gcagegeggt gtgaatccag gtattgeggt tgatgteccte gtegatggtg
aagaaaatcg gcgcactct

<210> 112

<211> 168

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 112
gtagececcege gtgaagtetg acggtgtega cccaccegge ttgeegtatt ggtagttact

gacaatcacc aaacccgcag ctgtcagtga gtcggecgtag gaccgagtga tgggettgge
gccgaacgag gagccggggce gtgacaacga gacgtagttg accacccc

<210> 113
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<211> 138
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 113
ggtgagagte gtgttetggt acttecatgga gageccgggtg teggtaagac ggecttgetg

gactacgtceg gtgaacggge cgceggetgt cgegtcatce gtgecagegg ggtcgagteg
gagatggagc tggcctac

<210> 114
<211>172
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 114
acggtcttga gtgcttegat gagagecggga tegatcggec goeccgatcag tgtgtcaceg

cccgecgacca tgacggtgtc gacggatteg agggccgaga ggggacacgt cacagcgaat
cgggtgeega tcgacgtggt cacatcgogt cecgtctaccg atgcgattte ga

<210> 115
<211> 148
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleotido

<400> 115
gtacaageccqg gagggtgtca caacgtgtgg atcggcgaca tgaacggcga tcacctgaga

aacgctgecg gataagtgge ggegtgegeg acgetggact cacactgega caaagaaatt
caccggggge ggaacctggg ggctcaag

<210> 116
<211> 131
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 116
cagcgaccegt gtgttcttac accgecgattt tcatccocgge aacatcttght ggcagceaagg

caaaatatcc ggacttgtcg actgggtctc gtcocgtgocgec ggacccgtcecc aggaggatac

cgcccactte c

<210> 117
<211> 113
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido
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<400> 117
tcgaatatge agtgttaccg ggaatccgga cggttccgeg atcgcacgte geggttacceg

ttggtggect gaggcaagcet ttggccatga catcgactcece ctectgatgtg gaa

<210> 118
<211> 184
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 118
tgagegecag acaaagtgte aggtcattge gcageggecg ttggaaggeg gecagtcege

ggcgattcac cgecettgttc tcogatgaccg aagegctgtg atcctgcage gattcegtett
ggattggatc cgcgacgagce cgtgggctcc tgocgaacgag gtactggtcet taggtctttt
ggcc

<210> 119
<211> 169
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 119
tctgtgggte agggtcttct ggatcggtcg tcgecoggtcg gettteggag aatccggacyg

ttacggtgct tttgetcgag geccggtgaaa ccgatgatgt ttcggeagte cacgatccca
cgcagtggcece gctgaacttg ggtagcgage gtgactggtg tttegtete

<210>120

<211> 156

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleotido

<400> 120
cgtcgecattg aggattggca cgggccggea gtctecgocce goggcaccgg gggccccatg

tcegtgacgt cccegecega ceccaatceg ategetcegg ccategtega ggeegetege
tcgectgggga tccoccgagcta tccgagcaac aacgge

<210> 121

<211>185

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 121
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gatgggcegt atcctegtac ggattegteg atcccocgegge atgtggtttg tgtageactg
gcgcegeatece tcctaacaac acggcgacga ccactagcga actgatcage gettggegca
acggcatacg ttgttectca atggbtggtgt tgageatcga aaacatggtt gteggtaata
gatcc

<210> 122
<211> 184
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 122
gatccecttg gtocgttgeocac gaggcgaacg agaatgoccce goctgacgcce tccagetteg

cggcggcgac gatctgettg gecggetega tcacctgege cttggtetga tegtcegetca
tgggatggge cgtatcectcog tacggattcg tcgatccoccocge ggcatgtggt ttgtgtagea
ctgg

<210> 123
<211> 136
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 123
gccattctta gcctcacgac cacagaaggce tagccgcacg acggccgatg gtecgoggect

tcaggaaaaqg aacctggeca taagggcette tgegaacggg cgatgegtgg tgttttgega
agacgcgagc aaccag

<210> 124
<211> 147
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 124
ctgttocgacg ccagctacac ccgectgggge ccgatccagt gggtgocgec ggaaaccttt

gtgacactcg gtgagcacct gcggggaagg ggatggaacg gtcgtgacat ccacgceggtce
ctcggtggca acttctatcg ggtggec

<210> 125
<211> 174
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleotido

<400> 125
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ggtggeccttg atgtttcagg aaccggcact gttcccatgg ctgacgtcgg ccgccaacgt
cgagttggece ttgegggege getcggtgoe gocgececcgcaa cgccgccage ggacgactga
cttgttgcaa acggtcggct tggctgactt tgccgacaac cgtcctcate aget

<210> 126
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 126
cgccacagag tcaacaaccec gggcgttgec gaattggect cecgecatctce cacccageta

cggaacgagg gaaaccgtgg cggtgcttga cagcgatete g

<210> 127
<211>190
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 127
agcggacgac tgacttgttg caaacggtcg gecttggetga ctttgeocgac aaccgtecte

atcagctgtc cggtggecatg cagcagcgcg tcgcattgge gegtgegetc gcoccaagacyg
cegacgtett getgatggac gageegtteg gggegetgga tgccectgace cgtgategee
tgcacgaaga

<210> 128
<211> 174
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 128
tttcgectgac gtaatagacqg agggtcccegg tgagcagcac cgcgacgccg aagaacgtca

gccaaagaca cttgatcege gactegtegg gtaaatcett gegecaacaaa cgaagecaca
cgatggtgag catgatgeccg acgagcactg cgccgaattc caggceccgaag atcc

<210> 129

<211> 104

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 129
acggcaactc ataggtcagc tggcttcceg ccgtcagagg gatgtagatc agtgtcaget

cggecgcaag ctgcagacgg gatcgcectget cteeccttece ctte
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6, o una secuencia
complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6, en donde el oligonucledtido es capaz de
hibridarse con una secuencia de nucleotidos del gen de Mycobacterium intracellulare.

2. Un cebador para detectar Mycobacterium intracellulare, que comprende un oligonucleétido que consiste en la
secuencia de nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a 47, o una secuencia complementaria a la
secuencia de nucleoétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a 47.

3. El cebador segun la reivindicacion 2, en donde el oligonucleétido estd marcado con una sustancia marcadora,
preferiblemente la sustancia marcadora se selecciona a partir de un radioisétopo, una enzima, una sustancia
fluorescente, una sustancia luminiscente o una biotina.

4. Un método para detectar Mycobacterium intracellulare, que comprende el uso del cebador segun la reivindicacion
2.

5. El método segun la reivindicacién 4, que comprende:

llevar a cabo una reaccion de amplificacion del acido nucleico usando el cebador y un acido nucleico en una
muestra como molde; y

detectar un producto de extension del cebador obtenido.
6. El método segun la reivindicacion 4, que comprende

llevar a cabo una PCR en tiempo real en presencia de una sonda que comprende un oligonucleétido que
consiste en 15 a 40 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6, o 15 a 40
nucledtidos de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 6,

en donde la sonda es capaz de hibridarse con el gen de Mycobacterium intracellulare.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que la sonda consiste en 15 a 40 nucledtidos de la secuencia de
nucleétidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 104 a 107, o 15 a 40 nucledtidos de la secuencia
complementaria a la secuencia de nucleotidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 104 a 107, y

en donde el extremo 5'-terminal de la sonda se marca con un colorante fluorescente informador y el extremo 3'-
terminal de la sonda se marca con un colorante extintor.

8. El método segun la reivindicacion 4, que comprende las siguientes etapas de:

(1) llevar a cabo una reaccion de amplificacion del acido nucleico usando el cebador y un acido nucleico en una
muestra como molde;

(2) llevar a cabo una electroforesis del producto de extension del cebador obtenido en el apartado (1); y
detectar Mycobacterium intracellulare basandose en el resultado obtenido de la electroforesis.

9. El método segun la reivindicacion 4, en el que el cebador se marca con una sustancia marcadora; y una reaccion
de amplificacién del acido nucleico se lleva a cabo usando el cebador mencionado anteriormente y usando un acido
nucleico en una muestra como molde; después de lo cual se mide una sefial obtenida a partir del producto de
extension del cebador obtenido.

10. El método segun la reivindicacién 4, que comprende:

hibridar una sonda marcada con un acido nucleico en una muestra, en donde la sonda marcada se prepara
marcando la sonda segun la reivindicacion 4 con una sustancia marcadora;

eliminar una sonda marcada libre; y
detectar una sefial obtenida a partir de un complejo hibridado.

11. Un kit de reactivos para la deteccion de Mycobacterium intracellulare, que comprende el cebador segun la
reivindicacion 2.
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[Fig. 3]
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