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DESCRIPCIÓN

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

Campo técnico

La presente invención se refiere a un método para detectar y/o identificar Mycobacterium intracellulare (de aquí en 5
adelante, opcionalmente abreviada como M. intracellulare) mediante el uso de la amplificación de ácido nucleico, y a 
un sistema de detección de la misma.

Técnica anterior

En el siguiente documento de la presente descripción, cuando se indica una base de ácido nucleico, A representa 
adenina; C representa citosina; G representa guanina; T representa timina y U representa uracilo; respectivamente. 10
Además, cuando se menciona "oligonucleótido", en algunos casos incluye "polinucleótido".

La micobacteria no tuberculosa es un bacilo gram positivo que tiene características ácido-alcohol resistentes,
clasificada dentro del género Mycobacterium (de aquí en adelante, opcionalmente abreviado simplemente como M.),
y es un tipo de bacteria ácido-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 ácido-alcohol 15
resistente, han sido diagnosticados después como micobacteria no tuberculosa mediante la prueba para la 
identificación de especies bacterianas.

Entre las micobacterias no tuberculosas, se sabe que las especies bacterianas clínicamente problemáticas son M. 
intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium szulgai, 
Mycobacterium avium, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonei y Mycobacterium 20
abscessus.

Entre todas, las cepas comúnmente observadas son M. intracellulare y M. avium. Ya que M. intracellulare y M. avium
se parecen mucho entre sí y es difícil 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 infección con MAC, y la segunda gran población es la infección con M. 25
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 30
importante en la terapia detectar la micobacteria no tuberculosa con rapidez y precisión.

Además, en los últimos años, la incidencia de una infección 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 período de tiempo. Además, desde el punto de vista del 
hecho que el método de detección/diagnóstico de M. intracellulare y M. avium mediante tecnología de amplificación 35
del ácido nucleico ha sido incluido en la cobertura del seguro sanitario, su importancia diagnóstica es obviamente 
elevada.

Además, la mayoría de las micobacterias no tuberculosas muestran resistencia contra agentes antituberculosos. Por 
lo tanto, cuando se sospecha que un paciente tiene una infección con una bacteria ácido-alcohol resistente, el 
diagnóstico diferencial de si la enfermedad es una enfermedad micobacteriana tuberculosa o micobacteria no 40
tuberculosa, es bastante importante para decidir el curso del tratamiento. Además, 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 identificación de la especie bacteriana es también bastante importante. Sin 
embargo, las enfermedades micobacterianas no tuberculosas no muestran ningún síntoma clínico específico. Por lo 
tanto, es bastante difícil diferenciar la enfermedad micobacteriana tuberculosa de la no tuberculosa mediante una45
observación clínica y una manifestación histopatológica, y especificar las especies de micobacterias no 
tuberculosas. En consecuencia, el diagnóstico de si la enfermedad es una enfermedad micobacteriana tuberculosa o 
no tuberculosa tiene que ser llevado a cabo mediante una identificación de la bacteria infecciosa.

Un método típico para la identificación de una bacteria que se realiza para el diagnóstico de una enfermedad 
micobacteriana no tuberculosa, es el examen del frotis de un esputo. Sin embargo, con esta prueba solo se puede 50
reconocer si la bacteria patógena es una "bacteria positiva para la prueba ácido-alcohol resistente" o no, y no se 
puede identificar si la bacteria patógena 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 aún más, mediante la realización de exámenes 55
bioquímicos 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, además, se requieren de 2 a 3 semanas adicionales para obtener los resultados de diversas pruebas
bioquímicas para la identificación de una especie bacteriana. Por consiguiente, el método básico convencional con el 
que se obtiene un resultado diagnóstico de si la enfermedad es tuberculosis o no, mediante la realización del
examen del frotis descrito anteriormente y un ensayo sobre un cultivo celular, es un método que conlleva un gasto5
de tiempo considerable.

Por otro lado, en los últimos años, se ha desarrollado una tecnología para la detección de bacterias a nivel genético. 
Por ejemplo, una técnica de diagnóstico que utiliza la tecnología de amplificación del ácido nucleico, tal como la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), etc., se ha estudiado como un medio útil para la detección de bacterias. 
Debido a la alta sensibilidad de este método, las bacterias se pueden detectar incluso si solo hay varias células de 10
las bacterias en una muestra. Además, este método tiene la ventaja de que la detección (identificación de la especie 
bacteriana) se puede completar en poco tiempo (en 4 días a lo sumo). Sin embargo, en el método de PCR habitual, 
el número de bacterias no se puede determinar. Además, 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 determinación positiva, independientemente del tamaño de la carga bacteriana. Por lo tanto, mediante el 15
método de PCR, el diagnóstico de la infectividad se proporcionará con incertidumbre. Además, 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 detección de M. intracellulare utilizando el método de PCR, hay un método para 
detectar la existencia o ausencia de ácido nucleico de MAC utilizando un conjunto de cebadores múltiples de un
cebador oligonucleotídico específico para 2 o más de las regiones génicas que comprenden, por ejemplo, la región 20
génica MacSequevar, la región génica de la proteína de 19 kD (MAV 19k) de M. avium, y la región génica de la 
proteína ribosómica s1 de M. intracellulare (documento de patente 1). Sin embargo, con este método, no se puede 
lograr una discriminación entre M. intracellulare y M. avium. Además, en la PCR que emplea el cebador rps1 (un 
cebador diseñado a partir de la región génica de la proteína ribosómica s1 de M. intracellulare), incluso cuando la 
cepa aislada de M. avium se utiliza como una muestra, el producto de la amplificación también se detecta; sigue 25
habiendo un problema en términos de especificidad para M. intracellulare.

Además, también se conoce un método en el que se realiza una PCR usando un cebador que es capaz de amplificar 
una secuencia de nucleótidos de ADN que se dirige a un sitio de inserción de la secuencia de inserción del gen 
IS901, y determina si se trata de la bacteria de la tuberculosis aviar (M. avium) o M. intracellulare, basándose en la
longitud de la cadena del producto obtenido a partir de la amplificación (documento de patente 2). Sin embargo, en 30
la PCR que emplea el cebador mencionado anteriormente, el producto de extensión 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 determinación sea un método específico de M. intracellulare. Además, 
el método, con el que se realiza la discriminación entre las dos especies de bacterias basándose en la longitud de la 
cadena del producto de extensión del cebador, es engorroso; y es concebible que se pueda realizar una35
determinación diferente dependiendo de una apreciación; y en consecuencia, el método no se puede decir que sea
un método de determinación fiable.

Aparte del método de la PCR, existe un método de determinación mediante el uso del método de amplificación 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 nucleótidos del gen BCG85-B 40
que codifica una parte del antígeno α 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 
reacción de amplificación del ácido nucleico por el método de SDA, y luego MAC se detecta basándose 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 cuestión de rutina, se obtiene en 45
ambos casos un producto de extensión 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
específicamente. Además, 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 50
detección de MAC y un oligonucleótido para ser utilizado como una sonda de captura y una sonda de detección. Sin 
embargo, el cebador mencionado anteriormente puede amplificar una secuencia diana de 48 pb del gen dnaJ que 
poseen comúnmente tanto M. intracellulare como las bacterias de la tuberculosis aviar (M. avium). A saber, en 
ambos casos se lleva a cabo una reacción de amplificación en la que bien M. intracellulare o M. avium está presente 
en una muestra. Por lo tanto, si el método SDA se pone en práctica usando el cebador anteriormente mencionado, el 55
producto de extensión del cebador será detectado usando la sonda de captura y la sonda de detección, y en base a 
los resultados, se puede lograr la detección de MAC. Sin embargo, la detección específica de M. intracellulare es 
imposible de lograr sin una detección de M. avium.

Además de esto, existe un método de amplificación del ácido nucleico de M. intracellulare mediante el uso del
método de amplificación isotérmica mediada por bucle LAMP (“Loop-Mediated Isothermal Amplification”). Sin 60
embargo, en el método LAMP, siguen existiendo algunos problemas tales como que la secuencia de nucleótidos 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 
diferenciación entre Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare. El documento de no Patente 3 describe 
un conjunto de cebadores que permite la amplificación de un fragmento en diferentes especies micobacterianas, en 5
donde los productos de la amplificación 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 específicamente el ADN de M. intracellulare. El 
documento US 2007/042982 (documento de Patente 7) se refiere a oligonucleótidos que se reasocian con 10
transcritos de ARNm de Mycobacterium avium inhibiendo de este modo la traducción 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 nucleótidos 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 15
a compuestos y a métodos para el diagnóstico de Mycobacterium tuberculosis, en donde una secuencia es 75,9% 
idéntica a la presente secuencia de M. intracellulare de SEQ ID NO: 6 en más de 377 de 941 nucleótidos.

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 
habían desarrollado centrándose en la capacidad para distinguir/detectar una distinción entre M. intracellulare y M. 20
avium. Además, a través de esta invención se permitió, en comparación con los métodos convencionales, una
detección específica y rápida de M. intracellulare a diferencia de otras especies micobacterianas.

Lista de referencias

Documentos de Patente

Documento de Patente 1: JP-A-11-69999;25

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;30

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; 35

Documento de no Patente 2: Saito H. et al., Journal of Clinical Microbiology, American Society for Microbiology, 
1990, 28 (8) 1 Agosto 1990, páginas 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 invención40

Problema técnico

Un objeto de la presente invención es proporcionar un nuevo cebador para detectar M. intracellulare que pueda
excluir cualquier resultado falso positivo para el diagnóstico; y proporcionar un método para detectar M. intracellulare
de forma más sencilla, rápida y con gran precisión.

Solución del problema45

La presente invención se realizó con el fin de resolver los problemas descritos anteriormente, y comprende los 
siguientes aspectos: 
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(1) Un oligonucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos 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 posición 
arbitraria se puede reemplazar por uracilo (U); y de aquí en adelante, se usarán las mismas abreviaturas), o 
una secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 6, 

en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucleótidos del gen de5
Mycobacterium intracellulare. 

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

un oligonucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a 
47, o una secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 
a 47. 10

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

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

(4) Un kit de reactivos para la detección de Mycobacterium intracellulare, que comprende: 

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

Se ha sabido que existen 28 tipos de serotipos para el complejo Mycobacterium avium (MAC) que consiste en M. 15
intracellulare y M. avium. Por lo tanto, técnicamente es muy difícil especificar una región 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 día, según el que se ha controlado por su20
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 específica de M. intracellulare de las otras 
especies estrechamente relacionadas, incluyendo M. avium. Sin embargo, cuando la determinación se lleva a cabo 
usando dicho conjunto de cebadores, la determinación solo se puede hacer cuando un paciente está infectado con 
una cepa especificada de M. intracellulare que se puede detectar con el conjunto de cebadores, y no se puede 25
realizar cuando el paciente está 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 está 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 30
PCR se lleva a cabo usando un conjunto de cebadores que es capaz de amplificar todas las bacterias ácido-alcohol 
resistentes; y, a continuación, en los fragmentos de ADN amplificados obtenidos, una secuencia de una sonda que 
es específica para M. intracellulare, se hibrida para detectar M. intracellulare. Estas operaciones eran muy 
complicadas.

De cara a la situación descrita anteriormente, el presente inventor ha estudiado a fondo, basándose en la invención 35
implicada en el documento de solicitud de patente descrita anteriormente, cómo establecer un método superior 
adicional para la detección de M. intracellulare.

Como resultado, se han desarrollado un cebador y una sonda que son específicos para M. intracellulare, y que la
pueden detectar distinguiéndola de otras especies de Mycobacterium, y además, que pueden detectar una región de 
una secuencia altamente conservada dentro de diversas cepas de M. intracellulare. Y, se encontró que solo40
mediante la realización de una PCR empleando una pareja del conjunto de cebadores seleccionados a partir de los 
cebadores desarrollados (la operación de detección en dos etapas descrita anteriormente era innecesaria), se podía 
detectar el caso en el que existiera cualquiera de los diversos serotipos o cepas de M. intracellulare, y de este modo 
se completó la invención.

Efectos ventajosos de la invención45

De acuerdo con el método para la detección de M. intracellulare usando el cebador de la presente invención, M. 
intracellulare se puede detectar y diagnosticar más rápidamente y con mucha precisión, en comparación con el 
método de identificación de bacterias convencional, mediante un ensayo de cultivo celular. Además, mediante la 
realización de la detección por el método de la presente invención, se puede eliminar cualquier resultado falso 
positivo en el diagnóstico, en comparación con el método de diagnóstico con PCR usando un cebador convencional, 50
y como resultado, M. intracellulare se puede detectar y diagnosticar con mayor exactitud y precisión de una manera 
específica. Además, mediante el uso del método de detección de la presente invención, también se pueden 
cuantificar las células de M. intracellulare.
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Además, de acuerdo con el método para la detección de M. intracellulare usando el cebador de la presente 
invención, 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 más de los conjuntos de cebadores, en un procedimiento sencillo. 
Además, los efectos ventajosos como este, hacen que la operación de detección sea sencilla y también que se 
pueda obtener una reducción del tiempo requerido para el diagnóstico.5

Breve descripción de los dibujos

La Fig. 1 muestra un resultado de un análisis de la curva de fusión obtenida en el Ejemplo 2, que se obtiene 
basándose 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. 10

La Fig. 2 muestra un resultado de un análisis de la curva de fusión obtenida en el Ejemplo 4, que se obtiene 
basándose 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 amplificación obtenida en el Ejemplo 6, que se obtiene mediante una PCR en tiempo 15
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 detección realizada con la PCR en tiempo real en el Ejemplo 4, que es una 
curva estándar representando gráficamente el valor de Ct (eje y) para el número de copias del genoma (eje x, escala 
logarítmica) de cada muestra de ADN para la PCR. 20

Descripción de las realizaciones

En la presente invención, el gen de M. intracellulare se refiere a una unidad arbitraria de una secuencia de 
nucleótidos (una región) en la secuencia del genoma completo que pertenece a Mycobacterium intracellulare. La 
secuencia del genoma completo de Mycobacterium intracellulare no se ha completado todavía.

El oligonucleótido de la presente invención incluye un oligonucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos 25
mostrada en SEQ ID NO: 6, o una secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID
NO: 6, en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucleótidos del gen de
Mycobacterium intracellulare (de aquí en adelante, opcionalmente, se hace referencia brevemente como "el 
oligonucleótido de la presente invención").

Un ejemplo específico de un oligonucleótido que comprende una parte de la secuencia de nucleótidos mostrada en 30
SEQ ID NO: 6 incluye, por ejemplo, el que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de 
SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 47, o SEQ ID NO: 104 a SEQ ID NO: 107.

Hay que señalar que el oligonucleótido de la presente invención puede ser o bien ácido desoxirribonucleico (ADN) o 
ácido ribonucleico (ARN). En el caso de ácido ribonucleico, no hace falta decir que un residuo de timidina (T) se 
puede interpretar como un residuo de uridina (U). Además, puede ser un ADN que comprende un residuo de uridina 35
que se sintetiza mediante el intercambio de una T en una posición 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 posición arbitraria,
por una T. Además, puede tener una deleción, inserción o sustitución de uno o varios nucleótidos. Uno o una 
pluralidad de nucleótidos pueden ser un nucleótido modificado, tal como inosina (I).

El método para obtener el oligonucleótido de la presente invención incluye, por ejemplo, pero no se limita a, un 40
método de preparación mediante síntesis química bien conocida de por sí. En este método, es posible obtener sin 
dificultad un oligonucleótido de la misma calidad a mayor escala, con un coste inferior en comparación con el 
método de obtención del oligonucleótido o el polinucleótido mediante tecnología de ingeniería genética, usando un 
vector, etc. (método de clonación).

Por ejemplo, mediante un método convencional de síntesis de ADN usando un sintetizador de ADN, se sintetiza un 45
oligonucleótido de acuerdo con el método convencional de la fosforamidita, y se purifica mediante un procedimiento 
de rutina utilizando la cromatografía en columna de intercambio aniónico. Y de este modo, se puede obtener un 
oligonucleótido deseado de la presente invención.

Como alternativa, utilizando el servicio de encargo a un proveedor de una síntesis a medida, el oligonucleótido se 
puede comprar en el proveedor.50

Los medios para la búsqueda (escrutinio) de un oligonucleótido que pueden conseguir los fines de la presente 
invención, incluyen el método de sustracción, 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 metodología que concentra una secuencia 
candidata sustrayendo una secuencia de nucleótidos que reacciona con un fragmento de ADN genómico 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 genómico diana.

Además, existe un enfoque tal como uno en el que se prepara ADN genómico diana y una presentación diferencial 
de productos de la amplificación de un ADN genómico diana, obtenidos a partir de una especie que se va a 
diferenciar. Es decir, es un método que utiliza la reacción en cadena de la polimerasa cebada de forma arbitraria 
(AP-PCR) (documento JP-A-11-155589).5

Adicionalmente, también con el uso del llamado método de micromatriz, la búsqueda de un oligonucleótido que 
puede alcanzar los fines de la presente invención, también se puede realizar, y el oligonucleótido de la presente 
invención se puede obtener. Una breve descripción del método es la siguiente:

Por ejemplo, se prepara un clon aleatorio de ADN genómico 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 10
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 genómico obtenido a partir de una diana de detección 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 genómico obtenido a partir de una especie que se va a diferenciar. Y la reactividad (potencia de la 15
unión) de cada Marcador-1 y Marcador-2 con el ADN purificado sobre la micromatriz se somete a ensayo mediante 
un método de hibridación competitiva, usando el Marcador-1 y el Marcador-2 en el mismo sistema de reacción. 
Mediante este ensayo, se puede seleccionar el grupo de secuencias candidatas que reacciona más específicamente 
con el grupo de fragmentos (Marcador-1) obtenidos a partir del ADN genómico de la diana de M. intracellulare (por 
ejemplo, el documento de no patente 1).20

A través del método descrito anteriormente, un oligonucleótido que se hibrida específicamente con una secuencia de 
nucleótidos de la diana del gen de M. intracellulare se puede seleccionar.

Un ejemplo del método para la selección del oligonucleótido de la presente invención usando el método de la 
micromatriz se describirá con detalle del modo siguiente:

(1) Preparación de ADN genómico purificado obtenido a partir de M. intracellulare25

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

(2) Preparación de una genoteca aleatoria del genoma completo30

Como un ejemplo del método para la preparación 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 describirá a continuación.

En primer lugar, el ADN genómico purificado obtenido a partir de M. intracellulare obtenido como se ha descrito
anteriormente (1), se diluye con una solución tampón apropiada y luego se somete a un tratamiento de 35
fragmentación del ADN, por ejemplo, en presencia de una concentración final de 20% de glicerol, mediante el 
tratamiento durante aproximadamente 1 a 5 minutos usando un nebulizador a una presión de 5 a 9 kPa. La fracción 
obtenida se purifica usando una columna de extracción disponible comercialmente.

Después de lo cual, la fracción obtenida (fragmentos de ADN que contienen los fragmentos de ADN deseados) se 
inserta en un vector de ADN mediante ligación, según los procedimientos de rutina, y se obtiene el ADN 40
recombinante (genoteca aleatoria del genoma completo de M. intracellulare).

El vector de ADN que se va a usar para este propósito incluye, en el caso de que la célula hospedadora para la 
transformación subsiguiente sea E. coli, por ejemplo, vectores tales como pBS (por ejemplo, el vector pBSII sk

+

(producido por Stratagene Corporation)), el plásmido 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 ligación, los extremos 45
terminales de los fragmentos de ADN se pueden volver romos por tratamiento con ADN polimerasa, etc., con 
antelación.

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 propósito incluye, por ejemplo, E. coli, preferiblemente la cepa 50
JM109, DH5α, TOP10, etc. Además de las mencionadas, se pueden usar células competentes que tienen mayor 
eficacia de transfección para el plásmido y el ADN del fago. Por ejemplo, se incluyen células competentes para E. 
coli JM109 (Takara Bio Inc.).
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La transformación 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.]. Además, cuando se utiliza una célula 
competente disponible en el mercado, la transformación se puede llevar a cabo de acuerdo con el protocolo 
proporcionado con el producto.

El método para la selección del transformante que se ha introducido con "el ADN recombinante en el que se ha 5
incorporado un fragmento de ADN deseado" incluye, por ejemplo, un método mediante el uso de una propiedad del 
vector utilizado para la transformación. 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 fácilmente 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 genómico 10
obtenido a partir de M. intracellulare).

(3) Preparación de la micromatriz

A continuación, 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 15
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 amplificación con PCR se purifica. Posteriormente, de acuerdo con los procedimientos de rutina, el producto 20
purificado de la amplificación con PCR se extiende en manchas sobre un portaobjetos de vidrio para micromatrices. 
Las manchas son irradiadas con luz UV (60 mJ/cm2 a 300 mJ/cm2, por lo general 150 mJ/cm2) para fijar el producto 
de la amplificación con PCR (que tiene una secuencia de nucleótidos fragmentada procedente del ADN genómico 
obtenido a partir de la diana de M. intracellulare) sobre el portaobjetos de vidrio, y de este modo se prepara la 
micromatriz.25

(4) Marcado del ADN genómico diana con colorante fluorescente

(i) Marcado del ADN genómico 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 genómico purificado obtenido a partir de M. intracellulare, por ejemplo, por el 
método descrito en el apartado (1) anterior, con una sustancia marcadora. Además, un ADN genómico de referencia 30
(el ADN genómico 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 genómico 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 35
(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 realización 40
de una reacción de extensión enzimática, se produce una cadena de ADN a la que se ha incorporado una αUTP que 
tiene un grupo amino en la molécula. Y, a este grupo amino de la cadena de ADN, se acopla químicamente un 
colorante fluorescente (cuerpo de succinimida), de modo que se marca el ADN. Para la preparación de la cadena de 
ADN antes de marcar el ADN (incorporación de una αUTP) por este método, se puede usar un kit comercialmente 
disponible, tal como el sistema de marcado de ADN de BioPrime (producido por Invitrogen Corp.).45

A continuación, se describirá 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 genómico purificado obtenido a partir de M. intracellulare, o 
un ADN genómico de referencia) se somete a un tratamiento térmico de desnaturalización de acuerdo con el 
procedimiento de rutina. Después de lo cual, al material tratado con calor se añade DTT, una solución mixta de 50
dATP/dCTP/dGTP, dTTP, Ha-dUTP y la enzima Klenow, y la reacción de extensión se lleva a cabo a 37°C durante 
aproximadamente 3 horas. El producto de reacción obtenido se coloca sobre una columna de ultrafiltración y se 
centrifuga a 14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos, y después la solución concentrada se recupera en un 
microtubo, y se seca usando una secadora centrífuga a vacío, etc. Después de lo cual, al producto de reacción seco 
anterior, se añade NaHCO3 y se mezcla, y después se deja reposar a temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos.55
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Por otra parte, se prepara una solución de Alexa555 (o Alexa647) disuelta en DMSO (solución de colorante 
Alexa555, solución de colorante Alexa647). Esta solución de colorante Alexa555 se añade al producto de reacción 
descrito anteriormente, obtenido usando el ADN genómico como referencia. Además, se añade la solución de 
colorante Alexa647 al producto de reacción descrito anteriormente, obtenido usando el ADN genómico obtenido a 
partir de M. intracellulare. Cada producto de reacción se incuba protegido de la luz a 40°C, durante 5
aproximadamente 60 minutos. Además, a cada producto de reacción se añade NH2OH 4 M y se mezcla, y se incuba 
protegido de la luz durante aproximadamente 15 minutos para obtener el producto marcado de cada ADN genómico. 
Después de lo cual, el producto marcado obtenido se coloca sobre una columna de ultrafiltración y se centrifuga a 
14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos. La solución concentrada se recupera en un microtubo, y después 
se seca utilizando una secadora centrífuga a vacío.10

(ii) Procedimiento de fragmentación de los productos marcados

Para cada uno de los productos marcados de ADN genómico en estado seco, obtenidos en el apartado i) de (4)
anterior, una solución 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 añade y se mezcla en 
suspensión. La suspensión se trata térmicamente a 94ºC durante aproximadamente 15 minutos y se obtienen los 15
productos de fragmentación de los productos marcados del ADN genómico 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 ultrafiltración y se centrifugan a 14.000 rpm durante aproximadamente 4 minutos; después de lo cual, 
cada solución concentrada se recupera en un microtubo parecido; y después se seca a fondo usando una secadora 20
centrífuga a vacío.

Posteriormente, a ese microtubo, se añade una solución de reactivo que se prepara mediante la mezcla de ADN de 
esperma de salmón y tampón de hibridación ArrayHyb, y el material seco obtenido anteriormente se mezcla en 
suspensión, y después se incuba a 95°C durante aproximadamente 5 minutos para preparar una solución mixta de 
los productos marcados con Alexa555/Alexa647.25

(5) Hibridación de la micromatriz

Sobre una micromatriz con la genoteca aleatoria de clones del genoma completo de ADN genómico obtenido a partir 
de M. intracellulare, preparado en la etapa descrita anteriormente (3), una solución 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 hibridación. Después de la hibridación, la 30
micromatriz se lava y después se seca por centrifugación a 800 rpm durante aproximadamente 5 minutos.

(6) Medición de la intensidad de la fluorescencia: desde la detección de la señal hasta la cuantificación

Empleando un escáner para la lectura de la fluorescencia, se mide la intensidad de la fluorescencia de la 
micromatriz en donde la hibridación de la micromatriz se ha llevado a cabo como se ha descrito en el apartado (5) 
anterior. En esta ocasión, la intensidad de la fluorescencia se mide por 2 canales de Alexa555 y Alexa647 para 35
obtener los datos de detección de la fluorescencia.

La cuantificación de la señal fluorescente se puede realizar utilizando un programa informático de análisis de 
imágenes de expresión de ADN tip disponible en el mercado. Y, de acuerdo con el procedimiento operativo del 
programa informático, se puede realizar un reconocimiento automatizado de manchas, cálculo de fondo y 
normalización de la relación de la intensidad de la fluorescencia.40

El producto marcado con Alexa647 utilizado para la hibridación, es un grupo de fragmentos de ADN preparado a 
partir del ADN genómico 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 genómico 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 
relación de la intensidad de la fluorescencia entre Alexa647 y Alexa555 es alta, esto indica que el fragmento de ADN 45
(producto de la PCR) en la mancha se ha hibridado más fuertemente con el producto marcado con Alexa647, a 
saber, con el ADN genómico 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 
relación de la intensidad de la fluorescencia entre Alexa647 y Alexa555 es baja, esto indica que la especificidad del 50
fragmento de ADN (producto de la PCR) en la mancha del ADN genómico obtenido a partir de M. intracellulare es 
baja, y se observa una reacción cruzada con el producto marcado con Alexa555, a saber, con el ADN genómico de
referencia. Además 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 55
baja.
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Por tanto, por ejemplo, basándose en la relación de la intensidad de la fluorescencia entre Alexa555/aAlexa647 
(Relación) detectada en la micromatriz, y analizando los resultados, por ejemplo, al realizar un gráfico de dispersión 
(gráfico de dispersión), se lleva a cabo el escrutinio para detectar una secuencia específica de una M. intracellulare.

En el análisis, el valor numérico de la relación entre Cy3/Cy5 para el ADN específico de M. intracellulare entre la 
secuencia de control positivo empleada, será un valor de referencia útil para la evaluación de la especificidad.5

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

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

Por ejemplo, (a) el ADN genómico obtenido a partir de varias cepas de M. intracellulare se marca con una sustancia 10
marcadora de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y se fragmenta.

(b) De manera similar, el ADN genómico 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 15
producto de fragmentación mencionado anteriormente del producto marcado de ADN genómico obtenido a partir de
las cepas de M. intracellulare y el producto de fragmentación del producto marcado de ADN genómico obtenido a 
partir de la cepa de referencia.

Empleando una mezcla de cada fragmento marcado, se realiza una hibridación competitiva para la micromatriz 
sobre la que se montan las manchas candidatas seleccionadas mediante escrutinio primario. Y se selecciona la 20
mancha que reacciona de forma redundante con el fragmento marcado de ADN genómico 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 determinación de la secuencia de nucleótidos 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.).25

El cebador para detectar M. intracellulare de la presente invención incluye un cebador que comprende un 
oligonucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID 
NO: 47, o una secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a 
SEQ ID NO: 47, en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucleótidos del gen de M. 
intracellulare (en lo sucesivo, denominado opcionalmente como el cebador de la presente invención).30

El cebador anterior tiene una longitud de 18 a 25 nucleótidos, aún más preferiblemente de 18 a 22 nucleótidos, que 
se considera para es un número de nucleótidos necesario para conservar la especificidad como cebador.

En cuanto a un método para diseñar el cebador, se puede emplear un programa informático de uso común para el 
diseño de un cebador o, por ejemplo, una herramienta de diseño de cebadores en la red, Primer 3 (producido por 
Whitehead Institute for Biomedical Research).35

El ejemplo específico más preferible de cebador de la presente invención incluye, por ejemplo, un oligonucleótido 
que consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 43, en donde
el oligonucleótido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleótidos del gen de M. intracellulare, o un 
oligonucleótido que consiste en la secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera 
de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 43, en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con la secuencia de40
nucleótidos del gen de M. intracellulare.

Los cebadores que consisten en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 47 se 
diseñan basándose en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 6.

En la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 1, las ubicaciones de las secuencias de nucleótidos que 
están diseñados como cebador que tienen secuencias de nucleótidos mostradas en SEQ ID NO: 16 a SEQ ID NO: 45
23, son cada una del modo siguiente (Ejemplo de referencia):

SEQ ID NO: 16 (Mint 02_T7pa Fw1): 266th - 287th; 

SEQ ID NO: 17 (Mint 02_T7pa Rv1): 361st - 381st; 

SEQ ID NO: 18 (Mint 02_T3pa Fw1): 173rd - 190th; 

SEQ ID NO: 19 (Mint 02_T3pa Rv1): 324th - 341st; 50
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SEQ ID NO: 20 (Mint 02_con Fw1): 425th - 443rd; 

SEQ ID NO: 21 (Mint 02_con Rv1): 570th - 589th; 

SEQ ID NO: 22 (Mint 02_con Fw2): 63
rd

- 80
th
; 

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

En la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 6, la ubicación de las secuencias de nucleótidos que están 5
diseñados como cebador que tiene las secuencias de nucleótidos 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): 496th - 513th; 

SEQ ID NO: 41 (Mint 10_Fwpa Rv1): 613th - 632nd; 

SEQ ID NO: 42 (Mint 10_con Fw2): 750th - 769th; 10

SEQ ID NO: 43 (Mint 10_con Rv2): 858th - 877th; 

SEQ ID NO: 44 (Mint 10_RVpa Fw1): 184th - 201st; 

SEQ ID NO: 45 (Mint 10_RVpa Rv1): 336th - 353rd; 

SEQ ID NO: 46 (Mint 10_con Fw1): 141
st

- 159
th
; 

SEQ ID NO: 47 (Mint 10_con Rv1): 312th - 329th. 15

Cabe señalar que en la descripción anterior, los nombres de los cebadores mencionados en la presente invención se 
muestran entre paréntesis al lado de cada SEQ ID NO.

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

Además, el cebador de la presente invención se puede marcar con una sustancia marcadora.20

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

Por ejemplo, el radioisótopo incluye 32P, 33P y 35S; la enzima incluye fosfatasa alcalina y peroxidasa de rábano 
picante; la sustancia fluorescente incluye Alexa555, Alexa647 (producidas por Invitrogen Corporation), colorante de 25
cianina de tipo Cy3, Cy5 (producido por Amersham Biosciences Corp.) y fluoresceína; la sustancia luminiscente 
incluye reactivos quimioluminiscentes incluyendo los ésteres de acridinio.

El método para marcar el cebador de la presente invención con un radioisótopo incluye un método para marcar
mediante la incorporación de un nucleótido marcado con un radioisótopo en un cebador en el momento en que se 
sintetiza el cebador, o un método para marcar con un radioisótopo después de sintetizar el cebador. 30
Específicamente, como método utilizado popularmente, se incluye el método del cebador aleatorio, el método de 
traslación de mella, el método de marcado 5'-terminal utilizando la cinasa de polinucleótido T4, el método de 
marcado 3'-terminal usando la transferasa de desoxinucleótido terminal, el método de marcado de ARN.

El método para marcar el cebador de la presente invención con una sustancia marcadora incluye un método para 
marcar el oligonucleótido empleado habitualmente en este campo, y el método se puede seleccionar 35
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 invención 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 rábano picante, está ligada directamente y de forma covalente con el cebador que se va a 
marcar.40

El método para marcar el cebador de la presente invención con una sustancia fluorescente incluye, por ejemplo, un 
método en el que el nucleótido marcado con fluorescencia se incorpora en el cebador mediante una técnica de 
marcado de rutina en este campo. Además, mediante un método de sustitución de un nucleótido en una secuencia 
con un nucleótido que tiene un brazo enlazador como un miembro de la secuencia (véase, por ejemplo, Nucleic 
Acids Res., 1986, vol. 14, p. 6115), el nucleótido también se puede marcar con una sustancia fluorescente. En este 45
caso, puede haber un método en el que una uridina que tiene un brazo enlazador en la posición 5, se sintetiza 
químicamente a partir de desoxiuridina mediante el método de síntesis descrito en el documento JP-A-60-500717, y
empleándolo se introduce una sustancia fluorescente en la cadena de oligonucleótido descrita anteriormente.
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El método para marcar el cebador de la presente invención 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 nucleótidos en este campo.

Una sonda para la detección de M. intracellulare incluye una sonda que comprende un oligonucleótido que consiste 
en 15 a 40 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 6, o una parte o la totalidad de la 5
secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 6, en donde el 
oligonucleótido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleótidos del gen de M. intracellulare (en lo sucesivo, 
denominado opcionalmente la sonda de la presente invención).

La sonda de la presente invención puede ser una que se diseña, de acuerdo con las condiciones de la PCR en 
tiempo real, y mediante una selección de la longitud apropiada de la región apropiada, teniendo en cuenta la 10
temperatura de disociación (valor Tm) del oligonucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada de 
SEQ ID NO: 6, o el oligonucleótido que comprende la secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos 
mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 6. En este sentido, sin embargo, si se desea que la sonda tenga suficiente 
especificidad, es deseable diseñarla teniendo en cuenta el número de bases necesarias a fin de mantener la 
especificidad como secuencia de una sonda.15

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

Un ejemplo específico de la sonda de la presente invención incluye, por ejemplo, un oligonucleótido que comprende 
de 15 a 40 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 104 a SEQ ID NO: 20
107, o un oligonucleótido que comprende de 15 a 40 nucleótidos de la secuencia complementaria a la secuencia de 
nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 104 a SEQ ID NO: 107, en donde el oligonucleótido es capaz de 
hibridarse con la secuencia de nucleótidos del gen de M. intracellulare.

Un ejemplo específico preferible de la sonda de la presente invención incluye, por ejemplo, un oligonucleótido que 
comprende de 15 a 40 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 105, 25
en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleótidos del gen de M. intracellulare, o un 
oligonucleótido que comprende de 15 a 40 nucleótidos de la secuencia complementaria a la secuencia de 
nucleótidos mostrada SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 105, en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con la 
secuencia de nucleótidos del gen de M. intracellulare.

Cabe señalar que la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 92 a SEQ ID NO: 129 o la secuencia de 30
nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 92 a SEQ ID NO: 129 es la 
secuencia de nucleótidos del oligonucleótido que se va a amplificar con la PCR, usando el cebador de la presente
invención. Las combinaciones de cebador directo y cebador inverso, y el SEQ ID NO de la secuencia de nucleótidos 
que se va a amplificar mediante la PCR usando una combinación de cebadores de este tipo, se muestran 
colectivamente en la Tabla 1. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 92 es una 35
secuencia que se amplifica con la PCR usando un oligonucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos mostrada 
en SEQ ID NO: 16 como cebador directo y un oligonucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos mostrada en 
SEQ ID NO: 17 como cebador inverso.

[Tabla 1] 

Nº 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

40

El método para la obtención de la sonda de la presente invención es como se ha descrito anteriormente en el 
método para obtener el nucleótido de la presente invención.

La sonda de la presente invención 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 invención, se puede 
emplear cualquiera de las sustancias marcadoras conocidas, tales como radioisótopos y enzimas, sustancias45
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fluorescentes, sustancias luminiscentes y biotina.

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

Además, la sonda marcada que se va a utilizar en el método para detectar con PCR en tiempo real como se 5
describe más adelante, incluye aquella en la que la sonda de la presente invención 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 invención en la que el extremo 5'-terminal está marcado con una sustancia 
fluorescente informadora [carboxifluoresceína (FAM), hexaclorofluoresceína (HEX), tetraclorofluoresceína (TET), 
etc.] y el extremo 3'-terminal se marca con un colorante extintor [por ejemplo, una sustancia fluorescente tal como 10
carboxitetrametilrodamina (TAMRA), una sustancia no fluorescente tal como colorante extintor “Black Hole 
Quencher” (BHQ) y ácido 4-((4-(dimetilamino)fenil)azo)benzoico (DABCYL).

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

El espécimen (muestra) que se utilizará para la detección de M. intracellulare implicado en la presente invención,15
incluye varios tipos de especímenes clínicos, tales como esputo, sangre, mucosa faríngea, jugo gástrico, fluido de 
lavado bronquial, espécimen transbronquial, líquido de punción, tal como derrame pleural, orina, pus, etc. Además, 
la muestra puede ser una célula microbiana aislada y cultivada a partir de un espécimen; un ácido nucleico aislado y 
purificado a partir de tal célula microbiana; o un ácido nucleico amplificado por el sistema de detección por
amplificación del ácido nucleico.20

La extracción y la purificación 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 extracción de ADN de bacterias 
ácido-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 ruptura25
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 proteínas, tal como tiocianato 
de guanidina (GTC), y un método para la ruptura física 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 homogeneización del material del espécimen mediante el método NALC (N-acetil-L-cisteína)-NaOH (Kent 30
PT, Kubica GP, Pubric Health Mycobacteriology, A Guide for the Level III 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 recomendación del Centro para Control y Prevención de Enfermedades (CDC).

Después de la ruptura de la pared celular de la célula microbiana, la extracción y purificación del ADN se puede 
llevar a cabo por un método general para la preparación de ADN en este campo [extracción con fenol-cloroformo, 35
método de precipitación con etanol, método de precipitación usando isopropanol, 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 extracción y la purificación del ADN, puesto que están disponibles comercialmente diversos tipos de kits para 
este fin, tales kits se pueden utilizar, o la extracción se puede llevar a cabo de acuerdo con los procedimientos 40
rutinarios en este campo (por ejemplo, método de extracción con fenol-cloroformo, método de precipitación usando 
etanol, propanol, etc.). Por ejemplo, la extracción y la purificación del ADN se pueden llevar a cabo utilizando un kit 
de extracción y purificación de ADN de tipo resina de intercambio iónico 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 45
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 aíslan mediante centrifugación, a continuación, las células recogidas se resuspenden en 
agua destilada. Posteriormente, después de que la suspensión de las células microbianas se tratan en un autoclave,
se lleva a cabo el tratamiento de pulverización de las células (fractura física usando perlas de vidrio); y la suspensión 50
de células rotas se centrifuga adicionalmente para recuperar el fluido sobrenadante. El ADN puede ser extraído y 
purificado a partir del fluido sobrenadante obtenido.

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

El método incluye, por ejemplo, 55
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(A) un método para la detección mediante la realización de una reacción de amplificación del ácido nucleico 
usando el cebador de la presente invención, a continuación, detección del producto de extensión obtenido con 
el cebador; 

(B) un método para la detección mediante el uso de la sonda de la presente invención marcada con una 
sustancia marcadora.5

A continuación se explicará cada método. 

(A) El método para la detección mediante la realización de una reacción de amplificación del ácido nucleico usando 
el cebador de la presente invención, a continuación, detección del producto de extensión obtenido con el cebador.

En el método (A), el método para llevar a cabo la reacción de amplificación del ácido nucleico utilizando el 
oligonucleótido de la presente invención como cebador y el ácido nucleico en la muestra como molde incluye, por 10
ejemplo, un método en el que usando el cebador de la presente invención y usando el ácido nucleico en la muestra 
como molde, la amplificación del ácido nucleico con la ADN polimerasa y un método similar [por ejemplo, el método 
de reacción en cadena de la polimerasa (PCR); el método LAMP (amplificación isotérmica mediada por bucle) 
(Tsugunori Notomi et al., Nucleic Acid Res., 28, e63, 2000), el método ICANTM (amplificación isotérmica y quimérica 
iniciada con cebador de ácidos nucleicos) (Rinsho Byori (Clinical Pathology), 51(11), 1061-1067, 2003, Nov), el 15
método LCR (reacción en cadena de la ligasa) (documento JP-A-4-211399), el método SDA (amplificación por 
desplazamiento de cadena) (documento JP-A-8-19394)] se lleva a cabo para permitir la extensión del cebador. 
Mediante este método, la secuencia de una región específica de la secuencia de nucleótidos del gen de M. 
intracellulare se puede amplificar, y por lo tanto M. intracellulare se puede detectar midiendo el producto de 
extensión del cebador resultante.20

Entre los métodos descritos anteriormente para la reacción de amplificación del ácido nucleico, el método de la PCR 
se cita como el método más común; y un ejemplo del método de la PCR incluye, por ejemplo, el método de 
detección con amplificación en tiempo real (véase, por ejemplo, la descripción en los documentos USP-5210015 y 
USP-5538848). Además, un ejemplo del método de detección mediante el método de detección con amplificación en 
tiempo real incluye, por ejemplo, el método de detección con PCR en tiempo real.25

Un ejemplo del método de detección con PCR en tiempo real incluye el método TaqMan® de PCR en tiempo real 
(véase, por ejemplo, la descripción en el documento USP 5538848), el método de sistema de sonda eclipse MGB
(véase, por ejemplo, la descripción en el documento USP-5.801.155), el método de tecnología de sonda fluorescible 
(véase, por ejemplo, la descripción en el documento USP-5925517), el método del cebador fluorogénico LUX
(Invitrogen Corp.), el método de PCR con sonda de extinción (QP) (véase, por ejemplo, la descripción en el 30
documento USP-6.492.121), etc.

Ejemplos específicos del cebador de la presente invención que se pueden utilizar en la reacción de amplificación del
ácido nucleico, tal como PCR, son como se han descrito anteriormente.

Además, una combinación preferible de cebador directo y cebador inverso que se va a utilizar en la reacción de 
amplificación del ácido nucleico incluye, por ejemplo, las combinaciones mostradas en la Tabla 1 descrita 35
anteriormente.

Por ejemplo, en la Tabla 1, la combinación del Nº 1 indica "una combinación en la que el cebador directo es un 
oligonucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 40 y el cebador inverso es un 
oligonucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 41", o "una combinación en la 
que el cebador directo es un oligonucleótido que comprende la secuencia complementaria a la secuencia de 40
nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 40 y el cebador inverso es un oligonucleótido que comprende la secuencia 
complementaria a la secuencia de nucleótidos 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] 45

Nº 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 desoxirribonucleósido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y ADN polimerasa que se 
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pueden utilizar en la reacción de amplificación del ácido nucleico, tal como la PCR en tiempo real, usando los 
cebadores descritos anteriormente, pueden ser los reactivos utilizados comúnmente en este campo; y las
condiciones y los procedimientos, etc., excepto para el uso del cebador y la sonda de la presente invención, se
pueden llevar a cabo de acuerdo con el protocolo general de la PCR.

El método para la detección del producto de extensión obtenido con el cebador mediante la reacción de 5
amplificación del ácido nucleico no está particularmente limitado, y pueden ser procedimientos de rutina utilizados 
comúnmente en este campo.

Por ejemplo, se incluyen varios métodos de detección tales como: el método de intercalador; el método TaqMan® de 
PCR en tiempo real (véase, por ejemplo, la descripción en el documento USP 5538848); el método del sistema de 
sonda eclipse MGB (véase, por ejemplo, la descripción en el documento USP-5.801.155); el método de tecnología 10
de sonda fluorescible (véase, por ejemplo, la descripción en el documento USP-5925517); el método del cebador 
fluorogénico LUX (Invitrogen Corp.); el método de PCR con sonda de extinción (QP) (véase, por ejemplo, la 
descripción en el documento USP-6.492.121); un método en el que, después de llevar a cabo la reacción de 
amplificación del ácido nucleico, los productos obtenidos por la extensión con el cebador se someten a 
electroforesis, y la detección se realiza basándose en los resultados de la electroforesis; un método en el que la 15
detección se realiza mediante la medición de una señal obtenida a partir del producto de extensión obtenido con el 
cebador mediante la reacción de amplificación del ácido nucleico usando un cebador marcado.

Entre todos ellos, el método utilizado más comúnmente incluye, por ejemplo, los métodos siguientes: 

(A-1) método de intercalador;

(A-2) método TaqMan® de PCR en tiempo real;20

(A-3) un método en el que, después de llevar a cabo la reacción de amplificación del ácido nucleico, los productos 
obtenidos por la extensión con el cebador se someten a electroforesis, y la detección se realiza basándose en los 
resultados de la electroforesis; y 

(A-4) un método en el que la reacción de amplificación del ácido nucleico se lleva a cabo utilizando un cebador 
marcado y se mide una señal obtenida a partir del producto de extensión obtenido con el cebador. 25

A continuación se explicará 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 invención y un intercalador, la PCR 30
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 específicamente a ADN de cadena 
doble, y genera fluorescencia cuando se expone a luz de excitación. Puesto que la cantidad de ADN se incrementa 
como resultado de una amplificación repetida por la PCR, el intercalador se incorpora en el ADN, y una cantidad del 
intercalador incorporado en el ADN se incrementa en relación con la cantidad del producto generado en la35
amplificación, una cantidad de producto de extensión con el cebador se puede determinar mediante la detección 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 análisis de la
curva de fusión se puede llevar a cabo basándose en los resultados de la medición 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 40
obtenida a partir del intercalador, mientras que la temperatura de la solución de la reacción de la PCR se eleva 
gradualmente. Al principio, el producto de la amplificación con PCR genera fluorescencia porque se forma una
cadena doble. Sin embargo, cuando la temperatura de la solución de reacción de la PCR alcanza una cierta 
temperatura, los productos de la amplificación se disocian en una hebra sencilla, y la intensidad de la fluorescencia 
obtenida a partir del intercalador disminuye rápidamente. La temperatura en este punto es la temperatura de fusión 45
(valor Tm), y es un valor específico para una secuencia del producto de extensión con el cebador. Si el pico del 
análisis de la curva de fusión se corresponde con el producto específico deseado o un producto no específico, se
puede determinar a partir de este valor Tm.

Este método de intercalador no requiere ningún 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 determinación rápida 50
en el campo de los ensayos clínicos, etc.

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

Un ejemplo del "método para la detección de M. intracellulare a través del uso del método de intercalador" implicado
en la presente invención se explica a continuación:

Usando el cebador de la presente invención 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 5
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 I) 
intercalado en los productos de extensión con el cebador.

Posteriormente, la curva de fusión se prepara trazando un gráfico de la temperatura de fusión del producto de 
extensión del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivación (variación) de la 10
intensidad de la fluorescencia como eje vertical. El análisis de la curva de fusión del producto de extensión del 
cebador se lleva a cabo usando la curva de fusión obtenida, y se examina de este modo la detección del pico. 
Cuando se obtiene un pico único, 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 aquí en adelante, lo mismo que anteriormente).

Además, para llevar a cabo una determinación de M. intracellulare más precisa, es preferible llevar a cabo el método 15
siguiente.

A saber, la medición descrita anteriormente se lleva a cabo utilizando una muestra; la curva de fusión se genera; y la 
detección del pico se lleva a cabo. Por separado, la misma medición que se ha descrito anteriormente se lleva a 
cabo utilizando una cepa de referencia de M. intracellulare; el análisis de la curva de fusión se lleva a cabo; y la 
detección del pico se lleva a cabo. Y, cuando el resultado obtenido mediante el uso de una muestra es un único pico 20
y la posición del pico es la misma o muy cercana a la posición del pico obtenido utilizando la cepa de referencia de 
M. intracellulare, se determina que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Cabe señalar que, si la medición se lleva a cabo utilizando la cepa de referencia de M. intracellulare y la posición del 
pico se determina de antemano, no es necesario llevar a cabo la confirmación de la posición del pico para la cepa de 
referencia en cada medición de una muestra.25

Además, basándose en el valor de la medición obtenida por el método mediante el uso del método del intercalador, 
una curva estándar 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 estándar, se puede obtener la cantidad (número de copias) del ADN 
genómico de M. intracellulare en una muestra.

El método para generar la curva estándar y el método del ensayo de M. intracellulare se describirán más adelante.30

Como un ejemplo de referencia del método para la detección de M. intracellulare a través del método de detección 
con PCR en tiempo real utilizando el intercalador implicado en la presente invención, 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 explicará de la siguiente manera.

En primer lugar, la muestra de ADN purificada se obtiene a partir de la muestra por el método conocido.35

Por otra parte, por ejemplo, usando un sintetizador de ADN, un oligonucleótido (Mint 02_T7pa Fw1) que consiste en 
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 16 y un oligonucleótido (Mint T7pa 02_Rv1) que consiste en la 
secuencia de nucleótidos 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.40

A saber, se prepara una solución tampón de Tris-HCl 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 dilución de aproximadamente de 5000 veces a 100.000 veces 
de la solución original de intercalador [por ejemplo, SYBR® Green I (nombre del producto de Molecular Probe Inc.)], 
de 1,0 mM a 4,0 mM de MgCl2, KCl, 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 45
como una solución de reacción para la PCR. A esta solución de reacción para la PCR, se añade 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 detección de PCR en tiempo real,, etc. La reacción se repite durante 30 ciclos 
a 50 ciclos, y la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir del intercalador (por ejemplo, SYBR® Green I) 
intercalado en relación con la cantidad de amplificación de los productos de extensión con el cebador, se mide en 50
cada ciclo.

Después de lo cual, la curva de fusión se genera trazando un gráfico con la temperatura de fusión del producto de 
extensión del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivación (variación) de la 
intensidad de la fluorescencia como eje vertical. Utilizando esta curva de fusión, se lleva a cabo el análisis de la 
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curva de fusión del producto de extensión del cebador para detectar el pico. Cuando se obtiene un único pico, se 
determina que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Más preferiblemente, cuando la posición del pico obtenido por la medición y el posterior análisis de la curva de 
fusión para una muestra, aparece en la misma posición o muy cerca del pico obtenido con la misma medición y el 
análisis del punto de fusión subsiguiente, como se ha descrito anteriormente para la cepa de referencia de M. 5
intracellulare, se determina que la muestra es positiva para M. intracellulare.

Además, 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 I se mide de la misma manera; y después se puede realizar el análisis de la curva de fusión. En este 10
caso, ya que no hay polinucleótidos que tienen una secuencia de nucleótidos obtenida a partir de M. intracellulare en 
la muestra, no debe aparecer ningún pico en el análisis de la curva de fusión. Para realizar una determinación más 
segura de la presencia de M. intracellulare, el experimento de control descrito anteriormente se puede llevar a cabo 
en paralelo.

Además, mediante la generación de una curva estándar, se puede obtener la cantidad de ADN genómico (número 15
de copias) de M. intracellulare en la muestra. Además, 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 TaqMan® de PCR en tiempo real (método de sonda TaqMan®)

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 está marcado con un colorante fluorescente (informador), tal como, por ejemplo, 20
FAM, y el extremo 3'-terminal de la misma está marcado con un colorante extintor tal como, por ejemplo, TAMRA, y 
es un método capaz de detectar una pequeña cantidad de ADN diana con alta sensibilidad y de forma cuantitativa 
(véase, por ejemplo, la descripción en el documento USP-5.538.848).

A saber, es un método en el que usando el cebador de la presente invención y una sonda marcada de la presente 
invención que está marcada con un colorante informador fluorescente en el extremo 5'-terminal y con un colorante 25
extintor en el extremo 3'-terminal, la PCR se lleva a cabo con el ácido nucleico en una muestra como molde, y 
después se detecta la señal 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 oligonucleótido, que está 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, 30
y es capaz de hibridarse con una región específica 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 reacción de extensión progresa con la polimerasa de ADN, 
la sonda fluorescente se hidroliza lejos del extremo 5'-terminal mediante la actividad exonucleasa de la ADN 35
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 detección TaqMan® de PCR en 
tiempo real implicado en la presente invención, se utiliza el cebador de la presente invención. El cebador preferible 40
incluye el cebador que se va a utilizar en la reacción de amplificación del ácido nucleico, tal como el método de PCR 
descrito anteriormente, y la combinación 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 detección 
TaqMan® de PCR en tiempo real implicado en la presente invención, puede ser la sonda de la presente invención 45
descrita anteriormente. En un sentido práctico, se puede emplear una sonda que comprende una secuencia de 
nucleótidos del producto de extensión 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 nucleótidos diseñada 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 50
uso combinado de Mint 02_T7pa Fw1 y Mint T7pa 02_Rv1, incluye un oligonucleótido que comprende una parte o la 
totalidad de la secuencia de nucleótidos 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 
carboxifluoresceína (FAM), hexaclorofluoresceína (HEX), tetraclorofluoresceína (TET), Cy5, VIC, etc.; y entre ellos 55
FAM es el que se utiliza comúnmente.
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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), ácido 4-((4-(dimetilamino)fenil)azo)benzoico (DABCYL), etc.; y entre ellos TAMRA se utiliza comúnmente.

Otros reactivos que se van a utilizar para el sistema de detección TaqMan® de PCR en tiempo real, tales como 
desoxirribonucleósido 3-fosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ADN polimerasa, etc., pueden ser los mismos reactivos 5
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 invención.

A modo de ejemplo del método para la detección de M. intracellulare por el sistema detección TaqMan® de PCR en 
tiempo real implicado en la presente invención, tomando un caso en el que M. intracellulare se detecta usando el 10
"cebador Mint 02_T7pa Fw1" y el "cebador Mint T7pa 02_Rv1" descritos anteriormente como ejemplo, el método se 
explicará 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 oligonucleótido (Mint 02_T7pa Fw1) que consiste en 
una secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 16 y un oligonucleótido (Mint 02_T7pa Rv1) que consiste en 15
una secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 17, se sintetizan por el método de la fosforamidita.

Además, a partir de la secuencia de nucleótidos 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 
diseña una secuencia para uso como sonda, y se sintetiza un oligonucleótido que tiene esa secuencia de 
nucleótidos. El extremo 5’-terminal de ese oligonucleótido se acopla con un colorante informador de FAM y el 20
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 solución tampón Tris-HCl 10 mM (pH 8,9) que contiene de 0,1 µM a 2 µM de cada cebador, 25
preferiblemente 1 µM 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 MgCl2, KCl, 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 solución de reacción para la PCR. A esta 
solución de reacción para la PCR, se añade la muestra de ADN purificada para obtener una muestra para la PCR.30

Con el uso de esta muestra para la PCR, la PCR en tiempo real se lleva a cabo utilizando un equipamiento de 
detección apropiado para la PCR en tiempo real,, etc. La reacción 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 detección 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.35

Además, en el método de PCR en tiempo real, dado que se puede generar una curva estándar, se puede obtener la 
cantidad de ADN genómico (número de copias) de M. intracellulare en la muestra. Además, 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 estándar se puede realizar de acuerdo con el procedimiento de rutina llevado a 40
cabo comúnmente en el método de la PCR en tiempo real. Por ejemplo, usando una muestra de ADN genómico con 
un número de copias conocido, obtenida a partir de M. intracellulare como patrón, se prepara una serie de diluciones 
de la concentración (número 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 45
informador. Para cada concentración 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 gráfico para cada número de ciclo de la PCR (eje x) 
para generar una curva de amplificación. Posteriormente, se selecciona una parte de Rn en donde la intensidad de 
la fluorescencia se amplifica exponencialmente, y se dibuja una línea umbral (Th). El punto de cruce de la Th con 
una curva de amplificación de cada muestra de ADN para la PCR se define como el valor del ciclo umbral (Ct). 50
Después de esto, el valor de Ct (eje y) se traza en un gráfico para el valor logarítmico del número de copias de cada 
muestra de ADN para la PCR (eje x), y una curva aproximada obtenida para cada Ct se puede utilizar como curva 
estándar.

Cuando la PCR en tiempo real se lleva a cabo por el método de intercalador descrito anteriormente, la curva 
estándar también se puede generar por la misma vía, basándose en el valor de la medición obtenida. Por ejemplo, 55
una curva de amplificación se genera trazando un gráfico del valor de la medición de la intensidad de la

E14191337
27-11-2017ES 2 650 066 T3

 



19

fluorescencia obtenida a partir del intercalador (Rn, eje y) para cada número 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 logarítmico del número 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 estándar.

Para la determinación cuantitativa de la cantidad de ADN genómico (número de copias) de M. intracellulare en una 5
muestra, en primer lugar, el ADN se aísla 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 amplificación de la misma manera. Se obtiene el valor 
de Ct en el punto en donde la curva de amplificación obtenida cruza la Th obtenida cuando se genera la curva 
estándar. Mediante el ajuste del valor de Ct con la curva estándar, se puede obtener la cantidad (número de copias) 
de ADN genómico de M. intracellulare en la muestra.10

(A-3) El método en el que, después de llevar a cabo la reacción de amplificación del ácido nucleico, los productos de 
extensión obtenidos con el cebador se someten a electroforesis, y la detección se realiza basándose en los 
resultados de la electroforesis 

Este método incluye, por ejemplo, "el método para detectar M. intracellulare que comprende las siguientes etapas 
de: 15

(i) llevar a cabo una reacción de amplificación del ácido nucleico usando como cebador un oligonucleótido que 
consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a SEQ ID NO: 47, o 
consultando la secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID 
NO: 40 a SEQ ID NO: 47, en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleótidos 
de Mycobacterium intracellulare, y emplear un ácido nucleico en una muestra como molde; 20

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

Un ejemplo específico de la reacción de amplificación del ácido nucleico es como se ha descrito anteriormente.

El método para la determinación de la presencia de M. intracellulare basándose en los resultados de la electroforesis 
incluye, por ejemplo, 25

(A-3-1) un método en el que la determinación se realiza mediante una confirmación de una fracción del producto de 
extensión del cebador que tiene un tamaño deseado (número de pares de bases); 

(A-3-2) un método en el que la determinación se realiza mediante hibridación 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.30

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

(A-3-1) El método en el que la determinación se realiza mediante una confirmación de una fracción del producto de 
extensión del cebador que tiene un tamaño deseado (número de pares de bases)

Por ejemplo, en primer lugar, una combinación apropiada del cebador directo y el cebador inverso se selecciona a 
partir del cebador de la presente invención, y mediante el uso de la combinación, se lleva a cabo la reacción de 35
amplificación del ácido nucleico tal como una PCR.

Posteriormente, el producto de extensión obtenido con el cebador se somete a electroforesis. A partir de la 
combinación del cebador directo y el cebador inverso usados para la reacción de amplificación del ácido nucleico, se 
estima de antemano un tamaño (número de pares de bases) del producto de extensión del cebador que se anticipa 
que se va a amplificar con la PCR, y la confirmación de si la fracción electroforética obtenida es relevante para el 40
tamaño estimado del producto de amplificación, se puede realizar por procedimientos de rutina. Por ejemplo, se 
incluye el método en el que dicha fracción se tiñe de una manera tal que se visualiza el tipo de ácido nucleico 
mediante una tinción con bromuro de etidio, etc., el producto de extensión del cebador se confirma basándose en su 
tamaño característico (número de pares de bases). Y cuando el producto de extensión del cebador que tiene un 
número de pares de bases deseado se confirma, se puede determinar que la muestra es positiva para M. 45
intracellulare.

Un ejemplo específico del método para la determinación 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 combinación del cebador directo y el cebador 
inverso que aparece en la Tabla 1 descrita anteriormente, el producto de extensión del cebador se somete a 
electroforesis, y cuando se confirma un oligonucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos que se anticipa que 50
se va a amplificar con la combinación de los cebadores empleados, o una fracción que tiene un tamaño 
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 específicos del método de (A-3-1) se muestran colectivamente en la Tabla 3 a continuación.

A saber, por ejemplo, el método del número 1 en la Tabla 3 a continuación es "un método en el que, después de 
llevar a cabo la PCR utilizando un oligonucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID
NO: 16 como cebador directo y un oligonucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID
NO: 17 como cebador inverso, el producto de extensión obtenido con los cebadores se somete a electroforesis, y el5
que se confirma que tiene una fracción de 116 pares de bases o una fracción de oligonucleótido que tiene una 
secuencia de nucleótidos 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 oligonucleótido que comprende la secuencia complementaria a la 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:16 como cebador directo y un oligonucleótido que comprende la 
secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 17 como cebador inverso, el 10
producto de extensión obtenido con los cebadores se somete a electroforesis, y el que se confirma que tiene una 
fracción de 116 pares de bases o una fracción de oligonucleótido que comprende una secuencia complementaria a 
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 92, se determina que es positivo".

[Tabla 3] 

Nº Cebador directo Cebador inverso
Diana de detección

Número 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

15

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

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

Por ejemplo, se incluye un método en el que, un producto de extensión obtenido con el cebador mediante la 
reacción de amplificación del ácido nucleico se somete a electroforesis; la fracción electroforética obtenida se 20
somete a ensayo mediante una hibridación con una sonda marcada que es la sonda de la presente invención (que 
tiene la secuencia de nucleótidos que se anticipa que se va a amplificar con la combinación del cebador directo y el 
cebador inverso empleados) marcada con una sustancia marcadora. Cuando la presencia de una fracción hibridada 
con dicha sonda marcada se confirma mediante la detección de una señal obtenida a partir de la sonda marcada, se 
puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare.25

Ejemplos específicos 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 específicos de estos métodos se muestran colectivamente en la Tabla 4 a continuación.

Por ejemplo, en la Tabla 4, el método del número 1 (ejemplo de referencia) es un “método en el que, después de 
realizar la PCR empleando un oligonucleótido que comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 16 como 30
cebador directo y un oligonucleótido que comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 17 como cebador 
inverso, el producto de extensión obtenido con el cebador se somete a electroforesis. Posteriormente, como la 
fracción obtenida, se somete a ensayo una hibridación con una sonda marcada que es un oligonucleótido marcado 
con una sustancia marcadora y que comprende una parte o toda la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID 
NO: 92; y cuando se confirma la fracción que se ha hibridado con dicha sonda marcada detectando la señal obtenida 35
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 oligonucleótido que comprende una secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos 
mostrada en SEQ ID NO: 16 como cebador directo y un oligonucleótido que comprende una secuencia 
complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 17 como cebador inverso, el producto de 
extensión obtenido con el cebador se somete a electroforesis. Posteriormente, como la fracción obtenida, se somete 40
a ensayo una hibridación con una sonda marcada que es un oligonucleótido marcado con una sustancia marcadora 
y que comprende una parte o la totalidad de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada 
en SEQ ID NO: 92; y cuando se confirma la fracción que se ha hibridado con dicha sonda marcada detectando la 
señal obtenida a partir de la sonda marcada, se determina que es positiva”:
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[Tabla 4] 

Nº Cebador directo Cebador inverso Secuencia de nucleótidos 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 más preferible incluye el método del número y 3 en la 
Tabla 4.

Los detalles del método para la detección de M. intracellulare de la presente invención por el método de (A-3) se va 5
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 detección se realiza por el método de confirmar una fracción del 
producto de extensión del cebador que tiene el tamaño deseado en pares de bases (el método del número 1 en la 
Tabla 3 de (A-3-1) anterior), del modo siguiente.10

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 oligonucleótido que consiste en una 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 16) y Mint 02_T7pa Rv1 (un oligonucleótido que consiste en una 
secuencia de nucleótidos 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 invención, la PCR se lleva 15
a cabo.

La solución de la reacción obtenida después de la PCR se somete a una electroforesis en gel de agarosa. 
Posteriormente, después de la tinción del gel con bromuro de etidio, se detecta la fluorescencia generada mediante
radiación de rayos UV. Además, el marcador del peso molecular se somete a electroforesis al mismo tiempo, en 
paralelo a la solución de la reacción, y se calcula la longitud del fragmento de ADN detectado mediante una20
comparación 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 nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 92) en la secuencia de nucleótidos de M. intracellulare, se podría 
replicar (véase, el Nº 1 en la Tabla 3). En consecuencia, cuando se confirma una banda fluorescente con el tamaño 
de 116 pares de bases, se puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare.25

Además, en la etapa de amplificación del ácido nucleico de la presente invención, se puede aplicar un método de 
detección mediante el uso de un producto de transcripción de ARN. Por ejemplo, se incluye el método NASBA 
(amplificación basada en una secuencia de ácido nucleico) (documento JP-B-2650159), el método 3SR (replicación 
de secuencia autosostenida) (documento JP-B-7-114718), el método TAS (sistema de amplificación basado en la 
transcripción) (documento JP- A-2-500565: WO 88/10315), el método TMA (amplificación mediada por la 30
transcripción) (documento JP-A-11-46778), etc. Entre ellos, el método de amplificación del ácido nucleico a 
temperatura constante, empleando un modo concertado de acción de la transcriptasa inversa y la ARN polimerasa 
(la reacción se lleva a cabo en condiciones tales que se permite que la transcriptasa inversa y ARN polimerasa 
actúen de manera conjunta) es un método adecuado para la automatización del sistema de determinación.

(A-4) El método en el que la reacción de amplificación del ácido nucleico se lleva a cabo usando un cebador 35
marcado, y se mide una señal obtenida a partir del producto de extensión obtenido con el cebador. 

Se incluye un método en el que empleando un cebador marcado, que es el cebador de la presente invención 
marcado mediante el método descrito anteriormente, y empleando el ácido nucleico en la muestra como molde, se 
lleva a cabo la reacción de amplificación del ácido nucleico tal como una PCR; se lleva a cabo la detección/medición 
de la señal obtenida a partir del producto de extensión obtenido con el cebador; y cuando se detecta la señal, se 40
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 específicos 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 reacción de amplificación del ácido nucleico, se 
eliminan los cebadores marcados libres; y la señal obtenida a partir del producto de extensión del cebador se mide; y 
cuando se detecta la señal, se puede determinar que la muestra es positiva para M. intracellulare.

El método para la eliminación del cebador marcado libre incluye un método en el que, después de que el producto 
de extensión del cebador en la mezcla de reacción obtenida por la reacción de amplificación del ácido nucleico 5
precipita por el procedimiento de rutina para precipitar ácido nucleico (método de precipitación con etanol, método 
de precipitación usando isopropanol, etc.), se elimina la solución sobrenadante que contiene el cebador marcado 
libre no precipitado, etc.

Además, se incluye también un método para separar el producto de extensión del cebador a partir del cebador 
marcado libre mediante el procesamiento de la mezcla de reacción obtenida por la reacción de amplificación del10
ácido nucleico mediante cromatografía en gel, en condiciones apropiadas y un método para la separación mediante
electroforesis en condiciones apropiadas.

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

Además, el método para la detección de M. intracellulare de la presente invención incluye un método en el que un 15
oligonucleótido de la presente invención se marca con una sustancia marcadora y se utiliza como sonda marcada, 
se permite que dicha sonda marcada se hibride con el ácido nucleico en la muestra, y después de eliminar la sonda 
marcada libre, se detecta la señal obtenida a partir del complejo hibridado.

Específicamente, por ejemplo, se incluyen los siguientes métodos. 

(B-1) Un método de detección en el que el oligonucleótido de la presente invención que está unido al soporte sólido 20
se utiliza como sonda de captura, y mediante la realización de la hibridación con ácido nucleico en la muestra, el 
ácido nucleico obtenido a partir de M. intracellulare se inmoviliza sobre la fase sólida (véase, por ejemplo, la 
descripción en el documento JP-A-62-265999). 

En el caso de este método, el oligonucleótido de la presente invención o el soporte sólido se puede marcar con una 
sustancia marcadora. 25

(B-2) Un método para realizar el ensayo de tipo sándwich en el que una sonda de captura sin marcar de (B-1) y la 
sonda marcada que es la sonda de la presente invención, se permite que se hibriden con ácido nucleico en la 
muestra para formar un complejo de sonda de captura y ácido nucleico obtenido a partir de M. intracellulare y sonda 
marcada sobre el soporte sólido, a continuación, se mide la señal obtenida a partir de la sonda marcada (véase, por 
ejemplo, la descripción en el documento JP-A-58-40099). 30

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

Cabe señalar que, en cuanto a los reactivos que se utilizarán para el método para detectar M. intracellulare de la 
presente invención, se pueden utilizar los reactivos utilizados habitualmente en este campo, por ejemplo, agente 35
tamponador, estabilizador, conservantes, los cuales no inhiben la estabilidad de los reactivos coexistentes ni inhiben
la reacción de amplificación del ácido nucleico, tal como una PCR, ni la reacción de hibridación. Y la concentración 
de los reactivos se puede seleccionar adecuadamente dentro del intervalo de concentración utilizado normalmente 
en este campo.

Un ejemplo específico de solución tampón incluye todos los tipos de soluciones tampón utilizadas normalmente para 40
llevar a cabo la PCR y la reacción de hibridación, por ejemplo, tampón Tris, tampón fosfato, tampón veronal, tampón 
borato, tampón Good; y el pH de la solución tampón no está particularmente limitado, pero generalmente es 
preferible dentro del intervalo entre pH 5 a pH 9.

Además, si es necesario, se puede utilizar la sintetasa de ácido nucleico (ADN polimerasa, ARN polimerasa, 
transcriptasa inversa, etc.), los sustratos correspondientes a la enzima (dNTP, rNTP), y además un intercalador de 45
cadena doble (bromuro de etidio, SYBR® Green), y de forma alternativa, la sustancia de detección de la señal: tal 
como FAM y TAMRA.

El kit de reactivos para la detección de M. intracellulare de la presente invención incluye "un kit de reactivos para la 
detección de M. intracellulare que comprende un oligonucleótido como cebador (el cebador de la presente 
invención). El cebador puede ser el que está marcado con una sustancia marcadora. El ejemplo específico de la 50
sustancia marcadora es como se ha descrito anteriormente.

Los ejemplos específicos del cebador de la presente invención que constituye el kit descrito anteriormente, son 
como se han descrito anteriormente en la explicación del "cebador de la presente invención”.
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El cebador de la presente invención puede ser el que está marcado con una sustancia marcadora. Un ejemplo 
específico de la sustancia marcadora es como se ha descrito anteriormente.

El kit que comprende el cebador de la presente invención también incluye una composición que comprende una 
pareja de cebador directo e inverso. La combinación preferible de cebador directo y cebador inverso es como se ha 
descrito anteriormente.5

Además, el kit descrito anteriormente puede comprender adicionalmente un oligonucleótido de la presente invención 
que está marcado con una sustancia marcadora, como una sonda marcada.

Además, el kit de la presente invención comprende "un kit de reactivos para la detección de M. intracellulare que 
comprende un oligonucleótido como cebador (el cebador de la presente invención) y/o una sonda (la sonda de la 
presente invención), que comprende una parte o la totalidad de la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera 10
de SEQ ID NO: 6 o una parte o la totalidad de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada 
en cualquiera de SEQ ID NO: 6, en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleótidos 
del gen de M. intracellulare". La sonda puede ser la que está marcada con una sustancia marcadora.

La realización preferible y ejemplos específicos de los reactivos constituyentes que componen estos kits son como 
se han descrito anteriormente.15

Hay que señalar que el kit de reactivos para la detección de M. intracellulare de la presente invención puede 
comprender, por ejemplo, agente tamponador, estabilizador, conservantes, etc., que no inhiben la estabilidad de los 
reactivos coexistentes ni inhiben la reacción de amplificación del ácido nucleico, tal como la PCR, y la reacción de 
hibridación. Además, la concentración de los reactivos se puede seleccionar adecuadamente a partir del intervalo de 
concentración utilizada normalmente en este campo.20

Un ejemplo específico de la solución tamponadora incluye todos los tipos de soluciones tamponadoras que se 
utilizan normalmente para llevar a cabo la PCR y la reacción de hibridación, por ejemplo, tampón Tris, tampón 
fosfato, tampón veronal, tampón borato, tampón Good, y el pH no está particularmente limitado, pero generalmente 
es preferible dentro del intervalo entre pH 5 a pH 9.

Además, si es necesario, puede estar contenida en el kit una sintetasa de ácido nucleico (ADN polimerasa, ARN 25
polimerasa, transcriptasa inversa), sustratos correspondientes a la enzima (dNTP, rNTP), y además intercalador de 
cadena doble (bromuro de etidio, SYBR® Green), y de forma alternativa, la sustancia de detección de la señal: tal 
como FAM y TAMRA.

En lo sucesivo, la presente invención se explicará adicionalmente en detalle haciendo referencia a los siguientes 
Ejemplos. Los Ejemplos que no pertenecen al alcance de las reivindicaciones tienen fines ilustrativos.30

Hay que señalar que todas las bacterias utilizadas en los Ejemplos son aislados clínicos, y sus especies bacterianas 
ya se han diferenciado por la morfología de la colonia y diversos ensayos bioquímicos convencionales sobre la 
bacteria cultivada.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Selección de un clon obtenido a partir de M. intracellulare.35

(1) Preparación de una muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare.

En primer lugar, Mycobacterium intracellulare JCM6384 (donado por el Instituto de Investigación Física y Química), 
una cepa de referencia de M. intracellulare, se suspendió en agua purificada y se trató en un autoclave (a 120°C, 2 
atmósferas, durante 20 minutos). Posteriormente, después de que la célula bacteriana se había sometido a un 
tratamiento de ruptura (ruptura física usando perlas de vidrio de 2 mm de diámetro), la suspensión se centrifugó, y 40
de este modo se obtuvo una solución sobrenadante. A partir de la solución sobrenadante obtenida, se realizó una 
extracción y purificación del ADN mediante el uso de un kit de extracción y purificación de ADN de tipo resina de 
intercambio iónico, Genomic-tip, producido por Quiagen GmbH, y se obtuvo ADN genómico purificado obtenido a 
partir de M. intracellulare (Mycobacterium intracellulare JCM6384).

El ADN genómico purificado obtenido a partir de M. intracellulare se ajustó para proporcionar una concentración final 45
de 400 ng/µL (en tampón Tris-HCl 10 mM, pH 8,9), y se utilizó como "muestra de ADN obtenida a partir de M. 
intracellulare

(2) Preparación de la genoteca aleatoria del genoma completo

Empleando 24 µg 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 preparó por el método siguiente (un 50
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 fragmentó mediante el un tratamiento con uso de un nebulizador (producido por Invitrogen Corp.) en presencia de 
una concentración final del 20% de glicerol, a una presión de 5 kPa a 9 kPa durante aproximadamente 10 minutos. 
Mediante este tratamiento, una fracción (fragmento de ADN) con el tamaño deseado de 500 a 1000 pares de bases 
se recuperó eficientemente. La fracción obtenida se purificó usando una columna de extracción producida por 5
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 sometió a una reacción de ligación con
el vector pBSII sk+ de extremos romos (producido por Stratagene Corp.), y se preparó un ADN recombinante del 10
vector pBSII sk+ (ampr) en el que se insertó el fragmento de ADN.

Empleando células competentes de E. coli JM109 producidas por Takara Bio Inc., se realizó la transformación 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 cultivó en una placa sobre medio de LB-agarosa que contenía 100 µg/ml de ampicilina, 15
IPTG 0,2 mM y 40 µg/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 genómico obtenido a partir de M. 
intracellulare), en el que se había introducido mediante transducción "el ADN recombinante con el fragmento de ADN 
deseado integrado".

(3) Preparación de la micromatriz20

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

En primer lugar, se preparó una solución tampón de Tris-HCl 10 mM (pH 8,9) que contenía 1 µM de cada uno de los
cebadores M13 Primer M1 (producido por Takara Bio Inc.) y el cebador M13 Primer RV (producido por Takara Bio 25
Inc.), MgCl2 1,5 mM, KCl 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 utilizó como una solución de 
reacción para la PCR.

El ADN se purificó a partir de cada transformante (clones aleatorios del genoma completo de ADN genómico 30
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 añadió a 20
µL de la solución de la reacción y se suspendió, y la suspensión preparada se empleó como una muestra para la 
PCR. Utilizando esta muestra para la PCR, se realizaron 30 ciclos de PCR con las siguientes condiciones de 
reacción, utilizando el ciclador térmico de ADN (DNA Engine PTC200, producido por MJ Research Inc.).35

Condiciones de la reacción de PCR:

Desnaturalización térmica: 94°C durante 0,5 minutos;

Reasociación: 55°C durante 1 minuto;

Reacción de polimerización: 75°C durante 0,5 minutos.

El producto obtenido de la amplificación con PCR se purificó, y después se mezcló con tampón de inmovilización 40
(concentración final: 3 x SSC).

La concentración final del producto de la PCR que se iba a extender en manchas, se ajustó para proporcionar 300 
ng/µL, y el uso de un instrumento de tipificado (GTMAS Stamp II; producido por Nippon Laser & Electronics Co., Ltd) 
que se fijó en 55% de humedad en el instrumento, el producto de la amplificación con PCR obtenido anteriormente 
se extendió en manchas (diámetro de la mancha: 150 µm a 250 µm) sobre un portaobjetos de vidrio (CMT GAPS-II; 45
producido por Corning Inc.). El portaobjetos de vidrio con manchas listo se transfirió a un reticulador de UV (UV 
Stratalinker 1800; producido por Stratagene Co., Ltd.), y se irradió luz UV de 150 mJ/cm2 para fijar el producto de la 
amplificación con PCR (que tenía una secuencia de nucleótidos deseada del ADN genómico obtenido a partir de M. 
intracellulare) sobre el portaobjetos de vidrio, y por lo tanto se preparó la micromatriz (un micromatriz preparada a 
partir de la genoteca aleatoria de clones del genoma completo de ADN genómico obtenido a partir de M. 50
intracellulare, como material sobre el que se habían fijado 2.000 clones en total).

(4) Marcado fluorescente del ADN genómico diana

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

En primer lugar, después de obtener 2 µg de ADN genómico purificado obtenido a partir de M. intracellulare en el 
apartado (1) descrito anteriormente, se mezclaron con 20 µL de solución de cebador aleatorio contenido en el 
envase del producto, la mezcla se sometió a un tratamiento térmico de desnaturalización (95°C durante 5 minutos), y 5
de este modo, se obtuvo la solución de la muestra. Por separado, se extrajo el ADN genómico y se purificó a partir 
de M. avium (IID 585) mediante un procedimiento de rutina (ADN genómico de referencia), y el mismo tratamiento se 
llevó a cabo, y de este modo se obtuvo la solución de la muestra (referencia).

Posteriormente, a cada solución de la muestra obtenida, se añadieron 2 µL de DTT 0,1 M, 2 µL de la solución mixta
de dATP/dCTP/dGTP (cada uno 5 mM), 0,8 µL de dTTP 2,5 mM, 1,6 µL de Ha-dUTP 5 mM y 1 µL de enzima 10
Klenow (40 U/µL) y se ajustó para proporcionar el volumen total de 50 µL con agua desionizada estéril, y luego la 
reacción de extensión se llevó a cabo a 37°C durante 3 horas.

Una columna de ultrafiltración, Microcon YM-30 (producida por Millipore Corporation), se acopló al tubo de 1,5 mL 
adjunto y el producto de reacción obtenido anteriormente se colocó sobre la columna y se centrifugó a 14.000 rpm 
durante 4 minutos. El líquido concentrado se recuperó en un microtubo y se secó a fondo usando una secadora 15
centrífuga a vacío (concentrador CentriVap; producido por LABCONCO Corporation).

Al producto seco de la reacción obtenido anteriormente se añadieron 10 µL de NaHCO3 50 mM y se mezclaron, 
luego se dejó reposar a temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos.

Por separado, se disolvió 1 mg de Alexa647 (producido por Invitrogen Corporation) o Alexa555 (producido por 
Invitrogen Corporation) en 105 µL de DMSO (solución de colorante Alexa647, solución de colorante Alexa555). Se 20
añadió una parte alícuota de 10 µL de esta solución de colorante Alexa647 al producto de la reacción descrito 
anteriormente que se había obtenido mediante el uso de ADN genómico obtenido a partir de M. intracellulare, y se 
incubó (bajo protección de la luz) a 40°C durante 60 minutos. Además, una parte alícuota de 10 µL de esta solución 
de colorante Alexa555 se añadió al producto de la reacción descrito anteriormente, que se había obtenido mediante 
el uso de ADN genómico (obtenido a partir de M. avium) de referencia, y se incubó de un modo similar (bajo 25
protección de la luz) a 40°C durante 60 minutos.

Además, a cada producto de la reacción descrita anteriormente después de la incubación, se añadieron 10 µL de 
NH2OH 4 M (preparado justo antes del uso) y se mezclaron, y se incubaron (bajo protección de la luz) durante 15 
minutos, y con ello se obtuvieron los respectivos productos marcados, es decir, el producto marcado de ADN 
genómico marcado con Alexa647 obtenido a partir de M. intracellulare, y el producto marcado de ADN genómico 30
marcado con Alexa555 obtenido a partir de M. avium.

Una columna de ultrafiltración, Microcon YM-30 (producida por Millipore Corporation), se acopló al tubo de 1,5 mL 
adjunto, y luego cada uno de los productos marcados obtenidos anteriormente de ADN genómico, se colocó sobre la 
columna y se centrifugó a 14.000 rpm durante 4 minutos, y a continuación, el líquido concentrado se recuperó en un 
microtubo y se secó a fondo usando una secadora centrífuga a vacío (concentrador CentriVap; producido por 35
LABCONCO Corporation).

(ii) Proceso de fragmentación de los productos marcados

A los productos marcados de cada ADN genómico en estado seco, obtenidos en el apartado descrito anteriormente 
(i) de (4), se añadieron 40 µL de una solución con una composición 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 suspensión. 40
Después de lo cual, las suspensiones se trataron térmicamente a 94°C durante 15 minutos, y se obtuvieron los 
productos de la fragmentación de cada uno de los ADN genómicos 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 señalar que la eficacia del marcado (base/colorante) se controló a través del uso del método de marcado
indirecto. Como resultado, se confirmó que, con respecto a Alexa647, se incorporaba una molécula de colorante 45
aproximadamente cada 100 a 200 bases. Además, con respecto a Alexa555, se confirmó que se incorporaba una 
molécula de colorante aproximadamente cada 150 bases.

Cada producto obtenido marcado con Alexa647 y marcado con Alexa555 se colocó sobre una columna de 
ultrafiltración de Microcon YM-10 (producida por Millipore Corporation), y después se centrifugó a 14.000 rpm 
durante 4 minutos. Después de lo cual, las soluciones concentradas se recuperaron en el mismo microtubo único, y 50
después se secaron a fondo usando una secadora centrífuga a vacío (concentrador CentriVap; producido por 
LABCONCO Corporation). Posteriormente, se añadieron los reactivos siguientes al microtubo y se mezclaron en 
suspensión, y por lo tanto, el producto marcado seco se disolvió.

Tampón de hibridación ArrayHyb (producido por SIGMA Co., Ltd.); 40 µL 

ADN de esperma de salmón (10 mg/ml); 0,5 µL 55
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Formamida; 5 µL

Total; 40 µL a 50 µL

Mediante el procedimiento descrito anteriormente, se obtiene una solución mixta de productos marcados con 
Alexa555/Alexa647 que comprende un producto de la fragmentación del producto marcado con Alexa647 de ADN 
genómico obtenido a partir de M. intracellulare y un producto de la fragmentación del producto marcado con5
Alexa555 de ADN genómico de referencia obtenido a partir de M. avium.

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

(5) Hibridación de la micromatriz

Sobre la micromatriz (chip de ADN) de la genoteca aleatoria de clones del genoma completo de ADN genómico10
obtenido a partir de M. intracellulare obtenido en la etapa (3) descrita anteriormente, la solución mixta de los 
productos marcados con Alexa555/Alexa647 preparados en el apartado (ii) de (4) descrito anteriormente, se colocó 
en su totalidad, y se cubrió 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 colocó sobre una alfombrilla Kim Towel humedecida con agua 
destilada en un Tupperware y se cerró herméticamente, y se mantuvo (bajo protección de la luz) a 65°C durante 8 15
horas o más para permitir la hibridación. Después de la hibridación, la micromatriz se empapó en una solución de 2 x 
SSC que contenía 0,1% de SDS junto con la cubierta de vidrio a temperatura ambiente, y la micromatriz se agitó
suavemente en la solución para eliminar la cubierta de vidrio. Posteriormente, después de un lavado secuencial con 
una solución 1 x SSC que contenía 0,03% de SDS (a 60°C) durante 10 minutos, una solución de 0,2 x SSC (a 42°C) 
durante 10 minutos y una solución de 0,05 x SSC (a temperatura ambiente) durante 10 minutos, la micromatriz se 20
transfirió rápidamente a un estante nuevo seco y se secó inmediatamente mediante centrifugación a 800 rpm 
durante 5 minutos.

(6) Medición de la intensidad de la fluorescencia: desde la detección de la señal a la cuantificación

Empleando un escáner de lectura de la fluorescencia GenePix 4000B (producido por Axon Instruments Inc.), se 
midió la intensidad de la fluorescencia en la micromatriz obtenida en el apartado (5) descrito anteriormente, que 25
recibió el tratamiento de hibridación de la micromatriz. En esta ocasión, con el fin de analizar los resultados de la 
hibridación 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 cuantificación de la señal de la fluorescencia se realizó usando una matriz DNASIS® (programa informático para 
el análisis de imágenes de expresión del tip de ADN; producido por Hitachi Software Engineering Co.). A saber, de 30
acuerdo con el procedimiento operativo del programa informático, el reconocimiento automático de manchas, el 
cálculo del ruido de fondo y la normalización de la relación de la intensidad de la fluorescencia, se llevaron a cabo. 
Además, mediante el establecimiento de una línea límite del umbral de confiabilidad, y evitando un valor más bajo 
que esa línea, se obtuvo una relación de la intensidad de la fluorescencia normalizada fiable.

Además, basándose en la relación de la intensidad de la fluorescencia (Relación) entre Alexa555/Alexa647 35
detectada sobre la micromatriz, según el procedimiento de rutina, se llevó a cabo el análisis del diagrama de
dispersión.

A saber, cuando la relación 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 había 
hibridado más fuertemente con el producto marcado con Alexa647, es decir, con el ADN genómico obtenido a partir 40
de M. intracellulare. Por otra parte, cuando se observa que la relación de la intensidad de la fluorescencia entre
Alexa647 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 genómico obtenido a partir de M. intracellulare, pero tiene 
una reacción cruzada con el producto marcado con Alexa555, a saber, con el ADN genómico de referencia obtenido
a partir de M. avium (hibridado con el ADN genómico de referencia obtenido a partir de M. avium).45

Mediante este método, se calculó la relación de la intensidad de la fluorescencia para la totalidad de las manchas de 
la micromatriz. Y se seleccionaron las manchas que tenían una intensidad de la fluorescencia elevada y que tenían
una relación 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 Bacteriología) descritas a 50
continuación en la Tabla 5, del mismo modo que se ha descrito en (1), se preparó 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 Física y Química

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

Además, mediante el mismo método que se ha descrito en los apartados (i) a (ii) de (4) anteriores, se obtuvo el 5
producto marcado de ADN genómico obtenido a partir de M. avium que se había marcado con Alexa555, y luego se 
obtuvieron sus productos de fragmentación.

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 comprendían productos de fragmentación 
respectivos del producto marcado con Alexa647 de ADN genómico obtenido a partir de cada cepa de M. 10
intracellulare y un producto de fragmentación del producto marcado con Alexa555 de ADN genómico de referencia 
obtenido a partir de M. avium.

Usando cada solución mixta obtenida de productos marcados con Alexa555/Alexa647, se realizó la hibridación 
competitiva del producto marcado con Alexa555 y el producto marcado con Alexa647 para la micromatriz del clon 
aleatorio del genoma completo de ADN genómico obtenido a partir de M. intracellulare obtenido en el apartado (3) 15
del Ejemplo 1, y la medición de la intensidad de la fluorescencia mediante los mismos procedimientos como se han 
descrito en los apartados (5) a (6) anteriores.

Además, por el mismo método que se ha descrito en el apartado (6) anterior, basándose en la relación de la 
intensidad de la fluorescencia (Relación) entre Alexa555/Alexa647 detectada sobre la micromatriz, y de acuerdo con 
el procedimiento de rutina, se llevó a cabo el análisis gráfico de la dispersión.20

Basándose en los resultados obtenidos del análisis, por el mismo método descrito en el apartado (6) anterior, se 
calculó la relación de la intensidad de la fluorescencia para la totalidad de las manchas de la micromatriz, y se 
seleccionaron las manchas que tenían una intensidad de la fluorescencia elevada y que tenían una relación de la 
intensidad de la fluorescencia elevada entre Alexa647 y Alexa555.

(8) Selección del clon candidato25

Basándose en el resultado descrito anteriormente, como un criterio en la selección 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 seleccionó entre las manchas de la micromatriz del genoma obtenido a partir de M. 
intracellulare. Como resultado, se seleccionaron 15 manchas (clones candidatos).

(9) Determinación de la secuencia de nucleótidos del clon candidato30

Posteriormente, para los 15 clones candidatos seleccionados en el apartado (8) descrito anteriormente, se realizó un
análisis de la secuencia mediante el siguiente método, y se determinó la secuencia de nucleótidos de cada clon.

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

ADN candidato primario (el clon candidato primario); 2 µL (100 ng)35

M13 Primer M1; 1 µL (5 pmol)

Premezcla; 8 µL
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A la mezcla anterior, se añadió agua desionizada estéril para proporcionar un volumen total de 20 µL y luego se 
llevaron a cabo 30 ciclos de reacciones de secuenciación con las siguientes condiciones de reacción, 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 filtración en gel producida por QIAGEN 5
GmbH, y luego, utilizando un secuenciador (Base Station; producida por MJ Research Inc.) se llevó a cabo un 
cartografiado (secuencia de nucleótidos) 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 nucleótidos de los 15 clones candidatos primarios fueran nuevas secuencias no 10
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 número de ID del clon y el nº de SEQ 
ID de la secuencia de nucleótidos se muestran colectivamente en la siguiente Tabla 6. Además, un "Clon ID NO" es 
el número de ID del clon otorgado por los presentes inventores. 15

[Tabla 6] 

Clon candidato

Nombre Clon ID NO SEQ ID NO

Clon candidato A R02_5h 1

Clon candidato B R03_7d 2

Clon candidato C R08_8d 3

Clon candidato D R23_8h 4

Clon candidato E R08_9f 5

Clon candidato F R21_11g 6

Clon candidato G R23_1h 7

Clon candidato H R23_4h 8

Clon candidato I R27_10g 9

Clon candidato J R27_4g 10

Clon candidato K R28_2h 11

Clon candidato L R01_3e 12

Clon candidato M R03_5d 13

Clon candidato N R23_12b 14

Clon candidato O R24_8b 15

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

(1) Síntesis del cebador de la presente invención20

Entre los clones candidatos enumerados en la Tabla 6 que se determinaron en el apartado (9) del Ejemplo 1, 
basándose en el resultado del análisis de la secuencia (secuencia de nucleótidos) del clon candidato A (Clon ID NO: 
R02_5h), y de la secuencia del candidato A (SEQ ID NO: 1), la secuencia de nucleótidos que se utilizará 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") 25
se diseñaron utilizando la herramienta Web tool Primer3 para el diseño de cebadores (producida por Whitehead 
Institute for Biomedical Research).

A continuación, utilizando el sintetizador de ADN ABI 392 producido por ABI, se sintetizó el oligonucleótido con una 
secuencia de nucleótidos diseñada, mediante el método de la fosforamidita. El procedimiento de síntesis se ajustaba
con el manual suministrado por ABI. La desprotección de diversos oligonucleótidos se realizó calentando la solución 30
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de amoníaco acuosa del oligonucleótido a 55°C durante una noche.

Posteriormente, mediante la realización de una cromatografía en columna de intercambio aniónico empleando 
Pharmacia FPLC, se purificó el oligonucleótido sintético.

Este oligonucleótido sintético se utilizó como cebador de la presente invención.

(2) Preparación de la muestra de ADN obtenida a partir de M. intracellulare.5

De acuerdo con el método de preparación 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 purificó. 
El ADN purificado respectivo obtenido se ajustó para proporcionar una concentración final de 1 ng/µL (en solución 
tampón de Tris-HCl 10 mM, pH 8,9), y se utilizó como una muestra de ADN obtenida a partir de cepas respectivas
de M. intracellulare.10

Por otra parte, el ADN genómico se extrajo y se purificó a partir de M. avium (IID585) por el procedimiento de rutina, 
y se ajustó de igual forma para proporcionar una concentración final de 1 ng/µL (solución tampón de Tris-HCl 10 
mM, pH 8,9), y se utilizó como una muestra de ADN obtenida a partir de M. avium.

(3) PCR en tiempo real

(i) Preparación de la solución de la reacción para la PCR15

Se preparó una solución tampón de Tris-HCl 10 mM (pH 8,9) que contenía 300 nM de cada cebador Mint 02_T7pa 
Fw1 y Mint T7pa 02_Rv1 sintetizados en el apartado (1) anterior, una dilución de 30000 veces de la solución de 
reserva como una concentración final de SYBR® Green I (nombre del producto de Molecular Probe Inc.), MgCl2 1,5 
mM, KCl 80 mM, 500 µg/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 utilizó como una 20
solución de reacción 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 realizó la PCR en tiempo real por 
el método de intercalado, y se llevó a cabo un seguimiento cuantitativo de la fluorescencia.25

En primer lugar, a 20 µL de la solución de reacción para la PCR preparada en el en el apartado (i) de (3) descrito 
anteriormente, se añadió 1 µL (1 ng) de la muestra de ADN preparada en el en el apartado (2) descrito 
anteriormente y se utilizó como muestra para la PCR.

Esta muestra para la PCR se colocó en cada pocillo de una placa de reacción de 96 pocillos (MicroAmp Optical 96-
well Reaction Plate; producida por Applied Biosystems Japan Ltd.), y la PCR en tiempo real se realizó utilizando un 30
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 reacción compuesto por 
calentamiento a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto, se repitió durante 40 ciclos, y se midió la 
intensidad de la fluorescencia obtenida a partir de SYBR® Green I que se había intercalado en correlación con la 35
cantidad de producto de extensión del cebador amplificado.

Además, 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 nucleótidos del clon candidato A está presente en el ADN genómico 
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 replicará y se detectará la fluorescencia.40

(4) Análisis de la curva de fusión

Basándose en el resultado de la medición obtenida por la PCR usando una muestra de ADN obtenida a partir de las 
cepas respectivas de M. intracellulare como molde, se generó la curva de fusión mediante el trazado de un gráfico 
de la temperatura de fusión del producto de extensión del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la 
primera derivación (variación) de la intensidad de la fluorescencia como eje vertical, y después se llevó a cabo la 45
detección del pico.

(5) Resultados

Los resultados del análisis de la curva de fusión 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 análisis de la curva de fusión del 50
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ácido nucleico que se había amplificado en presencia de SYBR Green I mediante la realización de la PCR en tiempo 
real usando el cebador Mint 02_T7pa Fw1 y el cebador Mint 02_T7pa Rv1 de la presente invención, y empleando las 
respectivas muestras de ADN obtenidas a partir de 10 tipos de cepas de M. intracellulare como molde, en cada 
caso, se identificó la señal de la fluorescencia generada como resultado de la amplificación del ácido nucleico (Fig. 
1: M. intracellulare), y todos los casos se determinaron como positivos para M. intracellulare. Además, todos los 5
picos obtenidos de la señal eran picos únicos. Además, las posiciones de los picos estaban casi solapadas.

Por otro lado, la PCR en tiempo real se llevó 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 señal fluorescente generada como resultado de la amplificación del ácido nucleico no se pudo identificar10
(Fig. 1, M. avium), y este caso se determinó 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 invención, y si existe cualquiera de los 10 tipos de cepas de M. 
intracellulare descritos anteriormente, la detección de la cepa es posible, y por otra parte, parece que se puede 
realizar una detección específica de una especie de M. intracellulare. Y a partir de este resultado, se sugirió también 15
que la secuencia candidata A utilizada como diana tiene una alta posibilidad de ser una secuencia de consenso de 
M. intracellulare.

Ejemplo 3: Evaluación de la conservación-2 entre las cepas en el caso de la secuencia de nucleótidos de otros 
clones candidatos entre M. intracellulare.

Basándose en el resultado del análisis de cada secuencia (secuencia de nucleótidos) de los clones candidatos A a O 20
que se habían determinado en el apartado (9) del Ejemplo 1 y que figuran en la Tabla 6, y a partir de la secuencia de 
nucleótidos de cada clon candidato, se diseñó la secuencia del cebador para la detección de la amplificación por 
PCR, respectivamente, utilizando la herramienta de Web tool Primer3 para el diseño de cebadores (producida por 
Whitehead Institute for Biomedical Research).

El nombre de cada secuencia candidata, el SEQ ID NO de la secuencia de nucleótidos del clon candidato, el nombre 25
del cebador diseñado basándose en la secuencia de nucleótidos del clon candidato (nombrado por el presente 
inventor) y el SEQ ID NO de la secuencia de nucleótidos y, además, la combinación 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 diseñado

Nombre SEQ ID NO
Nº de 

combinación

Cebador directo Cebador inverso

Nombre SEQ ID NO Nombre SEQ ID NO

Clon candidato A 1

1 Mint 02_T7pa Fw1 16 Mint 02_T7pa Rv1 17

2 Mint 02_T3pa Fw1 18 Mint 02_T3pa Rv1 19

3 Mint 02_con Fw1 20 Mint 02_con Rv1 21

4 Mint 02_con Fw2 22 Mint 02_con Rv2 23

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

6 Mint 04_T3pa Fw1 26 Mint 04_T3pa Rv1 27

Clon candidato C 3

7 Mint 06_T3pa Fw1 28 Mint 06_T3pa Rv1 29

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

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

12 Mint 07_con Fw1 38 Mint 07_con Rv1 39

Clon candidato F 6

13 Mint 10_FWpa Fw1 40 Mint 10_FWpa Rv1 41

14 Mint 10_con Fw2 42 Mint 10_con Rv2 43

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 diseñado

Nombre SEQ ID NO
Nº de 

combinación

Cebador directo Cebador inverso

Nombre SEQ ID NO Nombre SEQ ID NO

Clon candidato G 7

17 Mint 14_T3pa Fw1 48 Mint 14_T3pa Rv1 49

18 Mint 14_FWpa Fw1 50 Mint 14_FWpa Rv1 51

19 Mint 14_con Fw1 52 Mint 14_con Rv1 53

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

21 Mint 15_con Fw1 56 Mint 15_con Rv1 57

Clon candidato I 9

22 Mint 19_T3pa Fw1 58 Mint 19_T3pa Rv1 59

23 Mint 19_FWpa Fw1 60 Mint 19_FWpa Rv1 61

24 Mint 19_con Fw1 62 Mint 19_con Rv1 63

Clon candidato J 10

25 Mint 21_FWpa Fw1 64 Mint21_FWpaRv1 65

26 Mint 21_T3pa Fw1 66 Mint 21_T3pa Rv1 67

27 Mint 21_con Fw1 68 Mint 21_con Rv1 69

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

29 Mint 23_FWpa Fw1 72 Mint 23_FWpa Rv1 73

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

31 Mint 01_T7pa Fw1 76 Mint 01_T7pa Rv1 77

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

33 Mint 03_con Fw2 80 Mint 03_con Rv2 81

Clon candidato N 14

34 Mint 12_FWpa Fw1 82 Mint 12_FWpa Rv1 83

35 Mint 12_RVpa Fw1 84 Mint 12_RVpa Rv1 85

36 Mint 12_con Fw1 86 Mint 12_con Rv1 87

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

38 Mint 18con Fw2 90 Mint 18con Rv2 91

Posteriormente, se sintetizó un oligonucleótido de cada secuencia de nucleótidos diseñada y se purificó mediante el 
mismo método que en el apartado (1) del Ejemplo 2. Empleando este oligonucleótido sintético como cebador de la 
presente invención, y con la combinación de un cebador directo y un cebador inverso como se describe en la Tabla 
7, se realizó la preparación de la muestra de ADN, la PCR en tiempo real y el análisis de la curva de fusión por el 5
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 combinación de los cebadores, se 
obtuvieron curvas de fusión 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 realizó 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 realizó el análisis de la 10
curva de fusión del ácido nucleico que se había amplificado en presencia de SYBR Green I. Como resultado, en 
cualquier caso, se identificó la señal de la fluorescencia generada como resultado de amplificación del ácido 
nucleico, y se determinó que era positiva para M. intracellulare. Además, todos los picos de la señal obtenidos eran 
un pico único. Además, las posiciones de los picos estaban casi solapadas.

Además, del mismo modo que en el Ejemplo 2, usando como molde la muestra de ADN obtenida a partir de M.15
avium que es un género de Mycobacterium distinto de M. intracellulare, la PCR en tiempo real se llevó a cabo 
usando los mismos cebadores. En ese caso, la señal fluorescente generada como resultado de la amplificación del
ácido 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 
invención como se describe en la Tabla 7, y si cualquiera de los 10 tipos descritos anteriormente de cepas de M. 20
intracellulare está presente, es posible detectar la cepa; por otra parte, parece que se puede realizar una detección 
específica de la especie de M. intracellulare. Y a partir de este resultado, se sugirió 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: Evaluación de la especificidad del clon candidato A para M. intracellulare.

(1) Síntesis del cebador de la presente invención

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 el5
utilizado en el apartado (1) del Ejemplo 2.

Estos se usaron como cebador de la presente invención.

(2) Preparación 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 
continuación, se prepararon por los métodos siguientes, respectivamente. 10

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

b: Mycobacterium tuberculosis (TMC102 [H37Rv]) 

c: Mycobacterium kansasii (ATCC12478) 

d: Mycobacterium marinum (ATCC927) 

e: Mycobacterium simiae (ATCC25275) 15

f: Mycobacterium scrofulaceum (ATCC19981) 

g: Mycobacterium gordonae (ATCC14470) 

h: Mycobacterium szulgai (ATCC35799) 

i: M. avium (IIID 585) 

j: M. intracellulare (ATCC13950) 20

k: Mycobacterium gastri (ATCC15754) 

l: Mycobacterium xenopi (ATCC19250) 

m: Mycobacterium nonchromogenicum (ATCC19530) 

n: Mycobacterium terrae (ATCC15755) 

o: Mycobacterium triviale (ATCC23292) 25

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 genómico purificado procedente de 30
Mycos Research, LLC, y se utilizó como ADN purificado.

En cuanto a M. avium, la cepa de referencia (IIID 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 purificó por el método siguiente. Las bacterias usadas eran todas una cepa de 
referencia, y sus especies bacterianas ya se habían diferenciado por la morfología de las colonias y diversos 35
exámenes bioquímicos convencionales, etc. para la bacteria cultivada.

A saber, en cuanto a las bacterias del género Mycobacterium, en primer lugar, se recogieron las colonias que 
crecían en medio de Ogawa y se suspendieron en agua purificada, y después se trataron en un autoclave (a 120°C
a 2 atmósferas durante 20 minutos). Posteriormente, las células microbianas fueron sometidas a un tratamiento de 
ruptura (fractura física usando de perlas de vidrio de 2 mm de diámetro), seguido de centrifugación, y se obtuvo la 40
solución sobrenadante. A partir de la solución sobrenadante obtenida, se llevó a cabo la extracción y la purificación 
del ADN utilizando un kit de extracción y purificación de ADN de tipo resina de extracción de intercambio iónico, 
Genomic-tip producido por QUIAGEN GmbH.
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Además, en cuanto a E. coli, de acuerdo con el procedimiento de rutina del método de extracción de ADN de E. coli, 
se llevaron a cabo la extracción y la purificación del ADN.

Cada uno de los ADN purificados obtenidos se ajustó para proporcionar una concentración final de 1 ng/µL (en 
tampón Tris-HCl 10 mM, pH 8,9), y se utilizó como una muestra de ADN obtenida a partir de las respectivas 
bacterias.5

(3) PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se llevó 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) Análisis de la curva de fusión10

Mediante los mismos procedimientos que se han descrito en el apartado (4) del Ejemplo 2, y basándose en el 
resultado de la medición obtenida por la PCR usando como molde una muestra de ADN obtenida a partir de las 
bacterias respectivas, la curva de fusión se representó gráficamente mediante el trazado de la temperatura de fusión 
del producto de extensión del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivación (variación) 
de la intensidad de la fluorescencia como eje vertical, y luego se llevó a cabo la detección del pico.15

(5) Resultados

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

Como se desprende de los resultados mostrados en la Fig. 2, como resultado del análisis de la curva de fusión del 
ácido nucleico que se había amplificado en presencia de SYBR Green I mediante la PCR en tiempo real usando el 20
cebador Mint 02_T7pa Fw1 y el cebador Mint 02_T7pa Rv1 de la presente invención, 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 podían 
identificar las señales de la fluorescencia generadas como resultado de una amplificación del ácido nucleico (Fig. 2: 
M. intracellulare), y se podían 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 25
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 combinación de los mismos cebadores, la señal fluorescente correspondiente no se pudo detectar
(Fig. 2: otras especies), y se pudo determinar que toda la muestra era negativa para M. intracellulare.

Además, como se desprende de la Fig. 2, partiendo del hecho de que se obtenía un único pico claro como resultado 30
del análisis de la curva de fusión cuando se utilizaba como molde la muestra de ADN obtenida a partir de M. 
intracellulare, se considera que el método de detección 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 oligonucleótido de la presente invención como cebador 
para la PCR, M. intracellulare se puede detectar específicamente. Además, ya que se puede esperar que la 35
detección mediante una amplificación del ácido nucleico, tal como PCR, proporcione una alta sensibilidad, el 
aislamiento de la bacteria no es necesario, y el espécimen clínico se puede utilizar directamente para la detección. 
Por lo tanto, la detección de M. intracellulare puede estar lista al cabo de un día como máximo, mientras que con el 
método convencional en el que se requiere un cultivo bacteriano antes de realizar la detección, se prolonga varias 
semanas.40

Ejemplo 5: Evaluación de la especificidad-2 de los otros clones candidatos para M. intracellulare.

(1) Síntesis del cebador de la presente invención

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 oligonucleótidos mencionados en la Tabla 7 descrita anteriormente, excepto para el 
cebador Mint 02_T7pa Fw1 y el cebador Mint 02_T7pa Rv1.45

Estos oligonucleótidos sintéticos se utilizaron como cebador de la presente invención.

(2) Preparación 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 habían
utilizado en el Ejemplo 4, con los mismos procedimientos que los utilizados en el apartado (2) del Ejemplo 4.

(3) PCR en tiempo real50
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Empleando los cebadores que se habían diseñado y sintetizado en el apartado (1) descrito anteriormente y en la 
combinación descrita en la tabla 7 anterior, la PCR en tiempo real se llevó 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) Análisis de la curva de fusión5

Mediante los mismos procedimientos que se han descrito en el apartado (4) del Ejemplo 2, y basándose en el 
resultado de la medición obtenida por la PCR usando como molde una muestra de ADN obtenida a partir de las 
bacterias respectivas, la curva de fusión se representó con el trazado de un gráfico de la temperatura de fusión del 
producto de extensión del cebador (ADN de cadena doble) como eje horizontal y la primera derivación (variación) de 
la intensidad de la fluorescencia como eje vertical, y luego se llevó a cabo la detección del pico.10

(5) Resultados

Como un resultado similar al del Ejemplo 4, cuando el análisis de la curva de fusión del ácido nucleico amplificado 
con la PCR en tiempo real en presencia de SYBR Green I, usando el cebador de la presente invención, 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 señal fluorescente generada como resultado de la amplificación del ácido 15
nucleico se podía 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 podía 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 combinación de 20
los mismos cebadores descritos en la Tabla 7, la señal fluorescente correspondiente no se pudo detectar, y se pudo 
determinar que todas las muestras eran negativas para M. intracellulare.

Además, se obtenía un único pico claro como resultado del análisis de la curva de fusión 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 detección llevado a cabo es un método que tiene una especificidad sumamente alta para M. 25
intracellulare.

De los resultados anteriores se desprende que al utilizar el oligonucleótido de la presente invención como cebador 
para la PCR, M. intracellulare se puede detectar específicamente. Además, ya que se puede esperar que la 
detección mediante una amplificación del ácido nucleico, tal como PCR, proporcione una alta sensibilidad, el 
aislamiento de la bacteria no es necesario, y el espécimen clínico se puede utilizar directamente para la detección. 30
Por lo tanto, la detección de M. intracellulare puede estar lista al cabo de un día como máximo, mientras que con el 
método convencional en el que se requiere un cultivo bacteriano antes de realizar la detección, se prolonga varias 
semanas

Ejemplo 6: Prueba de sensibilidad de la detección mínima

A través del uso del método de detección en tiempo real, se llevó a cabo una verificación de la sensibilidad de la 35
detección en el momento de determinar el objetivo de la secuencia de nucleótidos del clon candidato J (Clon ID NO: 
R27_4g).

(1) Síntesis del cebador de la presente invención

Entre los clones candidatos enumerados en la Tabla 6, determinados en el apartado (9) del Ejemplo 1, basándose
en el resultado del análisis de la secuencia (secuencia de nucleótidos) del clon candidato J (Clon ID NO: R27_4g), y 40
de la secuencia candidata J (SEQ ID NO: 10), la secuencia de nucleótidos 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 diseñaron
utilizando la herramienta Web tool Primer3 para el diseño de cebadores (producida por Whitehead Institute for 
Biomedical Research).45

A continuación, utilizando el sintetizador de ADN ABI 392 producido por ABI, se sintetizó el oligonucleótido con una 
secuencia de nucleótidos diseñada mediante el método de la fosforamidita. El procedimiento de síntesis estaba de 
acuerdo con el manual suministrado por ABI. La desprotección de diversos oligonucleótidos se llevó a cabo 
calentando la solución de amoníaco acuoso del oligonucleótido a 55°C durante una noche.

Posteriormente, mediante la realización de una cromatografía en columna de intercambio aniónico empleando 50
Pharmacia FPLC, se purificó el oligonucleótido sintético. Este oligonucleótido sintético se utilizó como cebador de la 
presente invención.

(2) Preparación de la muestra de ADN para la PCR

E14191337
27-11-2017ES 2 650 066 T3

 



35

De acuerdo con el método de preparación descrito en el apartado (1) del Ejemplo 1, se preparó el ADN genómico 
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 medición de la absorbancia de la muestra de ADN preparada, obtenida a partir de M. intracellulare, se 
determinó la cantidad de ADN en la muestra. La cantidad de ADN genómico (número de copias del genoma) en la 5
muestra se determinó comparando la cantidad de ADN obtenida con el valor de la medición obtenida midiendo la 
absorbancia con el mismo procedimiento, utilizando como muestra el ADN genómico de M. intracellulare JCM6384 
de concentración conocida. Se obtuvieron 108 copias/µL de ADN genómico.

Posteriormente, la muestra de ADN se diluyó usando un tampón Tris-HCl 10 mM, pH 8,9 en una serie de diluciones
con 105, 104, 103, 102, 10 y 5 copias/µL, y se utilizó como muestra de ADN para la PCR.10

(3) PCR en tiempo real

(i) Preparación de la solución de reacción para la PCR

Se preparó una solución de tampón Tris-HCl 10 mM (pH 8,9) que contenía 300 nM de cada cebador Mint 02_T7pa 
Fw1 y Mint T7pa 02_Rv1 sintetizados en el apartado (1) anterior, una dilución de 30000 veces de la solución de 
reserva como una concentración final de SYBR® Green I (nombre del producto de Molecular Probe Inc.), MgCl2 1,5 15
mM, KCl 80 mM, 500 µg/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 utilizó como una 
solución de reacción para la PCR.

(ii) PCR en tiempo real

A 20 µL de la solución de reacción para la PCR preparada en el en el apartado (i) de (3) descrito anteriormente, se 20
añadió 1 µL de la muestra de ADN para PCR preparada en el en el apartado (2) descrito anteriormente y se utilizó 
como una muestra para la PCR.

Esta muestra para la PCR se colocó en cada pocillo de una placa de reacción de 96 pocillos (MicroAmp Optical 96-
well Reaction Plate; producida por Applied Biosystems Japan Ltd.), y la PCR en tiempo real se realizó utilizando un 
ciclador térmico/detector especializado para la PCR TaqMan® (ABI 7500; producido por Applied Biosystems Japan 25
Ltd.).

A saber, después de mantener la temperatura a 95°C durante 10 minutos, un ciclo de reacción compuesto por 
calentamiento a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto, se repitió durante 40 ciclos, y se midió la 
intensidad de la fluorescencia obtenida a partir de SYBR® Green I que se había intercalado, en correlación con la 
cantidad de producto de extensión del cebador amplificado.30

Hay que señalar que, la intensidad de la fluorescencia se midió utilizando una función del termociclador utilizado 
para la medición, para digitalizar la relación de la intensidad de la fluorescencia relativa, para cada una de las placas 
de reacción de 96 pocillos utilizadas para la medición.

(4) Resultados

A partir de los datos experimentales obtenidos, de acuerdo con el procedimiento de rutina comúnmente realizado en 35
el método de la PCR en tiempo real, para cada concentración de una muestra de ADN para PCR, se generó una 
curva de amplificación mediante el trazado de un gráfico de la intensidad de la fluorescencia obtenida a partir de
SYBR® Green I (Rn, eje y) para cada número de ciclo de la PCR (eje x). La curva de amplificación obtenida se 
muestra en la Fig. 3.

Posteriormente, a partir de la curva de amplificación obtenida, se generó una curva estándar por el método 40
siguiente.

A saber, se seleccionó una parte de Rn en donde la intensidad de la fluorescencia amplificada exponencialmente en 
la curva de amplificación obtenida (Fig. 3), y se trazó una línea 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 trazó en un gráfico el valor de Ct (eje y) para el número de copias del genoma de cada 45
muestra de ADN utilizada para la PCR (eje x, valor logarítmico), y la curva aproximada obtenida para cada Ct, se 
usó como una curva estándar. La curva estándar obtenida se muestra en la Fig. 4.

y = -3,356x + 35,57

R2= 0,999

En consecuencia, partiendo del hecho de que la fluorescencia se detectaba con la PCR en tiempo real, resulta que 50
M. intracellulare se puede detectar llevando a cabo la PCR en tiempo real utilizando el oligonucleótido de la presente 
invención como cebador.
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Además, también se desprende que como la curva estándar está a disposición, la determinación cuantitativa de M. 
intracellulare es posible con la PCR en tiempo real usando el cebador y la sonda de la presente invención. Además,
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 invención, se puede detectar M. intracellulare incluso con el requisito de que solamente estén presentes 
5 copias del ADN genómico de M. intracellulare como cantidad inicial.5

Además, la eficacia de la amplificación de la PCR con este método era numéricamente del 98,4%, y por lo tanto, se 
confirmó una reactividad elevada.

Adicionalmente, cuando el experimento se llevó a cabo de manera similar utilizando la combinación de otros 
cebadores enumerados en la Tabla 7 descrita anteriormente, se podían obtener resultados casi equivalentes. De los 
hechos descritos anteriormente, era evidente que la detección y la cuantificación de M. intracellulare se pueden 10
llevar a cabo mediante la realización de una PCR en tiempo real dirigiéndola a las secuencias candidatas A a O.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con el método para la detección de M. intracellulare mediante el uso del cebador y/o la sonda de la 
presente invención, la detección de M. intracellulare se puede realizar más rápidamente y con mayor precisión, 
específicamente en comparación con el método de detección convencional.15

Por otra parte, de acuerdo con el método para la detección de M. intracellulare usando el cebador de la presente 
invención, es posible detectar mediante una sola operación el caso en el que exista cualquiera entre una pluralidad 
de serotipos o cepas de M. intracellulare. Además, esto simplifica la operación de detección y se reduce también el 
tiempo requerido para el diagnóstico; de acuerdo con ello, este método es muy útil, en particular en el campo de los 
ensayos clínicos en donde se requiere una determinación rápida. Un oligonucleótido que comprende una parte o la 20
totalidad de la secuencia de nucleótidos 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 posición 
arbitraria puede ser reemplazada por uracilo (U), y de aquí en adelante, se usarán las mismas abreviaturas), o una 
parte o la totalidad de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ 
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 15, en donde el oligonucleótido es capaz de hibridarse con una secuencia de nucleótidos del 25
gen de Mycobacterium intracellulare.
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<210> 1
<211> 59720
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 1

25

<210> 2
<211> 573
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare30

<400> 2
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<210> 3
<211> 677
<212> ADN5
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 3

10
<210> 4
<211> 926
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare

15
<400> 4
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<210> 5
<211> 593
<212> ADN5
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 5

10
<210> 6
<211> 941
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare

15
<400> 6

E14191337
27-11-2017ES 2 650 066 T3

 



40

<210> 7
<211> 602
<212> ADN5
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 7

10
<210> 8
<211> 1346
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare

15
<400> 8
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<210> 9
<211> 1219
<212> ADN5
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 9

10
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<210> 10
<211> 11225
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 10

10

<210> 1115
<211> 1119
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<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 11

5

<210> 12
<211> 395
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare10

<400> 12

15

<210> 13
<211> 902
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare20

<400> 13
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<210> 14
<211> 952
<212> ADN5
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 14

10

<210> 15
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<211> 460
<212> ADN
<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 155

<210> 16
<211> 22
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

15
<400> 16
cgtggtgtag tagtcagcca ga 22

<210> 17
<211> 2120
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido25

<400> 17
aaaaacggat cagaaggaga c 21

<210> 1830
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>35
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 18
gcgaacttgg ggaatgtg 18

40
<210> 19
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

45
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 19
cgaaaccgca gtcgttct 1850

<210> 20
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<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 20
ggccatcatc agcaagacc 19

10
<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

15
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 21
atgaacacac accgaagcac 2020

<210> 22
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 2230
gcgaacgaca tccagatt 18

<210> 23
<211> 18
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

40
<400> 23
accgtggtgg aacgagac 18

<210> 24
<211> 2045
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido50

<400> 24
gcctcagatc ctcctcagtg 20

<210> 2555
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>60
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 25
gcgagcgttc atggaataa 19

65

E14191337
27-11-2017ES 2 650 066 T3

 



47

<210> 26
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

5
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 26
gacgcgctgg taaagaaca 1910

<210> 27
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial15

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 2720
ctacggaggt gtcagggtct 20

<210> 28
<211> 18
<212> ADN25
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

30
<400> 28
agagcgcggc agtgagtt 18

<210> 29
<211> 2035
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido40

<400> 29
gatacattcc gagcatcacc 20

<210> 3045
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>50
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 30
atacatggcg accttgctg 19

55
<210> 31
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

60
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 31
gccagatcca gagggagact 2065
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<210> 32
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 3210
ggcgtcggca tcatttat 18

<210> 33
<211> 18
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

20
<400> 33
cacatcctgc gccaatca 18

<210> 34
<211> 2025
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido30

<400> 34
ctcccaccaa taaggcagag 20

<210> 3535
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 35
gaccgggcag gagattgt 18

45
<210> 36
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

50
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 3655
gcgcctgaaa ccgaagtc 18

<210> 37
<211> 19
<212> ADN60
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

65
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<400> 37
aagccgaacc gatagcact 19

<210> 38
<211> 205
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido10

<400> 38
cagagaatca ccctcctggt 20

<210> 3915
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 39
tggccgacat ggtctactc 19

25
<210> 40
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

30
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 40
ccgtgggctt gttttgag 1835

<210> 41
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial40

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 4145
ggccgtatca tctgtgtgag 20

<210> 42
<211> 20
<212> ADN50
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

55
<400> 42
cgtaaccacc cacaagatcg 20

<210> 43
<211> 2060
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido65
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<400> 43
gggcgtattc aggtacttcg 20

<210> 445
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>10
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 44
gcgataccgg ctgatgac 18

15
<210> 45
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

20
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 45
cacgccagac caagacga 1825

<210> 46
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 4635
gcaggagatc catcaggaa 19

<210> 47
<211> 18
<212> ADN40
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

45
<400> 47
aggtcttcac cggcaagc 18

<210> 48
<211> 2050
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido55

<400> 48
tacgtgtggt ggtgatgtcc 20

<210> 4960
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>65
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<223> cebador de oligonucleótido

<400> 49
cggcggtgtt cttactgc 18

5
<210> 50
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

10
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 50
gcgataaggt ccgtggtgt 1915

<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial20

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 5125
gcccgaagtt gtttctgagt 20

<210> 52
<211> 21
<212> ADN30
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

35
<400> 52
tcatccgaga tcacacaaac a 21

<210> 53
<211> 1840
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido45

<400> 53
cgagagacgc accgattt 18

<210> 5450
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>55
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 54
cagaccctga cacctccgta 20

60
<210> 55
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

65

E14191337
27-11-2017ES 2 650 066 T3

 



52

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 55
agagtgcgcc gattttctt 195

<210> 56
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial10

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 5615
gtagccccgc gtgaagtc 18

<210> 57
<211> 20
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

25
<400> 57
ggggtggtca actacgtctc 20

<210> 58
<211> 2030
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido35

<400> 58
ggtgagagtc gtgttctggt 20

<210> 5940
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 59
gtaggccagc tccatctcc 19

50
<210> 60
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

55
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 60
acggtcttga gtgcttcg 1860

<210> 61
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial65
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<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 615
tcgaaatcgc atcggtaga 19

<210> 62
<211> 19
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

15
<400> 62
gtacaagccg gagggtgtc 19

<210> 63
<211> 1820
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido25

<400> 63
cttgagcccc caggttcc 18

<210> 6430
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>35
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 64
cagcgaccgt gtgttcttac 20

40
<210> 65
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

45
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 65
ggaagtgggc ggtatcct 1850

<210> 66
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial55

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 6660
tcgaatatgc agtgttaccg 20

<210> 67
<211> 20
<212> ADN65
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

5
<400> 67
ttccacatca gagggagtcg 20

<210> 68
<211> 1910
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido15

<400> 68
tgagcgccag acaaagtgt 19

<210> 6920
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 69
ggccaaaaga cctaagacca 20

30
<210> 70
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

35
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 70
tctgtgggtc agggtcttct 2040

<210> 71
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial45

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 7150
gagacgaaac accagtcacg 20

<210> 72
<211> 18
<212> ADN55
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

60
<400> 72
cgtcgcattg aggattgg 18

<210> 73
<211> 1965
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido5

<400> 73
gccgttgttg ctcggatag 19

<210> 7410
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 74
gatgggccgt atcctcgta 19

20
<210> 75
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

25
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 75
ggatctatta ccgacaacca tgt 2330

<210> 76
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 7640
gatccccttg gtcgttgc 18

<210> 77
<211> 20
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

50
<400> 77
ccagtgctac acaaaccaca 20

<210> 78
<211> 2055
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido60

<400> 78
gccattctta gcctcacgac 20

<210> 7965
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<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 79
ctggttgctc gcgtcttc 18

10
<210> 80
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

15
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 80
ctgttcgacg ccagctacac 2020

<210> 81
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 8130
ggccacccga tagaagttg 19

<210> 82
<211> 19
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

40
<400> 82
ggtggccttg atgtttcag 19

<210> 83
<211> 2045
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido50

<400> 83
agctgatgag gacggttgtc 20

<210> 8455
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>60
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 84
cgccacagag tcaacaacc 19

65
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<210> 85
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

5
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 85
cgagatcgct gtcaagcac 1910

<210> 86
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial15

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 8620
agcggacgac tgacttgttg 20

<210> 87
<211> 18
<212> ADN25
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

30
<400> 87
tcttcgtgca ggcgatca 18

<210> 88
<211> 2135
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleótido40

<400> 88
tttcgctgac gtaatagacg a 21

<210> 8945
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>50
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 89
ggatcttcgg cctggaat 18

55
<210> 90
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

60
<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 90
acggcaactc ataggtcagc 2065
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<210> 91
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> cebador de oligonucleótido

<400> 9110
gaagggaagg ggagagca 18

<210> 92
<211> 116
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

20
<400> 92

<210> 93
<211> 16925
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido30

<400> 93

<210> 9435
<211> 165
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 94

45
<210> 95
<211> 200
<212> ADN
<213> Artificial

50
<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 95
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<210> 96
<211> 166
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

10
<400> 96

<210> 97
<211> 14515
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido20

<400> 97

<210> 9825
<211> 170
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 98

35
<210> 99
<211> 149
<212> ADN
<213> Artificial

40
<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 99

45
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<210> 100
<211> 166
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 10010

<210> 101
<211> 182
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

20
<400> 101

<210> 102
<211> 11525
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido30

<400> 102

<210> 10335
<211> 157
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 103

45
<210> 104
<211> 137
<212> ADN
<213> Artificial

50
<220>
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<223> sonda de oligonucleótido

<400> 104

5
<210> 105
<211> 128
<212> ADN
<213> Artificial

10
<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 105

15

<210> 106
<211> 170
<212> ADN
<213> Artificial20

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 10625

<210> 107
<211> 189
<212> ADN30
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

35
<400> 107

<210> 108
<211> 12640
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido45

<400> 108
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<210> 109
<211> 150
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

10
<400> 109

<210> 110
<211> 13015
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido20

<400> 110

25

<210> 111
<211> 139
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 11135

<210> 112
<211> 168
<212> ADN40
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

45
<400> 112

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

<220>5
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 113

10
<210> 114
<211> 172
<212> ADN
<213> Artificial

15
<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 114

20

<210> 115
<211> 14825
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido30

<400> 115

<210> 11635
<211> 131
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 116

45
<210> 117
<211> 113
<212> ADN
<213> Artificial

50
<220>
<223> sonda de oligonucleótido
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<400> 117

<210> 1185
<211> 184
<212> ADN
<213> Artificial

<220>10
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 118

15

<210> 119
<211> 169
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

25
<400> 119

<210> 120
<211> 15630
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido35

<400> 120

<210> 12140
<211> 185
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 121
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<210> 122
<211> 184
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

10
<400> 122

<210> 123
<211> 13615
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido20

<400> 123

<210> 12425
<211> 147
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 124

35
<210> 125
<211> 174
<212> ADN
<213> Artificial

40
<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 125
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<210> 126
<211> 101
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido

10
<400> 126

<210> 127
<211> 19015
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleótido20

<400> 127

<210> 12825
<211> 174
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 128

35
<210> 129
<211> 104
<212> ADN
<213> Artificial

40
<220>
<223> sonda de oligonucleótido

<400> 129

45
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REIVINDICACIONES

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

2. Un cebador para detectar Mycobacterium intracellulare, que comprende un oligonucleótido que consiste en la 5
secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a 47, o una secuencia complementaria a la 
secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 40 a 47.

3. El cebador según la reivindicación 2, en donde el oligonucleótido está marcado con una sustancia marcadora, 
preferiblemente la sustancia marcadora se selecciona a partir de un radioisótopo, una enzima, una sustancia 
fluorescente, una sustancia luminiscente o una biotina. 10

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

5. El método según la reivindicación 4, que comprende: 

llevar a cabo una reacción de amplificación del ácido nucleico usando el cebador y un ácido nucleico en una 
muestra como molde; y15

detectar un producto de extensión del cebador obtenido.

6. El método según la reivindicación 4, que comprende 

llevar a cabo una PCR en tiempo real en presencia de una sonda que comprende un oligonucleótido que 
consiste en 15 a 40 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 6, o 15 a 40 
nucleótidos de la secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 6, 20

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

7. El método según la reivindicación 6, en el que la sonda consiste en 15 a 40 nucleótidos de la secuencia de 
nucleótidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 104 a 107, o 15 a 40 nucleótidos de la secuencia 
complementaria a la secuencia de nucleótidos 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'-25
terminal de la sonda se marca con un colorante extintor. 

8. El método según la reivindicación 4, que comprende las siguientes etapas de: 

(1) llevar a cabo una reacción de amplificación del ácido nucleico usando el cebador y un ácido nucleico en una 
muestra como molde;

(2) llevar a cabo una electroforesis del producto de extensión del cebador obtenido en el apartado (1); y30

detectar Mycobacterium intracellulare basándose en el resultado obtenido de la electroforesis. 

9. El método según la reivindicación 4, en el que el cebador se marca con una sustancia marcadora; y una reacción 
de amplificación del ácido nucleico se lleva a cabo usando el cebador mencionado anteriormente y usando un ácido 
nucleico en una muestra como molde; después de lo cual se mide una señal obtenida a partir del producto de 
extensión del cebador obtenido. 35

10. El método según la reivindicación 4, que comprende: 

hibridar una sonda marcada con un ácido nucleico en una muestra, en donde la sonda marcada se prepara
marcando la sonda según la reivindicación 4 con una sustancia marcadora; 

eliminar una sonda marcada libre; y

detectar una señal obtenida a partir de un complejo hibridado.40

11. Un kit de reactivos para la detección de Mycobacterium intracellulare, que comprende el cebador según la 
reivindicación 2.
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