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Description 

La  présente  Invention  est  relative  à  des  fragments  d'acides  nucléiques,  dérivés  d'un  génome  de  mycobactérie 
appropriée,  notamment  de  Mycobacterium  tuberculosis,  à  leurs  applications  dans  le  diagnostic  des  infections  à  my- 

5  cobactéries,  ainsi  qu'à  des  plasmides  contenant  lesdits  fragments. 
Les  mycobactéries  correspondent  au  genre  Mycobacterium  qui  comprend  au  moins  54  espèces  différentes. 
Parmi  celles-ci  environ  10  sont  pathogènes  ou  opportunistes  pour  l'homme  ou  l'animal.  Deux  d'entre-elles,  M. 

tuberculosis  et  M.  leprae  sont  respectivement  les  agents  de  la  tuberculose  et  de  la  lèpre. 
Il  est  connu  que  ces  deux  maladies  représentent  un  problème  majeur  de  Santé  Publique  ;  en  effet,  il  existe  ac- 

10  tuellement  entre  15  et  60  millions  d'individus  atteints  de  tuberculose  dans  le  Monde  et  2  à  3  millions  de  personnes 
meurent  chaque  année  à  cause  de  cette  infection.  Dans  les  pays  développés,  M.  tuberculosis  est  la  cause  la  plus 
commune  des  infections  mycobactériennes.  En  France,  il  apparaît  environ  104  nouveaux  cas  de  tuberculose  par  an. 
La  vaccination  par  le  BCG  (Bacille  de  Calmette  et  Guérin,  une  souche  atténuée  de  M.  bovis)  est  loin  d'être  efficace 
au  sein  de  toutes  les  populations.  Cette  efficacité  varie  environ  de  80%  dans  les  pays  occidentaux  comme  l'Angleterre, 

15  à  0  %  en  Inde  (résultats  du  dernier  essai  de  vaccination  à  Chingleput).  De  plus,  l'apparition  de  souches  de  M.  tuber- 
culosis  résistantes  aux  anti-tuberculeux  usuels  et  l'existence  d'une  corrélation  entre  tuberculose  et  SIDA  ajoutent  à 
l'urgence  de  mettre  au  point  une  méthode  rapide  de  détection  et  d'identification  des  mycobactéries. 

Par  exemple,  une  étude  épidémiologique  réalisée  en  Floride  a  montré  que  10  %  des  malades  atteints  de  SIDA 
sont  atteints  de  tuberculose  au  moment  du  diagnostic  du  SIDA  ou  18  mois  avant  celui-ci.  Chez  ces  malades,  la  tuber- 

20  culose  apparaît  dans  60  %  des  cas  sous  une  forme  disséminée  donc  non  repérable  par  les  critères  de  diagnostic 
classiques  comme  la  radiographie  pulmonaire  ou  l'analyse  de  crachats. 

Enfin,  le  diagnostic  de  la  tuberculose  et  des  autres  mycobactérioses  apparentées  est  difficile  à  réaliser  pour  dif- 
férentes  raisons  :  les  maladies  pulmonaires  causées  par  différentes  mycobactéries  ne  peuvent  pas  être  distinguées 
cliniquement,  radiologiquement  ou  histologiquement  ;  les  mycobactéries  sont  souvent  présentes  en  faible  quantité  et 

25  lorsqu'elles  sont  en  quantité  détectable  par  les  méthodes  classiquement  utilisées,  la  maladie  est  déjà  en  évolution  et 
les  malades  sont  contagieux  pour  leur  entourage  ;  de  plus,  en  raison  du  temps  de  génération  très  long  de  ces  bactéries 
(24  h  pour  M.  tuberculosis  comparé  à  20  min  pour  E.  coli),  la  culture  de  ces  organismes  est  difficile.  Ainsi  faut-il  6  à  8 
semaines  pour  identifier  les  germes  et  davantage  pour  obtenir  un  antibiogramme  utilisable  pour  le  traitement  adéquat 
des  malades.  Il  est  donc  indispensable  de  pouvoir  disposer  d'un  test  de  détection  n'exigeant  pas  de  culture  des  germes 

30  et  directement  utilisable  avec  les  échantillons  pathologiques,  même  lorsque  les  germes  y  sont  présents  à  de  faibles 
concentrations. 

Plusieurs  techniques  sont  actuellement  utilisées  en  clinique,  pour  identifier  une  infection  mycobactérienne. 
Il  faut  tout  d'abord  citer  la  détection  directe  des  microorganismes  au  microscope  ;  cette  technique  est  rapide,  mais 

ne  permet  pas  l'identification  de  l'espèce  mycobactérienne  observée  et  manque  de  sensibilité  dans  la  mesure  où  un 
35  grand  nombre  de  microorganismes  doit  être  présent  dans  l'échantillon  (>  104/ml)  pour  permettre  une  détection  fiable 

(BATES  J.,  CHEST,  1979,  76,  (suppl.),  757-763). 
Les  cultures,  lorsqu'elles  sont  positives,  ont  une  spécificité  approchant  100  %  et  permettent  l'identification  de 

l'espèce  mycobactérienne  isolée  ;  néanmoins,  comme  précisé  ci-dessus,  la  croissance  des  mycobactéries  in  vitro  ne 
peut  être  réalisée  qu'en  3  à  6  semaines  et  lorsque  peu  de  mycobactéries  sont  présentes  au  site  de  l'infection,  des 

40  cultures  répétées  sont  nécessaires  pour  s'assurer  d'un  résultat  positif  (BATES  J.,  1979  et  BATES  J.  et  al.,  Am.  Rev. 
Respir.  Dis.,  1986,  134,  415-417). 

Les  techniques  sérologiques  peuvent  s'avérer  utiles  dans  certaines  conditions,  mais  leur  utilisation  est  limitée  par 
leur  sensibilité  et/ou  leur  spécificité  faibles  (DANIEL  T.  M.  et  al.,  Am.  Rev.  Respir.  Dis.,  1  987,  135,  1137-1151  ). 

La  présence  ou  l'absence  de  mycobactéries  peut  également  être  déterminée  par  hybridation  avec  de  l'ADN  ou  de 
45  l'ARN  en  utilisant  des  sondes  spécifiques  des  séquences  d'ADN  (KIEHN  TE.  et  al.,  J.  Clin.  Microbiol.,  1987,  25, 

1551-1552  ;  ROBERTS  M.C.  et  al.,  J.  Clin.  Microbiol.,  1987,  25,  1239-1243;  DRAKE  TA.  et  al.,  J.  Clin.  Microbiol., 
1987,  25,  1442-1445).  Cependant,  ces  méthodes  reposent  sur  le  polymorphisme  des  séquences  nucléotidiques  des 
fragments  utilisés  ou  sur  le  polymorphisme  des  régions  avoisinantes  et  nécessitent  également  la  culture  des  microor- 
ganismes. 

50  Certaines  séquences  d'ADN  de  différentes  mycobactéries  et  notamment  certains  gènes  codant  pour  des  antigènes 
mycobactériens  ont  été  décrits.  On  peut  citer  notamment  la  Demande  Internationale  PCT  WO  88/00974,  qui  a  pour 
Inventeur  YOUNG  R.  et  dont  le  contenu  est  repris  dans  un  article  paru  dans  Nature,  1985,  316,  450  ;  ces  publications 
décrivent  les  gènes  codant  pour  cinq  antigènes  de  M.  leprae  immunodominants  et  en  particulier  le  gène  codant  pour 
l'antigène  de  65  kDA  a  été  séquencé.  On  peut  également  citer  la  Demande  Internationale  PCT  W0  88/05823,  qui  a 

55  pour  Co-lnventeurs  HUSSON  R.,  YOUNG  R.  et  SHINNICK  T.  et  dont  le  contenu  est  repris  dans  l'article  paru  dans  J. 
Bact.,  1987,  169,  1080-1088  et  qui  décrit  les  gènes  de  M.  tuberculosis  codant  pour  des  antigènes  protéiques  et  no- 
tamment  pour  l'antigène  de  65  kDa.  Cette  Demande  Internationale  précise,  en  particulier,  que  les  antigènes  de  M. 
tuberculosis  codant  pour  cinq  protéines  immunologiquement  actives  ont  été  isolés  par  un  criblage  systématique  d'une 

2 



EP  0  490  951  B1 

banque  d'ADN  recombinant  exprimée  dans  un  bactériophage  lambda  gt11,  avec  une  collection  d'anticorps  monoclo- 
naux  dirigés  contre  les  antigènes  protéiques  de  cette  bactérie.  L'un  des  antigènes  de  M.  tuberculosis,  une  protéine  65 
kDa,  présente  des  déterminants  communs  à  M.  tuberculosis  et  M.  leprae. 

La  Demande  Internationale  PCT  WO  88/06591,  qui  a  notamment  pour  Co-lnventeur  T.  SHINNICK,  décrit  une 
s  protéine  recombinante  de  540  acides  aminés  (protéine  de  65  kDa)  ainsi  que  la  séquence  d'ADN  et  les  vecteurs  d'ex- 

pression  de  ladite  protéine,  et  les  applications  de  ladite  protéine  recombinée.  Cette  Demande  décrit  également  des 
peptides  correspondant  à  des  séquences  de  cette  protéine  et  leurs  applications. 

Les  gènes  codant  pour  les  protéines  d'autres  mycobactéries  (M.  africanum,  M.  smegmatis,  M.  bovis  BCG  et  M. 
avium)  ont  également  été  isolés.  On  peut  citer  notamment  THOLE  et  al.  (Infect.  Immunol.,  1987,  55,  1466-1475),  qui 

10  ont  décrit  une  protéine  de  64  kDa  de  M.  bovis  BCG  exprimée  dans  E.  coll. 
Cependant,  les  quantités  d'ADN  mycobactérien  présentes  dans  la  plupart  des  échantillons  biologiques  sont  insuf- 

fisantes  pour  donner  un  signal  positif  ;  la  technique  d'hybridation  s'est  donc  révélée  inadaptée  à  la  détection  d'ADN 
mycobactérien  extrait  directement  d'échantillons  biologiques. 

Un  certain  nombre  d'études  ont  également  montré  une  certaine  homologie  de  structure  entre  les  différentes  my- 
15  cobactéries.  Cependant,  des  différences  dans  la  séquence  d'ADN  de  M.  tuberculosis  et  M.  bovis  ont  été  décrites  dans 

la  région  3'  du  cadre  ouvert  de  lecture  de  l'antigène  65  kDa  (SHINNICK  et  al.,  1987,  THOLE  et  al.,  1987),  mais  une 
région  homologue  n'a  pas  été  observée  dans  l'ADN  de  M.  leprae  (MEHRA  et  al.,  Proc.  Nat.  Acad.  Sci.  USA,  1  986,  83, 
7013-7017,  également  PCT  88/000974). 

Il  existe  également  des  publications  qui  ont  mis  en  évidence  l'existence  de  séquences  répétées  chez  les 
20  mycobactéries  ;  on  peut  citer  en  particulier  l'article  au  nom  de  K.D.  EISENACH  et  al  (J.  Clin.  Microbiol.,  1988,  26,  11  , 

2240-2245)  qui  décrit  trois  segments  clonés  d'ADN  de  M.  tuberculosis,  qui  ont  été  identifiés  par  hybridation  sélective 
avec  de  l'ADN  de  M.  bovis.  Ces  trois  segments  recombinants,  dénommés  respectivement  M13KE37  (790  paires  de 
bases),  M13KE49  (570  paires  de  bases)  et  M13KE115  (environ  1600  paires  de  bases)  sont  obtenus  par  clonage  dans 
le  bactériophage  M13  de  fragments  d'ADN  de  M.  tuberculosis.  Toutefois,  cet  Article  fait  apparaître  que  la  séquence 

25  nucléotidique  des  segments  correspondants  n'est  pas  connue  de  ses  Auteurs. 
On  peut  également  citer  l'article  de  D.M.  COLLINS  et  al.  (FEMS  Microbiol.  Letters,  1989,  60,  175-178),  qui  décrit 

l'identification  d'une  séquence  d'ADN  répétitive  spécifique  de  M.  paratuberculosis. 
Il  convient  d'autre  part  de  citer  l'Article  de  REDDI  et  Al.  (INTERNATIONAL  JOURNAL  OF  LEPROSY,  1988,  56, 

N°  4,  p.  592-598)  qui  décrit  l'existence  dans  l'ADN  de  Mycobacterium  tuberculosis  H37Rv  et  H37Ra,  de  fragments 
30  répétés  dont  la  séquence  n'a  pas  été  déterminée.  Les  fragments  répétés  décrits  par  REDDI  et  Al.,  qui  sont  respecti- 

vement  des  fragments  de  5,  6  et  4,  8  Kb,  ne  sont  pas  spécifiques  du  groupe  des  bacilles  de  la  tuberculose  puisqu'ils 
sont  aussi  présents  chez  M.  kansasii  qui  n'appartient  pas  au  complexe  tuberculosis. 

Les  références  complémentaires  suivantes  constituent  également  l'état  de  l'Art  préalable  à  la  présente  Invention. 
BAESS  I.,  Acta  Path.  Microbiol.  Scand.,  1979,  87,  221-226  ;  BEAUCAGE  S.L.  et  al.,  Tetrahedron  Lett.,  1981,  22, 

35  1  859-1862  ;  EISENACH  K.D.  et  al.,  Am.  Rev.  Respir.  Dis.,  1986,  133,  1065-1068  ;  GHEORGHIU  M.  et  al.,  J.  Biol. 
Standardization,  1988,  16,  15-26;  GLASSROTH  J.  et  al.,  N.  Engl.  J.  Med.,  1980,  302,  1441-1450;  HAWKINSC.C.  et 
al.,  Ann.  Intem.  Med.,  1985,  105,  184-188;  IMAEDA  T.,  Int.  J.  Systematic  Bacteriol.,  1985,  35,  147-150;  IMAEDAT. 
et  al.,  Int.  J.  Systematic  Bacteriol.,  1988,  38,  151-156;  KOGAN  S.C.  et  al.,  N.  Engl.  J.  Med.,  1987,  317,  985-990  ;  Ll 
H.  et  al.,  Nature  (Lond.),  1988,  335,  414-417  ;  LU  M.C.  et  al.,  Infect.  Immun.,  1987,  55,  2378-2382  ;  MANIATIS  T.  et 

40  al.,  1982,  Cold  Spring  Harbor,  New  York  ;  McFADDEN  J.J.  et  al.,  Mol.  Microbiol.,  1987,  1,  283-291  ;  PAO  C.C.  et  al., 
Tubercle,  1988,  69,  27-36  ;  PATEL  R.,  J.  Gen.  Microbiol.,  1986,  132,  541-541-551  ;  SAIKI  R.K.  et  al.,  Science,  1988, 
239,  487-491  ;  SANGER  F.  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  1977,  74,  5463-5467  ;  SMIDA  J.  et  al.,  Int.  J.  Leprosy, 
1988,  56,  449-454  ;  THEIN  S.L.  et  al.,  in  Human  Genetic  Diseases,  1986,  IRL  Press,  33-50;  THOLE  J.E.R.  et  al.,  Infect. 
Immun.,  1985,  50,  800-806;  WATSON  E.A.,  Canad.  J.  Pub.  Health,  1935,  26,  268-275;  WOLINSKY  E.,  Am.  Rev. 

45  Respir.  Dis,  1979,  119,  107-159. 
Récemment  un  procédé  de  détection  de  faibles  quantités  de  mycobactéries  par  amplification  et  hybridation  direc- 

tement  sur  des  échantillons  biologiques  a  été  mis  au  point  ;  ledit  procédé  utilise  le  polymorphisme  des  séquences 
nucléotidiques  d'un  fragment  de  gène  commun  à  toutes  les  mycobactéries,  et  notamment  un  fragment  du  gène  codant 
pour  la  protéine  65  kD  (Demande  de  Brevet  français  n°  89  05057). 

50  Poursuivant  les  travaux  sur  les  mycobactéries  dans  cette  voie,  les  Inventeurs  ont  mis  au  point  un  procédé  de 
détection  spécifique  et  encore  plus  rapide  car  permettant  d'identifier  dans  un  échantillon  biologique  une  mycobactérie 
d'un  groupe  donné  en  moins  de  24  heures. 

La  présente  Invention  s'est,  en  conséquence,  donné  pour  but  de  pourvoir  à  un  procédé  de  détection  et/ou  d'iden- 
tification  spécifique  d'au  moins  un  groupe  de  mycobactéries,  notamment  spécifique  du  groupe  du  bacille  de  la  tuber- 

55  culose  permettant  de  détecter  de  faibles  quantités  d'ADN  extrait  des  germes  eux-mêmes  en  nombre  restreint  et  de 
révéler  la  présence  des  mycobactéries  du/des  groupes  à  détecter  directement  dans  les  échantillons  pathologiques. 

C'est  également  un  but  de  l'Invention  de  pourvoir  à  des  réactifs  de  diagnostic  spécifiques  de  groupe  de  mycobac- 
téries  et  notamment  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose. 
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La  présente  Invention  a  pour  objet  une  séquence  nucléotidique  issue  mycobactéries,  caractérisée  en  ce  qu'elle 
est  constituée  par  une  séquence  nucléotidique  répétée  dans  le  génome  d'une  mycobactérie  et  spécifique  du  groupe 
du  bacille  de  la  tuberculose  et  en  ce  qu'elle  s'hybride  très  fortement  avec  M.  tuberculosis,  c'est-à-dire  que,  lorsqu'elle 
est  marquée  au  phosphore  32,  elle  fournit  une  tache  visible  à  l'oeil  nu  après  autoradiographie  d'une  heure  et  en  ce 
qu'elle  s'hybride  très  faiblement  avec  M.  bovis  BCG,  c'est-à-dire  que,  lorsqu'elle  est  marquée  au  phosphore  32,  elle 
fournit  une  tache  visible  à  l'oeil  nu  après  autoradiographie  de  48  heures. 

Dans  la  présente  Invention,  on  appelle  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  le  groupe  qui  comprend  M.  bovis-BCG, 
M.  bovis,  M.  tuberculosis,  M.  africa-num,  M.  microti. 

On  entend  par  séquence  nucléotidique,  dans  la  présente  Invention,  aussi  bien  une  séquence  d'ADN  double  brin, 
une  séquence  d'ADN  simple  brin  que  les  produits  de  transcription  desdites  séquences. 

On  entend  par  forte  hybridation,  au  sens  de  la  présente  Invention,  une  hybridation  donnant  un  signal  important  lié 
au  nombre  de  séquences  répétées  présentes  sur  l'ADN  génomique  ;  un  signal  important  permet  d'obtenir  une  tache 
visible  facilement  à  l'oeil  nu  après  une  autoradiographie  d'une  durée  courte,  réalisée  dans  les  conditions  définies  à 
l'exemple  1  ci-après,  notamment  inférieure  ou  égale  à  une  heure  ;  on  obtient,  par  exemple,  une  tache  très  importante 
après  une  autoradiographie  d'une  heure  environ,  lorsque  l'on  utilise  une  sonde  marquée  ayant  une  activité  spécifique 
voisine  de  109  cpm  par  u.g  d'ADN,  avec  M.  tuberculosis,  alors  que  pour  M.  bovis  BCG,  on  obtient  un  signal  faible,  et 
ce,  seulement  après  un  délai  de  48  heures. 

Selon  un  mode  de  réalisation  préféré  de  ladite  séquence,  elle  compone  à  son  extrémité  5'  la  séquence  5'  TGAAC- 
CGCCCCGG  3'de  formule  I  et  à  son  extrémité  3'  la  séquence  5'CCGGGGCGGTTCA  3'  de  formule  II,  ladite  séquence 
contenant  en  outre  au  moins  un  fragment  d'une  séquence  de  formule  III  suivante  : 

10  20  30  40  50  60 

GTCGACACGC  CTTCTGCACG  GGAAGTCCTT  CTGCGGCCAT  CGTTGCTATG  GCCGCTTACT 

70  80  90  100  110  120 

GCCTTCTAGT  CCGTGCGGCT  CTCGCAACAG  CTCACGGGAC  CTTTTTGAGG  ATCGCCACTT 

130  140  150  160  170  180 

CAGGTCTTCA  ACTCGCGGAT  GCCCTCATTG  GCAACGTTTG  CGCCCTGCCT  TGGGGCGGCC 

190  200  210  220  230  240 

GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  CTTTGCGGCG  GAACTACTCG  GGGTAACACT  TCGGCACGGA 
250  260  270  280  290  300 

CACGGCTCGT  TCGACGGACG  TCGTGACCAG  AAGTCGAGCA  AACCGACTCC  ACTCTAGCTA 

310  320  330  340  350  360 

GTGATACAAG  CTTTTTTGTA  GCCGCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 
370  380  390  400  410  '  420  

TTCTTGGAAA  GGATGGGGTC  ATGTCAGGTG  GTTCATCGAG  GAGGTACCCG  CCGGAGCTGC 

430  440  '  450  460  '  470  4*80 

GTGAGCGGGC  }gGTGCGGATG  GTCGCAGAGA  TCCGCGGTCA  GCACGATTCG  GAGTGGGCAG 
490  500  510  520  530  540 

CGATCAGTGA  GGTCGCCCGT  CTACTTGGTG  TTGGCTGCGC  GGAGACGGTG  CGTAAGTGGG 
550  560  570  580  590  600 

TGCGCCAGGC  GCAGGTCGAT  GCCGGCGCAC  GGCCCGGGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 
610  620  630  640  650  660 

AGCTGAAGCG  CTTAGCGGCG  GGACAACGCC  GAATTGCGAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 
670  680  690  700  710  7 2 0  

ACCGCGTCGG  CTTTCTTCGC  GGCCGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAATT  AACGGTTCAT 
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730  740  750  760  770  780  

CGCCGATCAT  CAGGGCCACC  GCGAGGGCCC  CGATÛGTTTG  CGGTGGGGTG  TCGAGTCGAT 

790  800  810  820  830  840 

CTGCACACAG  CTGACCGAGC  TGGGTGTGCC  GATCGCCCCA  TCGACCTACT  ACGACCACAT 
850  860  870  880  890  900 

eAACCGGGAG  CCCAGCCGCC  GCGAGCTGCG  CGATGGCGAA  CTCAAGGAGC  ACATCAGCCG 

910  920  930  '  940  950  960 

CGTCCACGCC  GCCAACTACG  G7GTTTACGG  TGCCCGCAAA  GTGTGGCTAA  CCCTGAACCG 
970  980  990  1000  1010  1020 

TGAGGGCATC  GAGGTGGCCA  GATGCACCGT  CGAACGGCTG  ATGACCAAAC  TCGGCCTGTC 

1030  1040  1050  1060  1070  1080 

CGGGACCACC  CGCGGCAAAG  CCCGCAGGAC  CACGATCGCT  GATCCCGCCA  CAGCCCGTCC 

1090  1100  1110  1120  1130  1140 

CGCCGATCTC  GTCCAGCGCC  GCTTCGGACC  ACCAGCACCT  AACCGGCTGT  GGGTAGCAGA 

1150  1160  1170  1180  1190  1200 

CCTCACCTAT  GTG7CGACCT  GGGCAGGGTT  CGCCTACGTG  GCCTTTGTCA  CCGACGCC7A 

1210  1220  1230  1240  1250  1260 

CGCTCGCAGG  ATCCTGGGCT  GGCGGGTCGC  TTCCACGATG  GCCACCTCCA  TGGTCCTCGA 

1270  1280  1290  1300  1310  1320 

CGCGA7CGAG  CAAGCCATCT  GGACCCGCCA  ACAAGAAGGC  GTACTCGACC  TGAAAGACGT 

1330  1340  1350  1360  1370  1380 

TATCCACCAT  ACGGATAGGG  GATCTCAGTA  CACATCGATC  CGGTTCAGCG  AGCGGCTCGC 

1390  1400  1410  1420  1430  1440 

CGAGGCAGGC  ATCCAACCGT  CGGTCGGAGC  GGTCGGAAGC  TCCTATGACA  ATGCACTAGC 

1450  1460  1470  1480  1490  1500 

CGAGACGATC  AACGGCCTAT  ACAAGACCGA  GCTGATCAAA  CCCGGCAAGC  CCTGGCGG7C 

1510  1520  1530  1540  1550  1560 

CATCGAGGAT  GTCGAG7TGG  CCACCGCGCG  CTGGGTCGAC  TGGTTCAACC  ATCGCCGCCT 

1570  1580  1590  1600  1610  1620 

CTACCAGTAC  TGCGGCGACG  TCCCGCCGGT  CGAACTCGAG  GCTGCCTACT  ACGCTCAACG 
1630  1640  1650  1660  1670  1680 

CCAGAGACCA  GCCGCCGGCT  GAGGTCTCAG  ATCAGAGAGT  CTCCGGACTC  ACCGGGGCGG 

TTCA 

FORMULE  I I I  

Selon  une  modalité  avantageuse  de  cette  disposition,  ladite  séquence  nucléotidique  comprend  les  nucléotides 
343-1152  de  la  séquence  de  formule  III  ci-dessus  et  les  fragments  de  celle-ci,  ainsi  que  les  séquences  qui  présentent 
au  moins  80  %  d'homologie  avec  ladite  séquence  ou  ses  fragments. 

Selon  une  autre  modalité  avantageuse  de  cette  disposition,  ladite  séquence  nucléotidique  comprend  les  nucléo- 
tides  327-1684  de  la  séquence  de  formule  III  ci-dessus  et  les  fragments  de  celle-ci,  ainsi  que  les  séquences  qui  pré- 
sentent  au  moins  80  %  d'homologie  avec  ladite  séquence  nucléotidique  ou  ses  fragments.  Cette  dernière  séquence 
a  été  dénommée  IS6110  par  les  Inventeurs  et  comprend  notamment  les  sites  de  restriction  suivants:  Sa  II,  Smal, 
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Kpnl,  Hindlll. 
La  présente  Invention  englobe  également  des  fragments  nucléotidiques,  notamment  des  oligonucléotides,  dérivés 

des  séquences  nucléotidiques  telles  que  définies  ci-dessus,  et  notamment  les  oligonucléotides  suivants,  qui  sont  ca- 
ractérisés  en  ce  qu'ils  présentent  les  séquences  de  formules  IV  à  XVI  ci-après,  qui  sont  en  outre  identifiées  par  les 

s  désignations  qui  leur  ont  été  attribuées  par  les  Inventeurs  : 

[ST3-I  :  5'  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3'  (IV) 

ISTB-2  :  5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  (V) 

10  ISTB-3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3'  (VI) 

ISTB-4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  (VII) 

ISTB-5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  (VIII) 

ISTB-6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  (IX) 

[STB-7  ;  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  iX) 

ISTB-8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3'  (XI) 

ISTB-9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3'  (XII) 
20  ISTB-IO  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3"  (XIII  > 

IS-2  :  5"  C A T C A G C C G C G T C C A C G C C G C C A A C T A C G G   3'  (XIV) 

IS-4  :  5'  T G T G C C G A T C G C C C C A T C G A C C T A C T A C G A   3'  (XV) 

25  IS-6  :  5'  G T C G A G T C G A T C T G C A C A C A G C T G A C C G A G   3'  (XVI) 
ainsi  que  les  séquences  qui  présentent  au  moins  80  %  d'homologie  avec  l'un  ou  l'autre  de  ces  fragments. 

L'Invention  vise  aussi  des  fragments  nucléotidiques  complémentaires  des  précédents,  ainsi  que  des  fragments 
modifiés  par  rapport  aux  précédents,  par  enlèvement  ou  addition  de  nucléotide(s)  dans  une  proportion  d'environ  15 
%  par  rapport  à  la  longueur  des  fragments  ci-dessus  et/ou  modifiés  au  niveau  de  la  nature  des  nucléotides,  dès  lors 

30  que  les  fragments  nucléotidiques  modifiés  conservent  une  capacité  d'hybridation  avec  la  séquence  d'ADN  de  myco- 
bactéries,  analogue  à  celle  que  présentent  les  fragments  correspondants  non  modifiés. 

La  présente  Invention  a  également  pour  objet  des  produits  de  traduction  et/ou  des  fragments  de  ceux-ci,  carac- 
térisés  en  ce  qu'ils  sont  codés  par  une  séquence  ou  un  fragment  de  séquence  nucléotidique  conforme  à  l'Invention. 

La  présente  Invention  a,  de  plus,  pour  objet  un  procédé  de  détection  d'une  séquence  répétée  spécifique  du  groupe 
35  du  bacille  de  la  tuberculose,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

(1)  une  étape  dans  laquelle  on  réalise  une  banque  de  cosmides  recombinants  comprenant  des  fragments  d'ADN 
d'une  mycobactérie  appropriée  supérieurs  à  30  kb  ;  et 
(2)  une  étape  dans  laquelle  on  détecte  le/les  clones  cosmidiques  contenant  au  moins  une  séquence  répétée,  par 

40  hybridation  avec  un  ADN  génomique  total  de  mycobactérie  appropriée,  marqué  de  manière  convenable. 

La  révélation  des  hybrides  formés  permet  la  détection  rapide  des  séquences  répétées  présentes  sur  le  génome 
desdites  mycobactéries. 

La  présente  Invention  a  également  pour  objet  des  réactifs  de  diagnostic  pour  la  détection  d'au  moins  un  groupe 
45  de  mycobactéries,  caractérisés  en  ce  qu'ils  comprennent  au  moins  une  séquence  nucléotidique  ou  un  fragment  de 

celle-ci,  telle  que  définie  ci-dessus,  pour  la  détection  des  mycobactéries  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  éven- 
tuellement  associée  à  au  moins  une  autre  séquence  nucléotidique  appropriée  à  la  détection  d'un  autre  groupe  de 
mycobactéries  et/ou  au  moins  un  marqueur  approprié. 

Un  tel  réactif  permet,  par  exemple,  la  détection  simultanée  d'une  mycobactérie  du  groupe  du  bacille  de  la  tuber- 
50  culose  et  d'une  mycobactérie  du  groupe  MAIP  (M  avium,  M.  intracellulare,  M.  paratuberculosis). 

Selon  un  mode  de  réalisation  avantageux  desdits  réactifs,  ils  sont  constitués  par  des  paires  d'amorces  pour  la 
synthèse  d'un  fragment  d'ADN  ou  d'ARN  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  chaque  amorce  comprenant  une 
séquence  ou  un  fragment  de  séquence  nucléotidique  telle  que  définie  ci-dessus. 

Selon  une  disposition  avantageuse  de  ce  mode  de  réalisation,  une  paire  d'amorces  conforme  à  l'Invention  est 
55  notamment  constituée  par  un  oligonucléotide  de  formule  IV  apparié  à  un  oligonucléotide  de  formule  V. 

Ces  amorces  permettent  notamment  la  synthèse  de  la  séquence  nucléotidique  de  formule  III  ci-dessus  et/ou  de 
son  brin  complémentaire  et/ou  de  la  séquence  IS6110. 

Selon  un  autre  mode  de  réalisation  avantageux  desdits  réactifs,  ils  sont  constitués  par  une  sonde  de  détection 

6 
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d'un  fragment  d'ADN  ou  d'ARN  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose. 
Selon  une  disposition  avantageuse  de  ce  mode  de  réalisation,  ladite  sonde  de  détection  comprend  avantageuse- 

ment  une  séquence  nucléotidique  de  formule  III,  pour  la  détection  d'une  mycobactérie  du  groupe  du  bacille  de  la 
tuberculose. 

s  Selon  un  autre  mode  de  réalisation  avantageux,  le  marqueur  est  choisi  dans  le  groupe  qui  comprend  notamment 
les  isotopes  radioactifs,  les  enzymes  appropriées,  les  fluorochromes,  les  marqueurs  chimiques  appropriés,  les  hap- 
tènes  et  les  anticorps  ou  les  analogues  de  base  tels  que  ceux  décrits  dans  le  brevet  français  n°  2  518  755  ou  la 
demande  de  brevet  européen  n°  158  758. 

Lesdits  réactifs  peuvent  être  utilisés  dans  un  très  grand  nombre  de  techniques  de  diagnostic  basées  sur  la  détection 
10  d'acides  nucléiques  par  hybridation  ;  en  particulier,  une  sonde  conforme  à  l'Invention  telle  que  la  séquence  de  formule 

III  permet  notamment  de  détecter  spécifiquement  l'ADN  d'une  mycobactérie  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose  et 
en  particulier  Mycobacterium  tuberculosis. 

La  présente  Invention  a  également  pour  objet  une  famille  de  plasmides  recombinants,  caractérisés  en  ce  qu'ils 
contiennent  au  moins  une  séquence  nucléotidique  conforme  à  l'Invention. 

15  Selon  un  mode  de  réalisation  avantageux  dudit  plasmide,  il  comprend  la  séquence  nucléotidique  de  formule  III  ou 
un  fragment  de  celle-ci. 

Selon  une  disposition  préférée  dudit  mode  de  réalisation,  ledit  plasmide  comprend  ladite  séquence  associée  à  un 
vecteur  pUC18. 

Ce  plasmide  recombinant  a  été  dénommé  pMT01  par  les  Inventeurs. 
20  Conformément  à  l'Invention,  ledit  plasmide  recombinant  a  été  déposé  sous  le  n°  I-900,  en  date  du  25  août  1989, 

auprès  de  la  Collection  Nationale  de  Cultures  de  Microorganismes  tenue  par  l'Institut  Pasteur. 
La  présente  Invention  a  également  pour  objet  un  procédé  de  détection  et  d'identification  rapide  d'au  moins  un 

groupe  et/ou  une  espèce  de  mycobactéries  dans  un  échantillon  biologique,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

25  (1)  une  étape  dans  laquelle  l'on  met  en  contact  l'échantillon  biologique  avec  au  moins  un  réactif  de  diagnostic 
conforme  à  l'Invention  et 
(2)  une  étape  dans  laquelle  on  détecte  par  tout  moyen  approprié  le  ou  les  produits  résultant  de  l'interaction 
séquence  nucléotidique  de  mycobactérie  éventuellement  présente-réactif  de  diagnostic. 

30  Selon  un  mode  de  mise  en  oeuvre  avantageux  de  ce  procédé,  le/les  réactifs  de  diagnostic  de  l'étape  (1)  sont 
une/des  paires  d'amorces  conformes  à  l'Invention  et  permettent  l'obtention  de  produits  d'amplification  de  la  séquence 
nucléotidique  à  détecter. 

L'étape  d'amplification  est  notamment  l'une  des  techniques  d'amplification  génétique  telles  que  la  méthode  dite 
QP  réplicase  (LIZARDI  RM.  et  al.,  Biotechnol.,  1988,  6)  ou  la  méthode  dite  P.C.R.  (polymerase  chain  reaction)  décrite 

35  dans  les  demandes  de  brevet  européens  n°  200  363,  n°  201  184  et  n°  229  701  déposées  par  CETUS  CO.. 
Selon  une  disposition  avantageuse  de  ce  mode  de  mise  en  oeuvre,  les  produits  d'amplification  obtenus  en  (1) 

sont  détectés  par  séparation  électrophorétique. 
Par  exemple,  si  l'on  observe  la  présence  d'un  fragment  d'ADN  migrant  à  l'endroit  attendu,  on  peut  conclure  que 

l'échantillon  analysé  contient  de  l'ADN  du  groupe  de  mycobactéries  à  détecter. 
40  Selon  une  autre  disposition  avantageuse  de  ce  mode  de  mise  en  oeuvre,  les  produits  d'amplification  obtenus  en 

(1  )  sont  détectés  par  hybridation  entre  lesdits  produits  d'amplification  et  un  réactif  de  diagnostic  conforme  à  l'Invention 
marqué  de  manière  appropriée. 

Un  tel  procédé  a  l'avantage  de  permettre  de  réaliser  un  test  sensible  et  spécifique,  direct  et  rapide  (moins  de  24 
heures)  de  détection  d'au  moins  un  groupe  de  mycobactéries. 

45  Selon  un  mode  de  mise  en  oeuvre  particulièrement  avantageux  de  ce  procédé  de  détection  de  la  présence  de 
Mycobacterium  tuberculosis  dans  un  échantillon  biologique,  il  comprend  les  étapes  suivantes  : 

i)  mise  en  contact  de  l'échantillon  biologique  avec  un  couple  de  fragments  d'acide  nucléique,  dits  amorces,  selon 
l'Invention,  l'ADN  contenu  dans  l'échantillon  ayant  été,  le  cas  échéant,  préalablement  rendu  accessible  à  l'hybri- 

50  dation  et  dans  ces  conditions  permettant  une  hybridation  des  amorces  à  l'ADN  de  Mycobacterium  tuberculosis  ; 
ii)  amplification  de  l'ADN  de  Mycobacterium  tuberculosis  ; 
iii)  mise  en  évidence  de  l'amplification  de  fragments  d'ADN  correspondant  au  fragment  encadré  par  les  amorces, 
par  exemple  par  électrophorèse  sur  gel  ; 
iv)  vérification  éventuelle  de  la  séquence  du  fragment  amplifié,  par  exemple  par  hybridation  de  sonde  spécifique, 

55  par  séquençage  ou  par  analyse  de  site  de  restriction. 

Selon  un  autre  mode  de  mise  en  oeuvre  du  procédé  de  diagnostic  in  vitro  d'une  infection  par  des  mycobactéries, 
dans  un  échantillon  biologique  déterminé,  celui-ci  comprend  les  étapes  de  : 

7 
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a)  mise  en  contact  de  l'acide  nucléique  des  mycobactéries  éventuellement  présent,  de  l'échantillon  biologique 
testé,  dans  des  conditions  permettant  l'accessibilité  sous  forme  d'ADN  simple  brin,  avec  au  moins  un  couple 
d'amorces  nucléotidique  selon  l'Invention,  lesdites  amorces  pouvant  hybrider  avec  l'acide  nucléique  de  mycobac- 
téries  s'il  est  présent,  et  initier  la  synthèse  du  produit  d'élongation  desdites  amorces,  chaque  brin  de  fragment 

s  d'ADN  de  mycobactéries  servant  de  matrice  lorsqu'il  est  apparié  avec  les  amorces  ; 
b)  séparation  des  brins  d'ADN  synthétisés,  de  leur  matrice  ; 
c)  répétition  de  la  synthèse  de  produit  d'élongation,  à  partir  de  chaque  brin  d'ADN  présent  à  l'issue  de  l'étape  b) 
et  susceptible  d'hybrider  avec  les  amorces,  jusqu'à  l'obtention  d'une  amplification  de  l'ADN  recherché,  suffisante 
pour  être  détectée  ; 

10  d)  mise  en  contact  du  produit  de  l'étape  c)  avec  une  sonde  nucléotidique  dans  des  conditions  permettant  de 
détecter  la  présence  du  fragment  d'ADN  amplifié  recherché  ; 
e)  détection  des  produits  de  l'hybridation  éventuellement  formés. 

Selon  un  mode  de  réalisation  préféré  du  procédé  pour  le  diagnostic  in  vitro  ci-dessus  défini,  la  mise  en  contact  de 
15  l'échantillon  testé  est  précédée  d'une  étape  de  traitement  de  l'échantillon  de  façon  à  en  extraire  l'acide  nucléique. 

Selon  un  autre  mode  de  réalisation  préféré,  le  procédé  comporte  une  étape  préalable  à  la  mise  en  contact  avec 
les  amorces,  consistant  en  un  traitement  de  l'acide  nucléique  de  l'échantillon  avec  une  réverse  transcriptase,  pour 
obtenir  la  synthèse  d'ADNc  à  partir  de  l'ARN  éventuellement  présent  dans  l'échantillon  testé. 

Certains  des  fragments  conformes  à  l'Invention  ont  l'avantage  tout  à  fait  remarquable  de  pouvoir  être  utilisés  en 
20  tant  qu'amorces  permettant  l'amplification  de  fragments  d'ADN  de  la  séquence  de  formule  III  des  mycobactéries,  no- 

tamment  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose. 
Ces  amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  de  mycobactéries,  notamment  pour  l'amplification  de  frag- 

ments  de  la  séquence  précédemment  décrite  de  Mycobacterium  tuberculosis,  sont  caractérisées  en  ce  qu'elles  cor- 
respondent  à  des  fragments  nucléotidiques  définis  ci-dessus,  choisis  parmi  le  groupe  suivant  ou  parmi  les  fragments 

25  nucléotidiques  complémentaires  des  suivants,  ou  encore  des  fragments  modifiés  mais  néanmoins  fonctionnels  s'agis- 
sant  de  leur  capacité  d'hybridation  avec  ledit  fragment  d'ADN  de  mycobactéries  en  vue  de  son  amplification: 

ISTB-1  :  5'  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3'  (IV) 

ISTB-2  :  5'  A C A G G C C G A G T T T G G T C A T C   3'  (V) 
30 

ISTB-3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3'  (VI) 
ISTB-4  :  5'  T C G A C C T A C T A C G A C C A C A T   3'  (VII) 

ISTB-5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  (VIII) 
35  ISTB-6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  (IX) 

ISTB-7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 

ISTB-8  :  5'  T G G C C A G A T G C A C C G T C G A A   3'  (XI) 

40  ISTB-9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3'  (XII) 

ISTB-10  :  5'  T A C T A C G C T C A A C G C C A G A G   3*  (XIII) 
De  façon  tout  à  fait  avantageuse,  et  dans  le  cadre  de  leur  application  à  l'amplification  de  fragments  d'ADN,  ces 

amorces  sont  prises  en  combinaison  deux  à  deux,  de  façon  à  hybrider  dans  des  conditions  déterminées  avec  les 
45  extrémités  5'  et  3'  respectives  du  fragment  choisi  d'ADN  à  amplifier. 

Différentes  combinaisons  de  ces  amorces  permettent  d'amplifier  des  fragments  d'ADN  de  taille  inférieure  à  350 
paires  de  bases,  en  particulier  inférieure  à  300  paires  de  bases.  Ceci  est  particulièrement  intéressant  puisque  l'ampli- 
fication  est  d'autant  meilleure  que  le  fragment  amplifié  est  plus  court. 

Selon  un  mode  de  réalisation  préféré  de  l'Invention,  les  amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  répondant 
50  aux  définitions  précédentes,  sont  encore  caractérisées  en  ce  qu'elles  sont  choisies  parmi  les  couples  d'amorces 

suivants  :  ISTB2  et  ISTB4  : 

55 
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5*  ACAGGCCGAGTTTGGTCATG  3'  (V)  e t  

5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  ( V I I )  

s  ISTB2  e t   ISTB5  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATG  3'  (V)  e t  

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  ( V I I I )  

ISTB2  e t   ISTB7  : 
10 

51  ACAGGCCGAGTTTGGTCATG  3'  (V)  e t  

ISTB7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 

15 
ISTB5  e t   ISTB6  : 

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  ( V I I I )   e t  

ISTB6  :  5'  GTTG-ACGGTTAGCCACACTT  3'  ( I X )  
20  ISTB6  e t   ISTB7  : 

ISTB6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  (IX)  e t  

ISTB7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 

25  Une  paire  d'amorces  particulièrement  avantageuse  pour  réaliser  l'amplification  voulue  est  la  paire  d'amorces  cons- 
tituée  par  ISTB2  et  ISTB7,  compte  tenu  de  sa  spécificité  pour  les  mycobactéries  du  groupe  de  la  tuberculose. 

Comme  le  montre  la  figure  1  annexée,  les  couples  d'amorces  précisés  dirigent  l'amplification  de  fragments  ayant 
respectivement  les  longueurs  suivantes  : 

ISTB1  +  ISTB3  dirigent  l'amplification  d'un  fragment  de  260  pb, 
ISTB2  +  ISTB4  dirigent  l'amplification  d'un  fragment  de  198  pb, 
ISTB2  +  ISTB5  dirigent  l'amplification  d'un  fragment  de  248  pb, 
ISTB5  +  ISTB6  dirigent  l'amplification  d'un  fragment  de  189  pb, 
ISTB6  +  ISTB7  dirigent  l'amplification  d'un  fragment  de  260  pb, 
ISTB2  +  ISTB7  dirigent  l'amplification  d'un  fragment  de  325  pb. 

Les  tests  réalisés  pour  évaluer  l'efficacité  d'amplification  obtenue  à  partir  des  couples  (paires)  d'amorces  précé- 
demment  décrits,  montrent  que  cette  efficacité  est  tout  à  fait  satisfaisante  pour  les  cinq  derniers  couples  d'amorces 
définis,  d'autant  plus  que  les  amplifications  ont  été  réalisées  sur  des  dilutions  contenant  10ng,  10pg  et  10fg  d'ADN 
purifié  de  M.  tuberculosis,  ce  qui  montre  que  l'amplification  peut  être  réalisée  à  partir  de  quantités  d'ADN  extrêmement 
faibles. 

Un  autre  avantage  des  amorces  proposées  dans  la  présente  Invention,  réside  dans  la  spécificité  des  différents 
couples  proposés. 

En  particulier,  certains  couples  d'amorces  permettent  de  distinguer  entre  une  infection  due  à  des  mycobactéries 
du  groupe  de  la  tuberculose  ou  une  infection  due  à  des  bactéries  atypiques.  Ainsi  un  test  mettant  en  oeuvre  différents 
couples  d'amorces  a  été  réalisé  sur  l'ADN  purifié  de  19  espèces  mycobactériennes  comprenant:  M.  tuberculosis,  M. 
africanum,  M.  bovis,  M.  bovis  BCG,  M.  microti  (ces  cinq  espèces  forment  le  groupe  de  la  tuberculose),  M.  gordonae, 
M.  kansasii,  M.  malmoense,  M.  marinum,  M.  paratuberculosis,  M.  scrofulaceum,  M.  simiae,  M.  szulgai,  M.  terrae,  M. 
xenopi,  M.  asiaticum,  M.  avium,  M.  chelonae  et  M.  flavescens. 

Par  exemple,  le  couple  ISTB2/ISTB7,  et  le  couple  ISTB1/ISTB2,  détectent  uniquement  les  mycobactéries  du  grou- 
pe  de  la  tuberculose,  et  non  les  mycobactéries  atypiques. 

Conformément  à  l'Invention,  les  amorces  définies  dans  ce  qui  précède  sont  avantageusement  marquées  par  un 
marqueur  chimique,  physique  ou  enzymatique  et/ou  fixées  à  un  support  solide,  notamment  un  support  particulaire  ou 
membranaire,  par  exemple  des  billes  magnétiques. 

Selon  un  autre  mode  de  mise  en  oeuvre  avantageux  du  procédé  conforme  à  l'Invention,  le  réactif  de  diagnostic 
de  l'étape  (1)  est  une  sonde  de  détection  conforme  à  l'Invention  et  permet  l'obtention  d'hybrides  entre  la  séquence 
nucléotidique  à  détecter  et  ladite  sonde. 

Les  sondes  pour  la  détection  de  fragments  d'ADN  amplifiés  de  mycobactéries,  conformes  à  l'Invention,  sont  ca- 

9 



EP  0  490  951  B1 

ractérisées  en  ce  qu'il  s'agit  de  fragments  nucléotidiques  spécifiques  de  la  séquence  de  formule  III  dont  on  cherche  à 
détecter  des  fragments,  choisis  parmi  les  fragments  nucléotidiques  appartenant  au  groupe  de  ceux  qui  ont  été  définis 
plus  haut,  capables  d'hybrider  avec  ledit  fragment  d'ADN  amplifié,  lesdits  fragments  étant  soit  marqués  à  leur  extrémité 
5'  et/ou  3'  par  une  substance  que  l'on  peut  détecter,  soit  fixés  à  un  support  physique. 

s  Comme  déjà  indiqué  plus  haut,  les  marqueurs  sont  avantageusement  choisis  parmi  les  isotopes  radioactifs,  les 
enzymes  ou  marqueurs  chimiques  appropriés,  les  fluorochromes,  les  haptènes,  les  anticorps,  des  analogues  de  bases 
ou  encore  un  marqueur  physique. 

La  fixation  à  un  support  peut  être  faite  sur  un  support  solide  particulaire  ou  membranaire,  par  exemple  des  billes 
magnétiques. 

10  De  tels  fragments  nucléotidiques,  doivent  être  capables  d'hybrider  avec  le  fragment  d'ADN  amplifié,  et  lorsqu'ils 
sont  marqués  par  une  substance  que  l'on  peut  détecter,  ils  doivent  permettre  la  mise  en  évidence  de  la  présence  d'une 
infection  par  les  mycobactéries  et  en  particulier  celles  du  groupe  de  la  tuberculose. 

Des  sondes  particulièrement  préférées  pour  la  mise  en  oeuvre  de  l'Invention  sont  choisies  parmi  les  fragments 
nucléotidiques  suivants  : 

I S - 2   :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3 '  

IS -4   :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3 '  

IS-   6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3 '  
20  Les  sondes  IS-2  et  IS-4  ont  une  taille  de  30  bases  et  elles  sont  complémentaires  des  fragments  amplifiés  à  l'aide 

des  paires  d'amorces  ISTB2/ISTB4,  ISTB2/ISTB5,  ISTB5/ISTB6,  ISTB6/ISTB7  et  ISTB2/ISTB7. 
La  sonde  IS-6  est  également  complémentaire  du  fragment  amplifié  à  l'aide  de  la  paire  d'amorces  ISTB2/ISTB4. 
Ces  sondes  permettent  avantageusement  la  détection  de  tous  les  membres  du  groupes  des  mycobactéries  de  la 

tuberculose.  Elles  présentent  également  l'avantage  pour  les  quatre  dernières  paires  d'amorces  citées,  de  pouvoir  être 
25  utilisées  simultanément,  l'une  servant  de  sonde  de  capture,  et  l'autre  de  sonde  de  marquage. 

Elles  permettent  donc  la  réalisation  d'une  détection  directe  sur  un  échantillon  biologique  en  milieu  liquide. 
Lorsque  les  sondes  sont  utilisées  comme  sondes  de  marquage,  le  marqueur  peut  être  choisi  parmi  le  groupe 

comprenant  les  isotopes  radioactifs,  les  enzymes  appropriées,  les  fluorochromes  ou  les  marqueurs  chimiques  ou 
chimioluminescents  appropriés,  les  haptènes  et  les  anticorps  ou  les  analogues  de  base  tels  que  ceux  décrits  dans  le 

30  Brevet  français  N°  2  51  8  755  ou  dans  la  Demande  de  Brevet  européen  1  58  758,  ou  encore  des  marqueurs  physiques. 
Des  marqueurs  préférés  sont  par  exemple  le  phosphore  radioactif  (32P  )  incorporé  à  l'extrémité  5'. 
Lorsque  les  sondes  sont  utilisées  pour  la  capture,  elles  sont  avantageusement  fixées  sur  un  support  solide  tel  que 

décrit  plus  haut. 
La  séquence  IS6110  permet  également  d'identifier  l'espèce  d'une  mycobactérie  à  l'intérieur  du  groupe  du  bacille 

35  de  la  tuberculose,  en  partant  d'une  culture  pure. 
La  présente  Invention  a,  en  outre,  pour  objet  un  kit,  coffret  ou  ensemble  coordonné  prêt  à  l'emploi  pour  la  mise 

en  oeuvre  du  procédé  de  détection  d'au  moins  un  groupe  de  mycobactéries  conforme  à  l'Invention,  caractérisé  en  ce 
qu'il  comprend  outre  des  quantités  utiles  de  tampons  et  de  réactifs  appropriés  pour  la  mise  en  oeuvre  de  ladite 
détection  : 

40 
des  doses  appropriées  d'au  moins  une  paire  d'amorces  conforme  à  l'Invention  ;  et/ou 
des  doses  appropriées  d'au  moins  une  sonde  ou  un  fragment  de  sonde  nucléotidique  conforme  à  l'Invention. 

Selon  un  mode  de  réalisation  avantageux  du  kit  ou  nécessaire  conforme  à  la  présente  Invention,  celui-ci  comporte 
45  les  éléments  suivants  : 

un  couple  de  fragments  d'acide  nucléique  constitué  par  deux  séquences  sélectionnées  parmi  les  séquences  ISTB 
définies  plus  haut; 
les  réactifs  nécessaires  pour  effectuer  une  amplification  d'ADN  ; 

50  -  éventuellement  un  composant  permettant  de  vérifier  la  séquence  du  fragment  amplifié,  plus  particulièrement  une 
sonde  nucléique  ayant  une  longueur  d'au  moins  20  bases  capable  de  s'hybrider  avec  une  partie  de  la  séquence 
IS6110  se  situant  entre  les  deux  fragments  du  couple  susdit. 

Selon  un  autre  mode  de  réalisation  avantageux  du  kit  pour  le  diagnostic  in  vitro  d'une  infection  par  des  mycobac- 
55  téries,  dans  un  échantillon  biologique  déterminé,  celui-ci  comprend  : 

au  moins  une  paire  d'amorces  nucléotidiques  correspondant  aux  définitions  données  ci-dessus,  capable  d'hybrider 
les  extrémités  5'  et  3'  d'un  fragment  d'ADN  spécifique  de  mycobactéries, 

10 
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des  réactifs  nécessaires  à  l'extraction  des  acides  nucléiques  à  partir  de  l'échantillon  traité, 
des  réactifs  pour  effectuer  la  polymérisation  dudit  fragment  d'ADN,  à  partir  des  amorces  nucléotidiques,  notamment 
des  enzymes  de  polymérisation,  en  quantité  suffisante  pour  réaliser  l'amplification  du  fragment  d'ADN  que  l'on 
souhaite  amplifier, 

s  -  au  moins  un  fragment  nucléotidique  pouvant  être  utilisé  comme  sonde  et  capable  d'hybrider  dans  des  conditions 
déterminées  avec  le  fragment  d'ADN  amplifié, 
un  contrôle  interne  de  la  réaction  d'amplification  par  exemple  constitué  par  un  fragment  d'ADN  éventuellement 
porté  par  un  plasmide,  ledit  fragment  pouvant  aisément  être  détecté  par  hybridation,  par  exemple  en  ce  qu'il  con- 
tient  un  gène  de  résistance  à  un  antibiotique,  ledit  fragment  étant  en  outre  muni  à  ses  deux  extrémités  d'au  moins 

10  une  amorce  d'amplification,  ces  amorces  étant  de  préférence  choisies  parmi  les  amorces  de  l'Invention, 
une  sonde  capable  d'hybrider  avec  le  fragment  d'ADN  contenu  dans  le  contrôle  interne, 
le  cas  échéant,  une  réverse  transcriptase  pour  obtenir  de  l'ADNc  à  partir  de  l'ARN  éventuellement  présent  dans 
l'échantillon  testé, 
le  cas  échéant,  des  moyens  pour  révéler  l'hybridation. 

15 
A  titre  d'échantillon  biologique,  on  peut  utiliser  tout  échantillon  de  fluide  biologique  ou  de  tissu  biologique  comme 

par  exemple  le  sang,  le  sérum,  le  liquide  céphalo-rachidien,  le  liquide  pleural,  l'urine,  les  crachats,  les  échantillons 
obtenus  par  tubage,  aspiration  bronchique,  ponction  ou  biopsie  du  foie,  biopsie  ganglionnaire,  etc. 

Le  kit  de  diagnostic  selon  l'Invention  a  pour  avantage  de  pouvoir  être  utilisé  directement  sur  des  échantillons 
20  cliniques  et  permet  d'obtenir  des  résultats  en  un  temps  très  rapide. 

La  présence  d'un  contrôle  interne  ajouté  à  l'échantillon  permet  de  détecter  la  présence  de  "faux  négatifs"  parmi 
les  échantillons.  En  effet,  lorsque  la  sonde  spécifique  du  contrôle  interne  ne  détecte  pas  un  produit  d'amplification,  on 
est  vraisemblablement  en  présence  d'un  échantillon  contenant  un  inhibiteur  de  l'ADN-polymérase,  inhibiteur  qui  gêne 
l'amplification  d'ADN  ou  d'ADNc  de  mycobactéries.  Dans  ce  cas,  différentes  dilutions  de  l'échantillon  testé  peuvent 

25  permettre  de  mettre  en  évidence  la  présence  d'acide  nucléique  de  mycobactéries. 
Lorsque  le  témoin  interne  présente  une  réaction  positive,  une  réaction  négative  au  niveau  de  l'échantillon  testé 

permet  de  déduire  qu'il  y  a  bien  absence  de  mycobactéries. 
On  note  que  les  amorces  incorporées  au  contrôle  interne,  ne  sont  pas  nécessairement  celles  de  l'Invention.  Ce- 

pendant,  le  choix  d'autres  amorces  peut  entraîner  une  diminution  de  sensibilité. 
30  Selon  un  mode  de  réalisation  préféré  du  kit  de  diagnostic  de  l'Invention,  les  amorces  utilisées  sont  ISTB2  et  ISTB7 

et  la  sonde  de  détection  du  produit  éventuel  d'amplification  est  IS-2  éventuellement  combinée  avec  IS-6. 
On  peut  aussi  avantageusement  utiliser  plusieurs  sondes  de  détection  et,  notamment,  ajouter  IS-6  à  IS-2. 
L'Invention  vise  aussi  la  production  des  fragments  de  nucléotides  selon  l'Invention,  qu'ils  soient  issus  de  la  sé- 

quence  IS6110  telle  que  purifiée  à  partir  des  mycobactéries  de  la  tuberculose,  ou  qu'ils  soient  synthétisés  par  voie 
35  chimique. 

A  titre  d'exemple,  on  peut  citer  pour  la  synthèse  de  tels  fragments  d'acides  nucléiques,  la  méthode  au  phospho- 
triester,  telle  que  décrite  par  NARANG,  S.A.  et  al.  dans  Meth.  of  Enzymol.,  (1  979),  68,  90.  Une  autre  méthode  adaptée 
pour  la  préparation  de  fragments  de  nucléotides  est  la  méthode  au  phosphodiester  telle  que  décrite  par  BROWN,  E. 
L.  et  al.  dans  Meth.  Enzymol.,  (1979),  68,  109. 

40  Cette  préparation  peut  également  être  effectuée  par  un  processus  automatisé,  par  exemple  faisant  intervenir  les 
diethylphosphoramidites  en  tant  que  constituants  de  départ,  et  dans  ce  cas,  la  synthèse  peut  être  réalisée  suivant  la 
description  de  BEAUCAGE  et  al.,  Tetrahedron  Letters,  (1981),  22,  1859-1862. 

Outre  les  dispositions  qui  précèdent,  l'Invention  comprend  encore  d'autres  dispositions  qui  ressortiront  de  la  des- 
cription  qui  va  suivre,  qui  se  réfère  à  des  exemples  de  mise  en  oeuvre  du  procédé  objet  de  la  présente  Invention. 

45  ||  doit  être  bien  entendu,  toutefois,  que  ces  exemples  sont  donnés  uniquement  à  titre  d'illustration  de  l'objet  de 
l'Invention,  dont  ils  ne  constituent  en  aucune  manière  une  limitation. 

EXEMPLE  1  :  Dépistage  des  mycobactéries  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose. 

so  a)  Construction  de  la  banque  génomique  M.  tuberculosis  : 

L'ADN  génomique  de  M.  tuberculosis  H37rv  est  digéré  partiellement  par  l'endonucléase  de  restriction  Sali  en 
faisant  agir  0,03U  d'enzyme  par  u.g  d'ADN  dans  un  tampon  1  00  mM  NaCI,  50  mM  MgCI2,  1  mM  dithiothréitol  pendant 
1  heure  à  37°C.  L'ADN  génomique  ainsi  digéré  est  séparé  par  électrophorèse  sur  gel  d'agarose  à  0,6  %,  les  fragments 

55  entre  30  et  40  kb  électrocutés  et  précipités  en  éthanol  après  extraction  au  phénol/chloroforme  (1/1). 
Le  vecteur  est  lecosmide  pHC79.  Il  est  digéré  de  la  même  manière  et  déphosphorylé  pour  éviter  toute  autoligation. 
La  ligation  s'effectue  en  mélangeant  700  ng  de  vecteur  et  1,5  u.g  de  fragments  d'ADN  30/40  kb  (soit  un  rapport 

molaire  vecteur/insert  de  1/2)  et  la  réaction  est  laissée  à  14°C  pendant  18  h  après  avoir  ajouté  2,5U  de  T4  DNA  ligase 
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dans  un  tampon  0,066  M  Tris-HCI  pH  7,5,  5  mM  MgCI2,  5  mM  dithiothréitol,  1  mM  ATP. 
Les  cosmides  recombinants  sont  encapsidés  in  vitroeX  utilisés  pour  transformer  les  bactéries  HB1  01  .  Les  bactéries 

transformées  sont  incubées  1  h  à  37°C  en  milieu  LB  puis  étalées  sur  milieu  sélectif  Agar  contenant  25  u.g/ml  d'ampi- 
cilline.  Les  colonies  résistantes  à  l'ampicilline  sont  toutes  testées  pour  leur  sensibilité  à  la  tétracycline  ;  en  effet  le 

s  fragment  d'ADN  de  30/40  kb  est  inséré  dans  le  vecteur  de  manière  à  inactiver  le  gène  de  résistance  à  la  tétracycline 
(Tet)  et  à  conserver  le  gène  de  résistance  à  l'ampicilline  (Amp). 

b)  Criblage  de  la  banque  et  détermination  de  la  séquence  : 

10  II  est  effectué  une  mini  préparation  d'ADN  des  150  premières  colonies  transformantes  résistantes  à  l'ampicilline 
(Ampr)  et  sensibles  à  la  tétracycline  (tets)  selon  la  technique  de  lyse  alcaline.  L'ADN  de  ces  préparations  est  ensuite 
digéré  par  l'endonucléase  de  restriction  Sali,  analysé  en  électrophorèse  sur  gel  d'agarose  à  0,6  %  puis  transféré  sur 
filtre  de  nylon.  L'ADN  est  fixé  de  façon  irréversible  par  5  mn  d'exposition  aux  UV  à  254  nm. 

Ces  différents  filtres  sont  hybridés  16  à  18  heures  à  68°C  dans  un  mélange  contenant  un  tampon  6X  SSC  (1X 
15  SSC  correspond  à  0,1  5M  NaCI  et  0,01  5M  citrate  de  Na),  10  %  dextran  sulfate,  5X  Denhardt's  (une  solution  1X  Den- 

hardt's  correspondant  à  0,02  %  de  Ficoll,  0,02  %  de  polyvinylpyrrolidone  et  0,02  %  de  sérum  albumine  bovine),  10 
mM  EDTA,  0,5  %  SDS,  1  00  u.g/ml  d'ADN  de  sperme  de  saumon  ;  à  ce  mélange,  on  ajoute  soit  l'ADN  génomique  total 
de  M.  tuberculosis  H37rv,  soit  l'ADN  génomique  total  de  M.  bovis-BCG  radiomarqué  au  phosphore  32  par  multiamor- 
çage. 

20  Après  hybridation,  les  filtres  sont  lavés  deux  fois  10  mn  avec  du  tampon  2X  SSC  à  65°C,  une  fois  30  mn  avec  du 
tampon  2X  SSC+0,1  %  SDS  à  65°C  et  enfin  une  fois  10  mn  avec  du  tampon  0,1X  SSC  à  65°C.  Les  filtres  encore 
humides  sont  mis  en  autoradiographie  à  -80°C  avec  écran  intensifiant  de  1  h  à  2  jours. 

Les  résultats  de  ces  hybridations  ont  permis  d'isoler  un  clone  cosmidique  contenant  un  fragment  d'environ  1  kb 
s'hybridant  très  fortement  avec  l'ADN  marqué  de  M.  tuberculosis  H37rv  et  faiblement  avec  l'ADN  marqué  de  M.  bovis- 

25  BCG  (figure  1). 
La  figure  2  représente  une  autoradiographie,  après  Southern  Blot,  du  clone  cosmidique,  en  utilisant  les  ADN 

marqués  au  32P  :  la  colonne  A  correspond  à  M.  bovis-BCG  ;  la  colonne  B  correspond  à  M.  tuberculosis  ;  la  flèche 
montre  le  fragment  spécifique  M.  tuberculosis. 

Ce  fragment  a  été  cloné  dans  un  vecteur  pUC1  8  et  préparé  en  grande  quantité.  Ce  plasmide  est  dénommé  pMT01  . 
30  Ce  fragment  a  été  digéré  par  les  enzymes  Hindi  1  1  ,  Kpnl,  Smal  et  par  une  double  digestion  Smal/Hindlll  puis  cloné 

dans  des  phages  M13mp18  et  M13mp19  et  séquencé  selon  la  méthode  de  Sanger  en  utilisant  la  Taq  polymérase  en 
présence  de  d-azaGTP  à  la  place  du  dGTR 

La  séquence  entière  du  fragment  est  représentée  par  la  formule  III  ci-dessus. 
La  comparaison  des  1152  premières  bases  de  la  séquence  ainsi  déterminée  avec  l'ensemble  de  la  banque  de 

35  données  de  Los  Alamos  a  fait  ressortir  des  homologies  de  plus  de  50  %  avec  la  séquence  d'insertion  IS3411  (ISHI- 
GURO  et  col  J.  Bacteriol  170,  198,  1902-1906).  L'homologie  a  été  détectée  entre  les  nucléotides  330  et  1151. 

Deux  oligonucléotides  de  20  mers  à  l'intérieur  de  cette  séquence  homologue  ont  été  synthétisés  : 

ISTB1  :  A T G T C A G G T G G T T C A T C G A G   (formule  I  ci-dessus) 
40  ISTB2  :  A C A G G C C G A G T T T G G T C A T C   (formule  II  ci-dessus) 

c)  Marquage  du  plasmide  pMT01  par  2-acétyl-amino-fluorène  (AAF): 

25  u.g  de  plasmide  pMT01  ont  été  marqués  selon  une  procédure  adaptée  de  celle  de  TCHEN  et  col  (PNAS  81  : 
1984  ;  3466-3470).  Le  taux  de  substitution  obtenu  a  été  de  9,7  %. 

d)  Préparation  d'ADN  de  mycobactéries 

1  ml  de  culture  a  été  centrifugé  5  mn  à  15000  tr/mn,  le  culot  resuspendu  dans  200  \i\  d'eau  stérile  et  soumis  à  un 
traitement  aux  ultra-sons  dans  un  bain  sonicant  pendant  10  mn.  La  préparation  obtenue  a  été  extraite  deux  fois  par 
un  mélange  phénol/chloroforme  puis  précipitée  à  l'éthanol.  Les  culots  d'ADN  obtenus  ont  été  resuspendus  dans  50  \i\ 
d'eau  stérile. 

55  e)  Amplification  de  l'ADN  : 

L'amplification  est  réalisée  par  la  technique  d'amplification  in  vitro  selon  SAIKI  et  al  (Science,  1988,  239,  487-491) 
en  utilisant  1  2,5  pmoles  des  oligonucléotides  ISTB1  et  ISTB2  et  50  ng  d'ADN  de  différentes  souches  de  mycobactéries, 
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notamment  les  oligonucléotides  TB1  et  TB2  tels  que  décrits  dans  la  Demande  de  Brevet  89  05057,  avec  2  U  de  Taq 
polymérase  dans  un  tampon  50  mM  KCI,  10  mM  Tris-HCI  pH  8,3,  1,5  mM  MgCI2,  125  u.M  de  désoxyribonucléotides 
et  100  u.g/ml  de  gélatine,  le  volume  final  de  la  réaction  étant  de  100  u,l.  Les  paramètres  des  étapes  de  PCR  ont  été 
choisis  de  la  façon  suivante  :  2  mn  à  94°C,  2  mn  à  60°C,  2mn  à  72°C.  40  cycles  sont  réalisés  en  utilisant  par  exemple 

s  l'appareil  décrit  dans  le  Brevet  français  n  88  08536  déposé  par  l'Institut  Pasteur.  Après  le  dernier  cycle,  les  échantillons 
sont  maintenus  à  72°C  10  mn  puis  stockés  à  4°C. 

f)  Analyse  des  échantillons  : 

10  1.  En  gel  d'agarose 

10  u.l  des  échantillons  amplifiés  sont  déposés  sur  un  gel  d'agarose  à  2  %  dans  un  tampon  TBE  et  contenant  1 
u.g/ml  de  bromure  d'éthidium.  Les  bandes  amplifiées  sont  visualisées  sous  UV.  La  figure  3  montre  les  différents  profils 
obtenus  selon  les  ADN  de  mycobactéries.  Un  fragment  d'ADN  correspondant  à  la  taille  attendue  est  observé  avec  les 

15  ADN  des  mycobactéries  suivantes  :  M.  tuberculosis  (13),  M.  bovis-BCG  (16).  Par  contre  ce  fragment  n'est  pas  visible 
lorsque  l'ADN  analysé  est  extrait  des  souches  suivantes  :  Mycobacterium  asiaticum  (1),  M.  avium  (2),  M.  chelonae 
(3),  M.  flavescens  (4),  M.  gordonae  (5),  M.  kansasii  (6),  M.  malmoense  (7),  M.  marinum  (8),  M.  scrofulaceum  (9),  M. 
simiae  (10),  M.  szulgai  (11),  M.  terrae  (12),  M.  xenopi  (14),  Nocardia  (15),  Streptomyces  antibioticus  (17),  S.  lividans 
(18),  S.  viridochromogene  (19),  S.  hydroscopicus  (20),  S.  fradiae  (21),  Micromonospora  (22),  Escherichia  coli  (23). 

20  Ce  fragment  peut  éventuellement  être  détecté  par  hybridation  avec  une  sonde  correspondant  à  tout  ou  partie  de 
IS6110.  L'ADN  est  alors  transféré  sur  une  membrane  et  l'on  procède  comme  décrit  en  b)  ci-dessus 

2.  En  dot  blot 

25  10  u.l  des  échantillons  amplifiés  sont  dénaturés  par  chauffage  à  95°C  pendant  2  mn  dans  0,2  ml  NaOH  0,4  M 
contenant  25  mM  EDTA  puis  refroidis  rapidement  sur  glace  avant  d'être  déposés  dans  les  puits  d'un  appareil  à  filtrer, 
ajusté  avec  une  membrane  de  nitrocellulose. 

Après  lavage  des  puits  avec  100  \i\  de  SSPE,  la  membrane  est  chauffée  à  80°C  pendant  1  heure.  Le  filtre  est 
hybridé  16  à  18  heures  à  68°C  avec  le  plasmide  pMT01  marqué  à  l'AAF.  Après  lavages  la  révélation  immunoenzyma- 

30  tique  s'effectue  selon  la  technique  décrite  par  MASSE  et  col  (Annales  de  l'Institut  Pasteur/lmmunology  136D,  231-243). 
Seules  les  espèces  appartenant  au  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose  donnent  un  signal  sur  la  membrane. 

EXEMPLE  2  :  Identification  des  différentes  espèces  à  l'intérieur  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose. 

35  Après  culture  selon  des  techniques  appropriées,  les  ADN  sont  extraits  comme  décrit  au  paragraphe  1d.  Une  di- 
gestion  totale  est  effectuée  par  l'enzyme  Pstl.  Ces  ADN  subissent  ensuite  une  électrophorèse  sur  gel  d'agarose  à  0,6 
%  en  TAE  avant  d'être  transférés  sur  membrane  de  nitrocellulose  selon  la  technique  de  Southern.  Une  hybridation 
réalisée  dans  les  conditions  décrites  ci-dessus  et  utilisant  le  plasmide  pMT01  ,  ou  un  plasmide  dérivé  de  celui-ci,  marqué 
par  l'acétylamino-fluorène,  permet  après  immunodétection  des  hybrides  formés  d'identifier  l'espèce  de  la  mycobactérie 

40  comme  le  montre  la  figure  4  où  l'on  distingue  1  4  fragments  pour  une  souche  de  M.  tuberculosis  (sillon  1  )  et  seulement 
2  fragments  pour  M.  bovis-BCG  (sillon  2),  alors  que  l'on  ne  distingue  aucun  fragment  au  niveau  du  sillon  3  (M.  avium). 

La  figure  1  représente  la  situation  des  différentes  amorces  et  sondes  de  formules  IV  à  XVI  dans  la  séquence 
IS6110,  tandis  que  leurs  positions  par  rapport  à  la  séquence  complète  de  formule  III  sont  représentées  à  Iafigure8. 

45  La  figure  5a  représente  la  spécificité  d'amplification  du  couple  ISTB2/ISTB7  :  l'ARN  purifié  de  19  espèces  myco- 
bactériennes  a  été  amplifié  à  l'aide  de  deux  couples  d'amorces  : 

le  couple  STB1/STB2  permettant  l'amplification  d'un  fragment  (383  pb)  du  gène  codant  pour  la  protéine  de 
65  kD  des  mycobactéries, 

50  -  le  couple  ISTB2/ISTB7, 

les  mycobactéries  du  groupe  de  la  tuberculose  présentent  une  amplification  positive  avec  les  deux  couples 
alors  que  les  mycobactéries  atypiques  ne  sont  détectées  que  par  le  couple  TB1/TB2. 
La  figure  5b  représente  l'hybridation  de  la  sonde  IS-2  sur  le  fragment  amplifié  à  partir  de  ISTB2/ISTB7. 

55  La  figure  6  représente  la  sensibilité  de  la  détection  par  amplification  à  l'aide  du  couple  ISTB2/ISTB7  et  l'hybridation 
avec  la  sonde  IS-2. 

On  peut  détecter  jusqu'à  10  fg  d'ADN  de  M.  tuberculosis,  ce  qui  correspond  à  environ  trois  bactéries. 
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EXEMPLE  3 

Test  de  détection  de  M.tuberculosis  dans  des  échantillons  cliniques. 

s  Des  échantillons  cliniques  d'origines  variées  ont  été  traités  suivant  les  conditions  décrites  par  A.BRISSON-NOEL 
et  al.,  (THE  LANCET,  (1989,  ii:  1  069-1  07  1  ).  Une  fraction  de  la  préparation  d'ADN  obtenue  a  été  amplifiée  à  l'aide  des 
amorces  ISTB1/ISTB2  spécifiques  de  l'antigène  65  kD  et  des  amorces  ISTB5/ISTB6  spécifiques  de  la  séquence 
IS6110.  La  détection  a  été  réalisée  par  hybridation  avec  la  sonde  IS-4.  Les  résultats  obtenus  concordent  avec  les 
données  cliniques  et  microbiologiques,  ainsi  qu'avec  les  résultats  obtenus  après  hybridation  avec  une  sonde  spécifique 

10  du  gène  65  kD  de  M.  tuberculosis. 

Conditions  expérimentales 

a)  Amplifications 
15 

Les  réactions  d'amplifications  sont  réalisées  d'après  la  méthode  de  Saiki  et  al.  (SCIENCE,  (1988,  239,  787-491) 
en  utilisant  le  mélange  réactionnel  suivant  : 

-  50  mM  KCI, 
20  -  10  mM  Tris-HCI  pH  8.3, 

-  1,5mMMgCI2, 
125  u.M  désoxyribonucléotides, 
12,5  pmoles  oligonucléotides  amorces, 
50  ng  ADN, 

25 
dans  un  volume  final  de  100  u,l. 

Les  cycles  de  températures  utilisées  sont  les  suivants  : 

2  mn  à  95°C, 
30  -  2  mn  à  60  °C,  et 

2mnà72°C,  

pendant  40  cycles,  suivis  de  5  mn  à  72  "C. 

35  b)  Marquage  des  sondes 

Les  sondes  ont  été  marquées  par  incorporation  d'un  phosphore  radioactif  (32P)  à  leur  extrémité  5'  à  l'aide  de  la 
polynucléotide  kinase:  25  pmoles  d'oligonucléotide  sonde  ont  été  incubées  en  présence  de  Tris-HCI  pH  7,5  (50  mM), 
MgCI2  (10mM)  ;  dithiotritol  (5mM)  ;  2,5  ml  de  (y^-ATP  (activité  spécifique  >  3000  Ci/mmole)  et  2  unités  de  polynu- 

40  cléotide  kinase. 

c)  Hybridation 

Les  échantillons  amplifiés  ont  été  déposés  sur  un  gel  d'agarose  et  transférés  sur  une  membrane  de  nylon  suivant 
45  les  techniques  classiques  (Maniatis).  Les  hybridations  ont  été  réalisées  à  l'aide  du  tampon  d'Hybridation  rapide  Amers- 

ham  comme  suit:  préhybridation  15  mn  à  65  °C,  hybridation  2  heures  à  65  °C  en  présence  de  106  cpm  de  sonde, 
lavages  2  fois  10  mn  en  2  SSC/0,1  %  SDS  à  20  °C  et  1  fois  15  mn  en  1  SSC/0,1  %  SDS  à  65  °C. 

d)  Préparation  d'ADN  de  mycobactéries 
50 

1  ml  de  culture  a  été  centrifugé  5  mn  à  15000  tr/mn,  le  culot  resuspendu  dans  200  \i\  d'eau  stérile  et  soumis  à  un 
traitement  aux  ultra-sons  dans  un  bain  sonicant  pendant  10  mn.  La  préparation  obtenue  a  été  extraite  deux  fois  par 
un  mélange  phénol/chloroforme  puis  précipitée  à  l'éthanol.  Les  culots  d'ADN  obtenus  ont  été  resuspendus  dans  50  \i\ 
d'eau  stérile. 

55 
e)  Traitement  des  échantillons 

Les  échantillons  ne  sont  pas  décontaminés  avant  le  traitement.  Un  aliquot  de  200  u.1  est  placé  dans  un  tube  Ep- 
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pendorf,  centrifugé  et  le  culot  est  resuspendu  dans  200  u,l  de  solution  de  lyse  (NaOH  0,1  N,  NaCI  2  M,  SDS  0,5  %). 
Après  15  mn  d'incubation  à  95  °C,  on  procède  à  deux  extractions  phénol/chloroforme  et  une  précipitation  à  l'éthanol. 
Le  culot  d'ADN  est  resuspendu  dans  50  \i\  d'eau  stérile.  Le  volume  utilisé  pour  l'amplification  est  de  5  u,l. 

Ce  procédé  de  diagnostic  peut  être  appliqué  à  des  quantités  d'ADN  faibles,  et  il  s'avère  donc  intéressant  pour  la 
s  réalisation  de  diagnostics  précoces  et  rapides. 

f)  évaluation  sur  échantillons  cliniques  (tableau  I) 

41  échantillons  cliniques  ont  été  analysés  à  l'aide  des  amorces  ISTB2/ISTB7  et  de  la  sonde  IS-2.  Les  mêmes 
10  échantillons  ont  été  testés  en  parallèle  par  les  techniques  classiques  (examen  direct  et  culture)  : 

16  échantillons  positifs  en  culture  ont  été  trouvés  positifs  par  amplification, 
18  échantillons  négatifs  en  culture  ont  été  trouvés  négatifs  par  amplification, 
1  échantillon  faiblement  positif  en  culture  a  été  trouvé  négatif  par  amplification  ;  les  Inventeurs  ont  montré,  à  l'aide 

15  d'un  contrôle  interne  d'amplification  (amplification  simultanée  d'un  plasmide  ajouté  au  mélange  d'amplification), 
que  cet  échantillon  contient  des  inhibiteurs  de  la  réaction  d'amplification.  Contrairement  aux  résultats  obtenus 
avec  d'autres  échantillons  qui  contenaient  également  des  inhibiteurs,  des  dilutions  successives  de  cet  échantillon 
sont  demeurées  négatives, 
6  échantillons  négatifs  en  culture  ont  été  trouvés  positifs  par  amplification.  Ces  résultats  ne  correspondent  pas  à 

20  des  faux  positifs  car  les  échantillons  provenaient  de  patients  ayant  effectivement  une  tuberculose,  le  diagnostic 
ayant  été  fait  sur  l'existence  d'autres  prélèvements  positifs  en  culture  ou  sur  des  analyses  histobiologiques.  Ces 
résultats  montrent  la  bonne  sensibilité  du  test  décrit  dans  la  présente  demande,  par  rapport  aux  techniques  clas- 
siques. 
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TABLEAU  I  

C o m p a r a i s o n   des   r é s u l t a t s   d ' a m p l i f i c a t i o n   d'ADN  a v e c   l e s  

d o n n é e s   des   p r o c é d u r e s   s t a n d a r d  

R é s u l t a t s   R é s u l t a t s   des   p r o c é d u r e s  

PCR  s t a n d a r d  

Examen  d i r e c t   Examen  d i r e c t   Examen  d i r e c t  

p o s i t i f   n é g a t i f   n é g a t i f  

C u l t u r e   C u l t u r e   C u l t u r e  

p o s i t i v e   p o s i t i v e   n é g a t i v e  

P o s i t i f   p o u r  
M.  t u b e r c u l o s i s  

Sérum  1 0   0 

E x p e c t o r a t i o n   2  0  0 

T u b a g e   10  1  0 

L i q u i d e   c é p h a l o -  
r a c h i d i e n   0  2  0 

C y s t o t o m i e   0  0  3 

L i q u i d e   p l e u r a l   0  0  2 

B i o p s i e   du  f o i e   0  0  1 

N é g a t i f   p o u r  
M.  t u b e r c u l o s i s  

T u b a g e   0  1  15 

L i q u i d e   c é p h a l o -  

r a c h i d i e n   0  0  2 

B i o p s i e   g a n g l i o n n a i r e   0  0  1 

Examen  direct  :  Examen  microscopique  après  coloration  de  Ziehl-Neelssen  ;  Culture  :  culture  sur  milieu  solide  de 
Loewenstein-Jensen. 

La  figure  7  représente  la  détection  de.  M.  tuberculosis  dans  les  échantillons  cliniques  : 

1.  tubage  (positif  en  culture), 
2.  aspiration  bronchique  (positif  à  l'examen  microscopique  et  en  culture), 
3.  tubage  (positif  à  l'examen  microscopique  et  en  culture), 
4.  tubage  (négatif  en  culture), 
5.  liquide  céphalorachidien  (positif  en  culture), 
6.  tubage  (positif  en  culture). 

Ainsi  que  cela  ressort  de  ce  qui  précède,  l'Invention  ne  se  limite  nullement  à  ceux  de  ses  modes  de  mise  en  oeuvre, 
de  réalisation  et  d'application  qui  viennent  d'être  décrits  de  façon  plus  explicite;  elle  en  embrasse  au  contraire  toutes 
les  variantes  qui  peuvent  venir  à  l'esprit  du  technicien  en  la  matière,  sans  s'écarter  du  cadre,  ni  de  la  portée,  de  la 
présente  Invention. 
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Revendications 

Revendications  pour  les  Etats  contractants  suivants  :  AT,  BE,  CH,  DE,  DK,  FR,  GB,  IT,  Ll,  LU,  NL,  SE 

1.  Séquence  nucléotidique  issue  mycobactéries,  caractérisée  en  ce  qu'elle  est  constituée  par  une  séquence  nucléo- 
tidique  répétée  dans  le  génome  d'une  mycobactérie  et  spécifique  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose  et  en  ce 
qu'elle  s'hybride  très  fortement  avec  M.  tuberculosis,  c'est-à-dire  que,  lorsqu'elle  est  marquée  au  phosphore  32, 
elle  fournit  une  tache  visible  à  l'oeil  nu  après  autoradiographie  d'une  heure  et  en  ce  qu'elle  s'hybride  très  faiblement 
avec  M.  bovis  BCG,  c'est-à-dire  que,  lorsqu'elle  est  marquée  au  phosphore  32,  elle  fournit  une  tache  visible  à  l'oeil 
nu  après  autoradiographie  de  48  heures. 

2.  Séquence  selon  la  Revendication  1  ,  caractérisée  en  ce  qu'elle  comporte  à  son  extrémité  5'  la  séquence  5'TGAAC- 
CGCCCCGG  3'  de  formule  I  et  à  son  extrémité  3'  la  séquence  5'  CCGGGGCGGTTCA  3'  de  formule  II,  ladite 
séquence  contenant  en  outre  au  moins  un  fragment  d'une  séquence  de  formule  III  suivante  : 

10  ::  20  40  50  60 

G7CGACAC3C  CTTCTSCAC3  GGAAG7CCT7  CT3CGGCCAT  CGT7CC7ATG  GCCGCTTACT 
70  30  90  '  100  1Ï0  120 

GCC77C7AG7  CCGTGCGGCT  77CGCAACAG  CTCACGGGAC  C777TTGAGG  ATCGCCACTT 
120  140  '150  160  170  180 

CAGG7CTTCA  AC7CGCGGA7  GCCCTCÀ7TS  GCAACG7TTS  CGCCCTGCCT  7GGGGCGGCC 
190  ZZZ  210  220  230  240 

GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  CTT7GCGGCG  GAACTACTCC  GGGTAACACT  7CGGCACGGA 
250  2S0  270  280  290  300 

CACGGCTC37  7CCACGGACG  7CG7GACCAG  AAGTCGAGCA  AACCGACTCC  ACTCTAGCTA 
310  323  330  340  350  360 

G7GA7ACAAG  CTTTT7777A  GCCCCGCGA7  GAACCGCCCC  GGCA7G7CCG  GAGACTCCAC 
370  330  390  400  410  4*20 

77C77GGAAA  GGA7GGGG7G  A7C7CAGG7G  G7TCA7CGAG  GAGG7ACCC3  CCGGAGCTGC 
430'  440  450  .'460  '  470  480 

G7GAGCGGGC  |gG7GCGGA7G  G7CGCAGAGA  7CC3CGGTCA  GCACGATTCC  GAGTGGGCAG 
490  500  S10  520  530  540 

CGA7CAG7GA  GG7CGCGGG7  C7ACT7GG7G  7TGGCTGCGC  GGAGACGG7G  CG7AAGTGGG 
550  560  570  580  590  600 

7GCGCCAGGC  GCAGG7GGA7  GCCGGCGCAC  GGCCCGGGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 
610  520  630  640  650  660 

AGC7GAAGCG  C77AGCGGCG  GGACAACGCC  GAATTGCGAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 
670  580  690  700  710  7 2 0  

ACCGCG7CGG  C777C77CGC  GGCCGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGC7AATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  760  770  7 8 0  

CGCCGA7CA7  CAGGGCCACC  GCGAGGGCCG  CGATGGT7T3  CGG7GGGGTG  TCGAGTCGAT 
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790  300  310  820  830  840 

77CCACACAG  C7CACGGAGC  77-GG7C7CCC  GA7CSCCCCA  TCCACCTACT  ACSACCACA7 

550  360  370  880  890  90C 

ÎAACGGGGAG  CGGAGCGCCG  "3AGCTCC3  CGATGGCGAA  C7CAAGGAGC  ACA7GAGCCG 

910  52C  930  "  940  950  960 

970  930  990  1000  1010  10ZC 

7GAGGGCA7C  GAGG7GGCGA  GA7GCACCC7  CGAACGGCTG  A7GACCAAAC  773GCC7C7C 

1Q30  :C40  1050  1060  1070  1080 

CGSGACCÂCG  CGCGCCAAAG  CCGGCAGGAC  CACGATC3C7  GATCCSGCCA  CAGCGCC7CC 

:Q9o  i : : :   - - - s   1120  i u o   1140 

CGCCGA7C7C  G7CGAGCCCC  CCTTCCGACG  ACCAGCACCT  AACC3SC7GT  GGG7AGCAGA 

«-«r  1170  1180  1190  1200 
+  »  m  *  ***** 

CG7CACC7A7  G7G77GAC77  CG-GCAGGG7T  CGCC7ACG7C  GCC77T3TCA  CCGACGCC7A 

121:  : : : :   12:0  1240  1250  1260 

CCC77GCAGG  A7C77CGGC7  GGCC-GGTCwC  77CCACGA7G  GCCACCTCCA  7GGTCCTCCA 

::70  : : : :   1230  1200  131c  1320 

7GCGA7CGAG  CAAGCG.YTGT  GGACCC3CCA  ACAAGAAGGC  G7AG7CSACG  7GAAAGAC37 

: : : c   1250  1250  1370  1380 

7A7CC\CGA7  ACGGA7AG0C  ÔA777d\G7A  CACA7CGA7C  CGG77CAGCG  AGCSGCTCSw 

i;30  14CG  1410  1420  1430  1440 

CCAGGCAGGC  -  A7CC\ACCCT  73G77GGAGC  GGTGwGAAGC  7CC7A7GACA  A7GCACTAGC 

i;S0  :;5C  1470  1480  1490  1500 

CCAGACCA7C  AACGGCC7A7  ACAAGACCCA  GC7GA7CAAA  CCCCGCAAGC  CG7GGCGC7C 

•112  .122  1520  1540  1550  1560 

3A7CCAGGA7  C7GCAC  ..  -C  C  —  \  CCCCCCG  CTlCOG7CGAC  7CG77CAAC»-  A«w«/Vi»«iw». 

1£70  15  3  0  1590  1500  1610  1620 

CT.\CCAG7AC  7GCGGCCACG  7CCCCCCCCT  CGAAC7CCAG  GC7CCCTACT  ACGCTCAACG 

1530  154C  1650  1660  1670  1680 

CGAGAGACGA  GCCGCGCGCT  GAGG7CTCAG  ATCAGAGAGT  C7CCGGAC7C  ACCGGGGCGw 

Séquence  nucléotidique  selon  la  Revendication  2,  caractérisée  en  ce  qu'elle  comprend  le  fragment  343-1152  de 
la  séquence  de  formule  III  selon  la  Revendication  2  et  toute  séquence  présentant  au  moins  80  %  d'homologie 
avec  celle-ci. 

Séquence  nucléotidique  selon  la  Revendication  2,  caractérisée  en  ce  qu'elle  comprend  le  fragment  327-1684  de 
la  séquence  de  formule  III  selon  la  Revendication  2  et  toute  séquence  présentant  au  moins  80  %  d'homologie 
avec  celle-ci. 

Formule  m  
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Oligonucléotide,  caractérisé  en  ce  qu'il  est  constitué  par  un  fragment  d'une  séquence  nucléotidique  selon  l'une 
quelconque  des  Revendications  1  à  4. 

Oligonucléotide  selon  la  Revendication  5,  caractérisé  en  ce  qu'il  présente  la  séquence  de  formule  IV  suivante  : 
ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  (IV). 

Oligonucléotide  selon  la  Revendication  5  caractérisé  en  ce  qu'il  présente  la  séquence  de  formule  V  suivante  : 
ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  (V). 

Fragments  nucléotidiques  selon  la  Revendication  5,  caractérisés  en  ce  qu'ils  présentent  l'une  des  séquences 
suivantes  : 

ISTB-3  :  5'  TTCGC  A  ATTCTGGCGTTGTCC  3'  (VI) 

ISTB-4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  (VII) 

ISTB-5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  (VIII) 

ISTB-6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  (IX) 

ISTB-7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 

ISTB-8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3'  (XI) 

ISTB-9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3'  (XII) 

ISTB-10  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3'  (XIII) 

IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3' 

IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3' 

IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3'  (XIV) 

IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3'  (XV) 

IS-6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3  '  (XVI) 

Fragments  nucléotidiques  caractérisés  en  ce  qu'il  s'agit  de  fragments  complémentaires  des  fragments  selon  la 
Revendication  8  ou  de  fragments  modifiés  par  rapport  aux  précédents,  par  enlèvement  ou  addition  de  nucléotide 
(s)  dans  une  proportion  d'environ  1  0  à  1  5  %  par  rapport  à  la  longueur  des  fragments  ci-dessus  et/ou  par  modification 
de  la  nature  des  nucléotides  :  dès  lors  que  les  fragments  nucléotidiques  modifiés  conservent  une  capacité  d'hybri- 
dation  avec  la  séquence  d'ADN  de  mycobactéries,  analogue  à  celle  que  présentent  les  fragments  correspondants 
non  modifiés. 

Amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  de  mycobactéries,  notamment  pour  l'amplification  de  fragments 
d'une  séquence  de  Mycobacterium  tuberculosis,  caractérisées  en  ce  qu'elles  correspondent  à  des  fragments 
nucléotidiques  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  6  à  9,  choisis  parmi  les  suivants  ou  parmi  leurs  frag- 
ments  nucléotidiques  complémentaires  : 

ISTB1  :  5'  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3' 

ISTB2  :  5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3' 

ISTB3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3* 

ISTB4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3' 

ISTB6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3' 

ISTB8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3" 

ISTB9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3' 

ISTB10  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3' 
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11.  Amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  de  mycobactéries,  selon  la  Revendication  10,  caractérisées  en 
ce  qu'elles  sont  prises  en  combinaison  deux  à  deux,  et  en  ce  qu'il  s'agit  des  couples  suivants  : 

ISTB2  et  ISTB4  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  et 

5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB2  et  ISTB5  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  et 

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3' 

ISTB5  et  ISTB6  : 

5"  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  et 

5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB6  et  ISTB7  : 

5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  et 

5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'. 

12.  Amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  selon  la  Revendication  10  ou  la  Revendication  11  caractérisées 
en  ce  qu'elles  correspondent  au  couple  d'amorces  suivant  : 

ISTB2  et  ISTB7  : 
5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  et 

5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'. 

13.  Amorces  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  10  à  12,  caractérisées  en  ce  qu'elles  sont  marquées  par  un 
marqueur  chimique,  physique  ou  enzymatique  et/ou  en  ce  qu'elles  sont  fixées  à  un  support  solide,  notamment  un 
support  particulaire  ou  membranaire,  en  particulier  des  billes  magnétiques. 

14.  Produits  de  traduction  et/ou  fragments  de  ceux-ci,  caractérisés  en  ce  qu'ils  sont  codés  par  une  séquence  ou  un 
fragment  de  séquence  nucléotidique  selon  l'une  quelconque  des  revendications  1  à  4. 

15.  Sonde  nucléique  apte  à  détecter  par  hybridation  la  présence  d'ADN  spécifique  du  Mycobacterium  tuberculosis 
dans  un  échantillon  biologique,  caractérisée  en  ce  qu'elle  comporte  une  séquence  ayant  une  longueur  d'au  moins 
20  bases,  capable  de  s'hybrider,  après  mise  en  contact  pendant  16  à  18  h  à  68°C  ou  2  h  à  65°C,  avec  une  partie 
de  la  séquence  constituée  par  le  fragment  327-1684  selon  la  Revendication  4,  se  situant  entre  les  deux  amorces 
nucléiques. 

16.  Sonde  selon  la  Revendication  15,  caractérisée  en  ce  qu'il  s'agit  de  l'un  des  fragments  nucléotidiques  suivants  : 

45  IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3' 

IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3' 

IS-6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3' 

50  17.  Sondes  pour  la  détection  de  fragments  d'ADN  amplifiés  de  mycobactéries,  selon  la  Revendication  15,  caractéri- 
sées  en  ce  qu'il  s'agit  de  fragments  nucléotidiques  spécifiques  d'une  séquence  de  mycobactérie,  selon  l'une  quel- 
conque  des  Revendications  5  à  8,  capables  d'hybrider  avec  ledit  fragment  d'ADN  amplifié  après  contact  pendant 
1  6  à  1  8  h  à  68°C  ou  2  h  à  65°C,  lesdits  fragments  étant  soit  marqués  à  leur  extrémité  5'  et/ou  3'  par  une  substance 
que  l'on  peut  détecter,  par  exemple  par  un  isotope  radioactif,  une  enzyme,  un  marqueur  chimique  ou  chimiolumi- 

55  nescent  approprié,  un  fluorochrome,  un  haptène,  ou  un  anticorps,  des  analogues  de  bases  ou  encore  un  marqueur 
physique,  soit  fixés  à  un  support  solide  notamment  un  support  particulaire  ou  membranaire,  par  exemple  des  billes 
magnétiques. 
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18.  Procédé  de  détection  d'une  séquence  répétée  spécifique  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  selon  l'une  quel- 
conque  des  Revendications  1  à  4,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

(1)  une  étape  dans  laquelle  on  réalise  une  banque  de  cosmides  recombinants  comprenant  des  fragments 
s  d'ADN  d'une  mycobactérie  appropriée  supérieurs  à  30  kb  ;  et 

(2)  une  étape  dans  laquelle  on  détecte  le/les  clones  cosmidiques  contenant  au  moins  une  séquence  répétée, 
par  hybridation  16  à  18  h  à  68°C  avec  un  ADN  génomique  total  de  mycobactérie  appropriée,  marqué  de 
manière  convenable. 

10  19.  Réactif  de  diagnostic  pour  la  détection  d'au  moins  un  groupe  de  mycobactéries,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend 
au  moins  une  séquence  nucléotidique  ou  un  fragment  de  celle-ci  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  à 
8  pour  la  détection  des  mycobactéries  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  éventuellement  associée  à  au  moins 
une  autre  séquence  nucléotidique  appropriée  à  la  détection  d'un  autre  groupe  de  mycobactéries  et/ou  à  au  moins 
un  marqueur  approprié. 

15 
20.  Réactif  selon  la  Revendication  19,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  des  paires  d'amorces  pour  la  synthèse  d'un 

fragment  d'ADN  ou  d'ARN  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  chaque  amorce  comprenant  une  séquence  ou 
un  fragment  de  séquence  nucléotidique  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  à  8. 

20  21.  Réactif  selon  la  Revendication  20,  caractérisé  en  ce  qu'il  est  constitué  par  une  paire  d'amorces  comprenant  des 
oligonucléotides  appariés  conformément  aux  Revendications  10  à  13. 

22.  Réactif  selon  la  Revendication  1  9,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  une  sonde  de  détection  appropriée  d'un  frag- 
ment  d'ADN  ou  d'ARN  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose. 

25 
23.  Réactif  selon  la  Revendication  22,  caractérisé  en  ce  que  ladite  sonde  de  détection  comprend  avantageusement 

une  séquence  nucléotidique  de  formule  III,  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  2  à  4. 

24.  Réactif  selon  la  Revendication  19  ou  la  Revendication  22,  caractérisé  en  ce  que  le  marqueur  est  choisi  dans  le 
30  groupe  qui  comprend  notamment  les  isotopes  radioactifs,  les  enzymes  appropriées,  les  fluorochromes,  les  mar- 

queurs  chimiques  appropriés,  les  haptènes  et  les  anticorps  ou  les  analogues  de  base  appropriées. 

25.  Famille  de  plasmides  recombinants,  caractérisés  en  ce  qu'ils  contiennent  au  moins  une  séquence  nucléotidique 
selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  à  4. 

35 
26.  Plasmide  selon  la  Revendication  25,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  la  séquence  nucléotidique  de  formule  III 

selon  la  Revendication  2  ou  un  fragment  de  celle-ci  ou  une  séquence  homologue. 

27.  Plasmide  selon  la  Revendication  25,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  ladite  séquence  associée  à  un  vecteur  pUC 
40  18. 

28.  Plasmide  selon  la  Revendication  26  ou  la  Revendication  27,  caractérisé  en  ce  qu'il  a  été  dénommé  pMT01  et  en 
ce  qu'il  a  été  déposé  sous  le  n°l-900,  en  date  du  25  août  1989,  auprès  de  la  Collection  Nationale  de  Cultures  de 
Microorganismes  tenue  par  l'Institut  Pasteur. 

45 
29.  Procédé  de  détection  et  d'identification  rapide  d'au  moins  un  groupe  et/ou  une  espèce  de  mycobactéries  dans  un 

échantillon  biologique,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

(1)  une  étape  dans  laquelle  l'on  met  en  contact  l'échantillon  biologique  avec  au  moins  un  réactif  de  diagnostic 
so  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  20  à  24, 

(2)  une  étape  dans  laquelle  on  détecte  par  tout  moyen  approprié  le  ou  les  produits  résultant  de  l'interaction 
séquence  nucléotidique  de  mycobactérie  éventuellement  présente-réactif  de  diagnostic. 

30.  Procédé  selon  la  Revendication  29,  caractérisé  en  ce  que  le/les  réactifs  de  diagnostic  de  l'étape  (1)  sont  une/des 
55  paires  d'amorces  selon  l'une  quelconque  des  revendications  1  0  à  1  3  et  permettent  l'obtention  de  produits  d'ampli- 

fication  de  la  séquence  nucléotidique  à  détecter. 

31  .  Procédé  selon  la  Revendication  30,  caractérisé  en  ce  que  les  produits  d'amplification  obtenus  en  (1  )  sont  détectés 
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par  séparation  électrophorétique. 

32.  Procédé  selon  la  Revendication  30,  caractérisé  en  ce  que  les  produits  d'amplification  obtenus  en  (1  )  sont  détectés 
par  hybridation  2  h  à  65°C  entre  lesdits  produits  d'amplification  et  un  réactif  de  diagnostic  selon  l'une  quelconque 

5  des  Revendications  1  9,  22,  23  et  24. 

33.  Procédé  selon  la  Revendication  29,  caractérisé  en  ce  que  le  réactif  de  diagnostic  de  l'étape  (1  )  est  une  sonde  de 
détection  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  19,  22,  23  ou  24. 

10  34.  Procédé  de  détection  de  la  présence  de  Mycobacterium  tuberculosis  dans  un  échantillon  biologique,  selon  la 
Revendication  29,  caractérisé  par  les  étapes  suivantes  : 

i)  mise  en  contact  de  l'échantillon  biologique  avec  un  couple  de  fragments  d'acide  nucléiques,  dits  amorces, 
selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  0  à  1  3,  l'ADN  contenu  dans  l'échantillon  ayant  été,  le  cas  échéant, 

15  préalablement  rendu  accessible  à  l'hybridation  et  dans  des  conditions  permettant  une  hybridation  des  amorces 
à  l'ADN  de  Mycobacterium  tuberculosis,  telles  que  2  min  à  60°C  ; 
ii)  amplification  de  l'ADN  de  Mycobacterium  tuberculosis  ; 
iii)  mise  en  évidence  de  l'amplification  de  fragments  d'ADN  correspondant  au  fragment  encadré  par  les  amor- 
ces,  notamment  par  électrophorèse  sur  gel  ; 

20  iv)  vérification  éventuelle  de  la  séquence  du  fragment  amplifié,  notamment  par  hybridation  de  sonde  spécifi- 
que,  par  séquençage  ou  par  analyse  de  site  de  restriction. 

35.  Procédé  pour  le  diagnostic  in  vitro  d'une  infection  par  des  mycobactéries  sur  un  échantillon  biologique  déterminé, 
selon  la  Revendication  29,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  les  étapes  de  : 

25 
a)  mise  en  contact  de  l'acide  nucléique  des  mycobactéries  éventuellement  présent  dans  l'échantillon  biologi- 
que  testé,  si  nécessaire  dans  des  conditions  permettant  l'accessibilité  sous  forme  d'ADN  simple  brin  avec  au 
moins  un  couple  d'amorces  nucléotidiques  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  0  à  1  3  ; 
b)  séparation  des  brins  d'ADN  synthétisés,  de  leur  matrice  ; 

30  c)  répétition  de  la  synthèse  de  produit  d'élongation,  à  partir  de  chaque  brin  d'ADN  présent  à  l'issue  de  l'étape 
b)  et  susceptible  d'hybrider  avec  les  amorces,  jusqu'à  l'obtention  d'une  amplification  de  l'ADN  recherché, 
suffisante  pour  être  détectée, 
d)  mise  en  contact  du  produit  de  l'étape  c)  avec  une  sonde  nucléotidique  dans  des  conditions  permettant  de 
détecter  la  présence  du  fragment  d'ADN  amplifié  recherché; 

35  e)  détection  des  produits  de  l'hybridation  éventuellement  formés. 

36.  Procédé  pour  le  diagnostic  in  vitro  selon  la  Revendication  34,  caractérisé  en  ce  que  la  mise  en  contact  de  l'échan- 
tillon  testé  est  précédée  d'une  étape  de  traitement  de  l'échantillon  de  façon  à  en  extraire  l'acide  nucléique. 

40  37.  Procédé  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  35  ou  36,  caractérisé  en  ce  que  préalablement  à  la  mise  en 
contact  avec  les  amorces,  on  traite  l'acide  nucléique  de  l'échantillon  avec  une  réverse-transcriptase,  pour  obtenir 
la  synthèse  d'ADNc  à  partir  de  l'ARN  éventuellement  présent  dans  l'échantillon  testé. 

38.  Kit,  coffret  ou  ensemble  coordonné  prêt  à  l'emploi  pour  la  mise  en  oeuvre  du  procédé  de  détection  d'au  moins  un 
45  groupe  et/ou  d'une  espèce  de  mycobactéries  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  29  à  37,  caractérisé  en 

ce  qu'il  comprend,  outre  des  quantités  utiles  de  tampons  et  de  réactifs  appropriés  pour  la  mise  en  oeuvre  de  ladite 
détection  : 

des  doses  appropriées  d'une  paire  d'amorces  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  10  à  13  ;  et/ou 
50  -  des  doses  appropriées  d'au  moins  une  sonde  ou  un  fragment  de  sonde  nucléotidique  selon  l'une  quelconque 

des  Revendications  18,  21,  22  ou  23. 

39.  Kit  pour  le  diagnostic  in  vitro  d'une  infection  par  des  mycobactéries,  sur  un  échantillon  biologique  déterminé,  selon 
la  Revendication  38,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

55 
au  moins  un  couple  d'amorces  nucléotidiques  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  10  à  13, 
des  réactifs  nécessaires  à  l'extraction  des  acides  nucléiques  à  partir  de  l'échantillon  traité, 
des  réactifs  pour  effectuer  la  polymérisation  dudit  fragment  d'ADN,  à  partir  des  amorces  nucléotidiques,  no- 
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tamment  des  enzymes  de  polymérisation,  en  quantité  suffisante  pour  réaliser  l'amplification  du  fragment  d'ADN 
que  l'on  souhaite  amplifier, 
au  moins  un  fragment  nucléotidique  pouvant  être  utilisé  comme  sonde  et  capable  d'hybrider  dans  des  condi- 
tions  déterminées  16  à  18  h  à  68°C  ou  2  h  à  65°C  avec  le  fragment  d'ADN  amplifié, 

s  -  un  contrôle  interne  de  la  réaction  d'amplification,  par  exemple  constitué  par  un  fragment  d'ADN  éventuellement 
porté  par  un  plasmide,  ledit  fragment  pouvant  être  aisément  détecté,  par  exemple  en  ce  qu'il  contient  un  gène 
de  résistance  à  un  antibiotique,  ledit  fragment  étant  en  outre  muni  à  ses  deux  extrémités,  d'au  moins  une 
amorce  d'amplification,  de  préférence  choisie  parmi  les  amorces  de  l'Invention, 
une  sonde  capable  d'hybrider  avec  la  fragment  d'ADN  contenu  dans  le  contrôle  interne, 

10  -  le  cas  échéant,  une  réverse-transcriptase  pour  obtenir  de  l'ADNc  à  partir  d'ARN  éventuellement  présent  dans 
l'échantillon  testé, 
le  cas  échéant  des  moyens  pour  révéler  l'hybridation. 

40.  Kit  pour  le  diagnostic  in  vitro  selon  la  Revendication  39,  caractérisé  en  ce  que  les  amorces  nucléotidiques  sont 
15  ISTB2  et  ISTB7  et  en  ce  qu'on  utilise  au  moins  une  sonde  de  détection  constituée  par  le  fragment  nucléotidique 

IS-2  marqué,  éventuellement  complétée  par  la  sonde  constituée  par  le  fragment  nucléotidique  IS-6  marqué. 

41.  Séquence  d'acide  nucléique,  spécifique  du  Mycobacterium  tuberculosis  ayant  la  séquence  : 

20  10  20  30  40  50  60 

G7C3ACAC3C  C77C7GCACC  GGAAG7CCT7  CT3C3GCCA7  CGT73C7ATC  GCCSC7TACT 

70  80  90  100  110  120 

GCC7TC7AG7  CC37CC3GC7  CTCCCAACAG  CTCACGGGAC  u  -AGG  A7CGCCAC77 
25  

130  140  150  160  170  180 

CA3G7C7TCA  AC7CGCCCA7  3CCCTCA7T3  GCAACGTTTC  C3CCCT3CCT  73GGGC3SCC 

190  : : :   210  220  230  240 

30  GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  C777CC3GC3  GAAC7ACT33  GGGTAACACT  7C3GCACSGA 

250  250  270  280  290  300 

CACGGCTCGT  TCCACGGACG  TCC7CACCAG  AAGTCGAGCA  AACCCACTCC  AC7C7AGC7A 

310  320  330  340  350  360 
35  . GTGATACAAG  CT77T77C7A  3CC3C3C3A7  GAACCCCCCC  GGCA7GTCC3  GAGACTCCAG 

370  380  390  400  410  420 

77C77CGAAA  GGA7GGGG7C  A7G7CAGG7G  G77CA7CCAG  GAGG7ACCC3  CCGCAG\»«  nw 
40  430  440  450  460  '  470  480 

« S M C 3 3 G C   WCCCOATG  ST  CCCAGAGA  7CC3C3GTCA  GCACCATTCC  GAG7  CGGCAG 

490  
'  

500  510  520  530  540 

CGA7CAG7GA  GG7CGCGCG7  C7AC77CG73  77GGC7GCCC  GGAGACGG7G  CG7AAG7www 
45 

550  550  570  580  590  500 

7GCGCCAGGC  GCAGG7CGA7  GCCGGC3CAC  GGCCC3GGAC  CACGACC3AA  GAA7CC3>-.«( 

610  620  630  640  650  660 
50  AGC7GAAGC3  C77AGCGGCG  GGACAACGCC  GAA77GC3AA  GGGC3AACGC  GA777TAAAG 

670  580  690  700  710  720 

ACCGCG7CGG  C777C77CGC  GGCCCAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAATT  AACGCT7CA7 

55  730  740  750  760  770  780 

CGCGCA7CA7  CAGGGCCACC  GCGAGCCCCC  C3A7GGT773  CGG73GGG73  7C3AG7C3A7 

45 

50 
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790  30C 

850  56C 

910  5 2 :  

970  9  8C 

IC30  1C4C 

1090  1150 

1150  1150 

•   ̂ *  «  «  «   ̂ « 

1270 

1330 
*  ******  ■%  *m*m*  tm 

1390 

14  50 

c a a g c :  

ACCGA7 

AAC 

w  •  <-%w  w%w  *  rvw 
163C 

CGAGAGACCA 

SOC  310  320 

:6C  370  380 

rf-w—  j  —  j^jv.  •  w  w«j  CCA7GGwCAA 

jZZ  330  "  940 

;  8C  990  1000  

ZZ.\  GA7GCACC3T  CGAACGGCTS 

1050  1060  

CCCCCAGCAC  CACGA7CCCT 

::o  m o   1120  

ZCZ  GCT7CGGACC  ACCACCACCT 

150  1170  1180  

CC7  GGGCAGGGTT  CGCCTACGTG 

220  1230  1240 

2SC  1290  1200 

777  G-GACCCCCCA  ACAAGAAGGC 
340  1250  1360 

4  C  C  1410  1420 
Cw  .  C  G-GTGGGAGC  GGTCGGAAGC 
46C  1470  1480 
7A7  ACAAGACCCA  GC7SA7CAAA 
52:  1530  1540 

SSC  1590  1600 

64C  1650  1660 
Gs>  .  G  AG>>>  «  w  •  GAG  A7CAGAGAG7 

:sc  

A N  
4  C  C 

46C 

7A7 
e  i  " 

164C 

830 
7CGACCTAC7 

390 

C7CAAGGACC 

950 

G7G7GGCTAA 
1010 

A7GACCAAAC 
1070  

GATCCSSCGA 
1130  

AACCSCCIGÏ 
1190  

GCC7TTSTCA 

1250 

GCCACCTCCA 

1310 

G7AC7CCACC 
1370 

CGCT7CAGCG 
1430 

7CC7A7GACA 
1490 

CCCGGCAAGC 
1550 

'CAACC 
1610 

1670 

C7CCCGAC7C 

840 

ACCACGACA7 
900 

ACA7CAGCCG 
960 

CC2TCAACCG 
1020 

7CCGCC73TC 

1080 
CAGCCC57CC 

1140 
GGG7AGCAGA 

1200 
CCGACGCC7A 

1260 

7GC7CC7C3A 
1220 

7GAAAGACG7 
1380 

AGCGGC7CGC 
1440 

A7GCAC7AGC 
1500 

I——  M  M*»  MMM» 

1560 

1620 

ACGC7CAACG 
1680 

ACGGGGGCGG 

77CA 

Revendications  pour  l'Etat  contractant  suivant  :  ES 

1.  Procédé  d'obtention  d'une  séquence  nucléotidique  issue  de  mycobactéries,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare 
une  séquence  nucléotidique  répétée  dans  le  génome  d'une  mycobactérie  et  spécifique  du  groupe  du  bacille  de  la 
tuberculose,  qui  s'hybride  très  fortement  avec  M.  tuberculosis,  c'est-à-dire  que,  lorsqu'elle  est  marquée  au  phos- 
phore  32,  elle  fournit  une  tache  visible  à  l'oeil  nu  après  autoradiographie  d'une  heure  et  qui  s'hybride  très  faiblement 
avec  M.  bovis  BCG,  c'est-à-dire  que,  lorsqu'elle  est  marquée  au  phosphore  32,  elle  fournit  une  tache  visible  à  l'oeil 
nu  après  autoradiographie  de  48  heures. 

2.  Procédé  d'obtention  d'une  séquence  selon  la  Revendication  1  ,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  une  séquence 
comportant  à  son  extrémité  5'  la  séquence  5'TGAACCGCCCCGG  3'  de  formule  I  et  à  son  extrémité  3'  la  séquence 
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5'  CCGGGGCGGTTCA3'  de  formule  II,  ladite  séquence  contenant  en  outre  au  moins  un  fragment  d'une  séquence 
de  formule  III  suivante  : 

10  23  30  40  50  60 
G7C3ACACGC  C77CTCCACG  GGAAG7CC7T  C73CGGCCA7  CCTTSCTATC  GCCCCTTACT 

70  30  90  100  110  120 
GCC77CTAG7  CC37GCGGC7  CTCCCAACAG  C7CACG3GAC  C777TTGAGG  ATCGCCACIT 

130  140  '  150  160  170  110  
CAGG7CT7CA  AC7CCCCCA7  3CGC7C.VT7C  GCAACG7TT3  CGCCCT3CC7  7SGGGCG0CC 

190  ZZZ  210  220  230  240  
GGCAGCCACC  AAG7CCAGCA  C7T7CCGGC3  GAAC7AC77G  GGG7AACAC7  7CCGCACG0A 

250  250  270  280  290  300  
CACGGC7C37  7C3AC3GACG  7C3TGACCAG  AAGTCGAGCA  AACCGACTCC  ACilTAUCgA, 

310  320  330  340  350  300  
G7GA7ACAAG  v.  77  A  GCCCC3C3A7  GAACCGCCCC  GGCA7G7CC3  GAGACTCGXG 

370  380  390  400  410  420  
77C77GGAAA  GGÂ7GCCC7C  A7G7CAGG7G  G7TCA7CCAG  GAGG7ACCCG  CCGGAGCTGC 

430'  440  450  .460  *  470  4 1 0  
G7GAGCGGGC  |gG7GCGGA7G  G7CGCAGAGA  7CC3CGGTCA  GCACGATTC3  GAGTGGGCAO 

490  500  S10  520  530  540  
CGA7CAG7GA  GG7CGCGGG7  C7AC7TSG73  7TGGC7GCGC  GGAGACGGTG  CGTAAG7SGQ 

550  560  570  580  590  600 
7GCGCCAGGC  GCAGG7GGA7  GCC3GC3CAC  GGCCC3GGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 

610  620  630  640  650  «60 
AGC7GAAGCG  C77AGCGGCG  GGACAACGCC  GAA77GCGAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 

670  680  690  700  710  7 2 0  
ACCGCG7CCG  C777C77CGC  GGCCSAGCTC  GACCCGCCAG  CACGC7AATT  AACGGT7CAT 

730  740  750  760  770  7 8 0  

CGCCCA7CA7  CAGGGCCACC  GCGAGGGCCC  CGA7CGT7T3  CGGTGGOOTO  TCGAGTCGAT 

25 



EP  0  490  951  B1 

790  300  810  820  830  840 

77GCACACAG  CTCACGGAGC  77-GC7CTCCC  GA7CCCCCCA  7CCACCTAC7  ACSACCACA7 
350  360  370  880  390  900 

2AACCCGGA3  CGCAGCGCCC  GCGAGGTG^G  CCA7GCCCAA  w«  ~AAGGACC  ACA7CAGCCC 
913  92:  330  '  940  950  960 

«W*  WWVWWW*»  VS-wAAW.i^g  g.W.. . . ;W»ig  4  gWWvWWUVS  U*g*W>IW4AA  (•««•-A^CbW 
970  380  990  1000  1010  102C 

7CAGG5CA7C  GAGC7CCCCA  GA7CCACC37  CGAACGSCTS  A7CACCAAAC  77GGCGTG7C 

1030  1040  1050  1060  1070  1080 

C3CGACCACC  GGCGGCAAAG  CCGCCACCAC  CACCA7C3C7  GA7CCSGCCA  CAGCCCCTCC 

logo  : : : :   m a   1120  113  0  1140 

C3C2GA7777  CTCCAGCCCC  CCT77CGACC  ACZAGCACC7  AACCC3C7C7  GGG7AGCAGA 

"«r ,   u s e   1170  1130  1190  1200 

CrrTACCTA7  C7C77CAC77  GGGCAGGC77  CCCG7ACCTC  GCC77T3TCA  CC3ACGCC7A 

1220  1240  1250  1260 

CGCTCGCAGG  A7C7^T7GGC7  jOwww\j««.wC  TCTGAGGATC  Gs»«>AwC7CmA  »  wG777J77C*"v 

1270  123C  1230  1300  131C  1323 

1320  1-iC  1250  1250  1370  1380 

TA7C7ACCA7  ACCCA7AGG\j  jAT«  .  CAG7A  CACA77CA7C  C3C777AGw«*  AGwGwwTCSC 

1:30  i ;oc  1410  1420  1430  1440 

CGAGGCAGGG  -  A7GGAACG77  7  G-w  J  UGAGC  Gvj'I  wwGAAGC  7C77A7GACA  A*G\>AC7AGw 

1450  liSC  1470  1480  1490  1500 

CCAGACCA7C  AACGGCG7A7  ACAAGACCCA  GC7CA7CAAA  CC7CGCAAGC  CCTCCCGG7C 

1513  .112  1520  1540  1550  1560 

CAACG  A7CGCGGGC7 

1570  1530  1590  1500  1610  1620 

C7ACCAG7AC  7GCGGCCACG  7CCCCCCCC7  CSAACTCCAG  GC7GCCTAC7  ACGC7SAACG 

1520  1540  1650  1660  1670  1680 

^wty/tunwvt  g w a A » . ^ ^   ^nwM*»<a>tM  At iaMmMi4  »é»«ytfnb«»  AV»wwv*vj\*wtfw 

Formule  TTT 

Procédé  d'obtention  d'une  séquence  nucléotidique  selon  la  Revendication  2,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare 
une  séquence  comprenant  le  fragment  343-1152  de  la  séquence  de  formule  III  selon  la  Revendication  2  et  toute 
séquence  présentant  au  moins  80  %  d'homologie  avec  celle-ci. 

Procédé  d'obtention  d'une  séquence  nucléotidique  selon  la  Revendication  2,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare 
une  séquence  comprenant  le  fragment  327-1684  de  la  séquence  de  formule  III  selon  la  Revendication  2  et  toute 
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séquence  présentant  au  moins  80  %  d'homologie  avec  celle-ci. 

5.  Procédé  d'obtention  d'un  oligonucléotide,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  un  fragment  d'une  séquence  nucléo- 
tidique  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  à  4. 

6.  Procédé  d'obtention  d'un  oligonucléotide  selon  la  Revendication  5,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  l'oligonu- 
cléotide  de  formule  IV  suivante  : 

ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  (IV). 

7.  Procédé  d'obtention  d'un  oligonucléotide  selon  la  Revendication  5,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  l'oligonu- 
cléotide  de  formule  V  suivante  : 

ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  (V). 

8.  Procédé  d'obtention  de  fragments  nucléotidiques  selon  la  Revendication  5,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  un 
fragment  présentant  l'une  des  séquences  suivantes  : 

ISTB-3  :  5'  TTCGC  A  ATTCTGGCGTTGTCC  3'  (VI) 

ISTB-4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  (VII) 

ISTB-5  :  5*  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  (VIII) 

ISTB-6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3"  (IX) 

ISTB-7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 

ISTB-8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3'  (XI) 

ISTB-9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3'  (XII) 

ISTB-  10  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3'  (XIII) 

IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3'  (XIV) 

IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3'  (XV) 

IS-6  :  5'  G T C G A G T C G A T C T G C A C A C A G C T G A C C G A G   3  '  (XVI) 

9.  Procédé  d'obtention  de  fragments  nucléotidiques,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  un  fragment  complémentaire 
des  fragments  selon  la  Revendication  8  ou  des  fragments  modifiés  par  rapport  aux  précédents,  par  enlèvement 
ou  addition  de  nucléotide(s)  dans  une  proportion  d'environ  10  à  15  %  par  rapport  à  la  longueur  des  fragments  ci- 
dessus  et/ou  par  modification  de  la  nature  des  nucléotides,  dès  lors  que  les  fragments  nucléotidiques  modifiés 
conservent  une  capacité  d'hybridation  avec  la  séquence  d'ADN  de  mycobactéries,  analogue  à  celle  que  présentent 
les  fragments  correspondants  non  modifiés. 

1  0.  Procédé  d'obtention  d'amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  de  mycobactéries,  notamment  pour  l'ampli- 
fication  de  fragments  d'une  séquence  de  Mycobacterium  tuberculosis,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  une 
séquence  ou  un  fragment  de  séquence  tel  que  défini  dans  l'une  quelconque  des  Revendications  6  à  9,  choisis 
parmi  les  suivants  ou  parmi  leurs  fragments  nucléotidiques  complémentaires  : 
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ISTB1  :  5'  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3' 

ISTB2  :  5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3' 

ISTB3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3' 

ISTB4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3* 

ISTB6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3' 

ISTB8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3' 

ISTB9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3' 

ISTB10  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3' 

11.  Procédé  d'obtention  d'amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  de  mycobactéries,  selon  la  Revendication 
10,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  les  paires  d'amorces  suivantes  : 

ISTB2  et  ISTB4  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  et 

5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB2  et  ISTB5  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  et 

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3' 

ISTB5  et  ISTB6  : 

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  et 

5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB6  et  ISTB7  : 

5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  et 

5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'. 

12.  Procédé  d'obtention  d'amorces  pour  l'amplification  de  fragments  d'ADN  selon  la  Revendication  10  ou  la  Reven- 
dication  11,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  le  couple  d'amorces  suivant  : 

ISTB2  et  ISTB7  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  et 
5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'. 

13.  Procédé  d'obtention  d'amorces  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  10  à  12,  caractérisé  en  ce  que  l'on 
marque  lesdites  amorces  par  un  marqueur  chimique,  physique  ou  enzymatique  et/ou  en  ce  que  l'on  fixe  lesdites 
amorces  à  un  support  solide,  notamment  un  support  particulaire  ou  membranaire,  en  particulier  des  billes  magné- 
tiques. 

14.  Procédé  d'obtention  de  produits  de  traduction  et/ou  fragments  de  ceux-ci,  caractérisé  en  ce  que  lesdits  produits 
sont  préparés  à  partir  d'une  séquence  ou  d'un  fragment  de  séquence  nucléotidique  selon  l'une  quelconque  des 
revendications  1  à  4. 

15.  Procédé  d'obtention  de  sonde  nucléique  apte  à  détecter  par  hybridation  la  présence  d'ADN  spécifique  du  Myco- 
bacterium  tuberculosis  dans  un  échantillon  biologique,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  une  sonde  présentant 
une  séquence  ayant  une  longueur  d'au  moins  20  bases,  capable  de  s'hybrider,  après  mise  en  contact  pendant  1  6 
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à  18  h  à  68°C  ou  2  h  à  65°C,  avec  une  partie  de  la  séquence  constituée  par  le  fragment  327-1684  selon  la 
Revendication  4,  se  situant  entre  les  deux  amorces  nucléiques. 

16.  Procédé  d'obtention  d'une  sonde  selon  la  Revendication  15,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  l'un  des  fragments 
s  nucléotidiques  suivants  : 

IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3' 
IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3' 
IS-6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3' 10 

17.  Procédé  d'obtention  d'une  sonde  pour  la  détection  de  fragments  d'ADN  amplifiés  de  mycobactéries,  selon  la 
Revendication  15,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  des  fragments  nucléotidiques  spécifiques  d'une  séquence 
de  mycobactérie,  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  5  à  8,  capables  d'hybrider  avec  ledit  fragment  d'ADN 

15  amplifié  après  contact  pendant  1  6  à  1  8  h  à  68°C  ou  2  h  à  65°C,  lesdits  fragments  étant  soit  marqués  à  leur  extrémité 
5'  et/ou  3'  par  une  substance  que  l'on  peut  détecter,  par  exemple  par  un  isotope  radioactif,  une  enzyme,  un  mar- 
queur  chimique  ou  chimioluminescent  approprié,  un  fluorochrome,  un  haptène,  ou  un  anticorps,  des  analogues 
de  bases  ou  encore  un  marqueur  physique,  soit  fixés  à  un  support  solide  notamment  un  support  particulaire  ou 
membranaire,  par  exemple  des  billes  magnétiques. 

20 
18.  Procédé  de  détection  d'une  séquence  répétée  spécifique  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  selon  l'une  quel- 

conque  des  Revendications  1  à  4,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

(1)  une  étape  dans  laquelle  on  réalise  une  banque  de  cosmides  recombinants  comprenant  des  fragments 
25  d'ADN  d'une  mycobactérie  appropriée  supérieurs  à  30  kb  ;  et 

(2)  une  étape  dans  laquelle  on  détecte  le/les  clones  cosmidiques  contenant  au  moins  une  séquence  répétée, 
par  hybridation  16  à  18  h  à  68°C  avec  un  ADN  génomique  total  de  mycobactérie  appropriée,  marqué  de 
manière  convenable. 

30  19.  Procédé  d'obtention  d'un  réactif  de  diagnostic  pour  la  détection  d'au  moins  un  groupe  de  mycobactéries,  carac- 
térisé  en  ce  que  l'on  prépare  ledit  réactif  à  partir  d'une  séquence  nucléotidique  ou  un  fragment  de  celle-ci  selon 
l'une  quelconque  des  Revendications  1  à  8  pour  la  détection  des  mycobactéries  du  groupe  du  bacille  de  la  tuber- 
culose,  éventuellement  associée  à  au  moins  une  autre  séquence  nucléotidique  appropriée  à  la  détection  d'un 
autre  groupe  de  mycobactéries  et/ou  à  au  moins  un  marqueur  approprié. 

35 
20.  Procédé  d'obtention  d'un  réactif  selon  la  Revendication  1  9,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  des  paires  d'amorces 

pour  la  synthèse  d'un  fragment  d'ADN  ou  d'ARN  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose,  chaque  amorce  compre- 
nant  une  séquence  ou  un  fragment  de  séquence  nucléotidique  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  à  8. 

40  21  .  Procédé  d'obtention  d'un  réactif  selon  la  Revendication  20,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  une  paire  d'amorces 
comprenant  des  oligonucléotides  appariés  conformément  aux  Revendications  10  à  13. 

22.  Procédé  d'obtention  d'un  réactif  selon  la  Revendication  1  9,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  une  sonde  de  détec- 
tion  appropriée  d'un  fragment  d'ADN  ou  d'ARN  du  groupe  du  bacille  de  la  tuberculose. 

45 
23.  Procédé  d'obtention  d'un  réactif  selon  la  Revendication  22,  caractérisé  en  ce  que  l'on  prépare  une  séquence 

nucléotidique  de  formule  III,  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  2  à  4. 

24.  Procédé  d'obtention  d'un  réactif  selon  la  Revendication  19  ou  la  Revendication  22,  caractérisé  en  ce  que  le  mar- 
50  queur  est  choisi  dans  le  groupe  qui  comprend  notamment  les  isotopes  radioactifs,  les  enzymes  appropriées,  les 

fluorochromes,  les  marqueurs  chimiques  appropriés,  les  haptènes  et  les  anticorps  ou  les  analogues  de  base  appro- 
priées. 

25.  Procédé  d'obtention  d'une  famille  de  plasmides  recombinants,  caractérisés  en  ce  que  l'on  insère  une  séquence 
55  nucléotidique  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  à  4  dans  un  plasmide  approprié. 

26.  Procédé  d'obtention  d'un  plasmide  selon  la  Revendication  25,  caractérisé  en  ce  que  l'on  insère  la  séquence  nucléo- 
tidique  de  formule  III  selon  la  Revendication  2  ou  un  fragment  de  celle-ci  ou  une  séquence  homologue  dans  un 
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plasmide  approprié. 

27.  Procédé  d'obtention  d'un  plasmide  selon  la  Revendication  25,  caractérisé  en  ce  que  ladite  séquence  associée  à 
un  vecteur  pUC18. 

5 
28.  Procédé  d'obtention  d'un  plasmide  selon  la  Revendication  26  ou  la  Revendication  27,  caractérisé  en  ce  que  ledit 

plasmide,  dénommé  pMT01,  a  été  déposé  sous  le  n°l-900,  en  date  du  25  août  1989,  auprès  de  la  Collection 
Nationale  de  Cultures  de  Microorganismes  tenue  par  l'Institut  Pasteur. 

10  29.  Procédé  de  détection  et  d'identification  rapide  d'au  moins  un  groupe  et/ou  une  espèce  de  mycobactéries  dans  un 
échantillon  biologique,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

(1)  une  étape  dans  laquelle  l'on  met  en  contact  l'échantillon  biologique  avec  au  moins  un  réactif  de  diagnostic 
selon  l'une  quelconque  des  Revendications  20  à  24, 

15  (2)  une  étape  dans  laquelle  on  détecte  par  tout  moyen  approprié  le  ou  les  produits  résultant  de  l'interaction 
séquence  nucléotidique  de  mycobactérie  éventuellement  présente-réactif  de  diagnostic. 

30.  Procédé  selon  la  Revendication  29,  caractérisé  en  ce  que  le/les  réactifs  de  diagnostic  de  l'étape  (1)  sont  une/des 
paires  d'amorces  selon  l'une  quelconque  des  revendications  1  0  à  1  3  et  permettent  l'obtention  de  produits  d'ampli- 

20  fication  de  la  séquence  nucléotidique  à  détecter. 

31  .  Procédé  selon  la  Revendication  30,  caractérisé  en  ce  que  les  produits  d'amplification  obtenus  en  (1  )  sont  détectés 
par  séparation  électrophorétique. 

25  32.  Procédé  selon  la  Revendication  30,  caractérisé  en  ce  que  les  produits  d'amplification  obtenus  en  (1  )  sont  détectés 
par  hybridation  2  h  à  65°C  entre  lesdits  produits  d'amplification  et  un  réactif  de  diagnostic  selon  l'une  quelconque 
des  Revendications  19,  22,  23  et  24. 

33.  Procédé  selon  la  Revendication  29,  caractérisé  en  ce  que  le  réactif  de  diagnostic  de  l'étape  (1  )  est  une  sonde  de 
30  détection  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  19,  22,  23  ou  24. 

34.  Procédé  de  détection  de  la  présence  de  Mycobacterium  tuberculosis  dans  un  échantillon  biologique,  selon  la 
Revendication  29,  caractérisé  par  les  étapes  suivantes  : 

35  i)  mise  en  contact  de  l'échantillon  biologique  avec  un  couple  de  fragments  d'acide  nucléiques,  dits  amorces, 
selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  0  à  1  3,  l'ADN  contenu  dans  l'échantillon  ayant  été,  le  cas  échéant, 
préalablement  rendu  accessible  à  l'hybridation  et  dans  des  conditions  permettant  une  hybridation  des  amorces 
à  l'ADN  de  Mycobacterium  tuberculosis,  telles  que  2  min  à  60°C  ; 
ii)  amplification  de  l'ADN  de  Mycobacterium  tuberculosis  ; 

40  iii)  mise  en  évidence  de  l'amplification  de  fragments  d'ADN  correspondant  au  fragment  encadré  par  les  amor- 
ces,  notamment  par  électrophorèse  sur  gel  ; 
iv)  vérification  éventuelle  de  la  séquence  du  fragment  amplifié,  notamment  par  hybridation  de  sonde  spécifi- 
que,  par  séquençage  ou  par  analyse  de  site  de  restriction. 

45  35.  Procédé  pour  le  diagnostic  in  vitro  d'une  infection  par  des  mycobactéries  sur  un  échantillon  biologique  déterminé, 
selon  la  Revendication  29,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  les  étapes  de  : 

a)  mise  en  contact  de  l'acide  nucléique  des  mycobactéries  éventuellement  présent  dans  l'échantillon  biologi- 
que  testé,  si  nécessaire  dans  des  conditions  permettant  l'accessibilité  sous  forme  d'ADN  simple  brin  avec  au 

50  moins  un  couple  d'amorces  nucléotidiques  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  1  0  à  1  3  ; 
b)  séparation  des  brins  d'ADN  synthétisés,  de  leur  matrice  ; 
c)  répétition  de  la  synthèse  de  produit  d'élongation,  à  partir  de  chaque  brin  d'ADN  présent  à  l'issue  de  l'étape 
b)  et  susceptible  d'hybrider  avec  les  amorces,  jusqu'à  l'obtention  d'une  amplification  de  l'ADN  recherché, 
suffisante  pour  être  détectée, 

55  d)  mise  en  contact  du  produit  de  l'étape  c)  avec  une  sonde  nucléotidique  dans  des  conditions  permettant  de 
détecter  la  présence  du  fragment  d'ADN  amplifié  recherché  ; 
e)  détection  des  produits  de  l'hybridation  éventuellement  formés. 
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Procédé  pour  le  diagnostic  in  vitro  selon  la  Revendication  34,  caractérisé  en  ce  que  la  mise  en  contact  de  l'échan- 
tillon  testé  est  précédée  d'une  étape  de  traitement  de  l'échantillon  de  façon  à  en  extraire  l'acide  nucléique. 

Procédé  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  35  ou  36,  caractérisé  en  ce  que  préalablement  à  la  mise  en 
contact  avec  les  amorces,  on  traite  l'acide  nucléique  de  l'échantillon  avec  une  réverse-transcriptase,  pour  obtenir 
la  synthèse  d'ADNc  à  partir  de  l'ARN  éventuellement  présent  dans  l'échantillon  testé. 

Kit,  coffret  ou  ensemble  coordonné  prêt  à  l'emploi  pour  la  mise  en  oeuvre  du  procédé  de  détection  d'au  moins  un 
groupe  et/ou  d'une  espèce  de  mycobactéries  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  29  à  37,  caractérisé  en 
ce  qu'il  comprend,  outre  des  quantités  utiles  de  tampons  et  de  réactifs  appropriés  pour  la  mise  en  oeuvre  de  ladite 
détection  : 

des  doses  appropriées  d'une  paire  d'amorces  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  10  à  13  ;  et/ou 
des  doses  appropriées  d'au  moins  une  sonde  ou  un  fragment  de  sonde  nucléotidique  selon  l'une  quelconque 
des  Revendications  18,  21,  22  ou  23. 

Kit  pour  le  diagnostic  in  vitro  d'une  infection  par  des  mycobactéries,  sur  un  échantillon  biologique  déterminé,  selon 
la  Revendication  38,  caractérisé  en  ce  qu'il  comprend  : 

au  moins  un  couple  d'amorces  nucléotidiques  selon  l'une  quelconque  des  Revendications  10  à  13, 
des  réactifs  nécessaires  à  l'extraction  des  acides  nucléiques  à  partir  de  l'échantillon  traité, 
des  réactifs  pour  effectuer  la  polymérisation  dudit  fragment  d'ADN,  à  partir  des  amorces  nucléotidiques,  no- 
tamment  des  enzymes  de  polymérisation,  en  quantité  suffisante  pour  réaliser  l'amplification  du  fragment  d'ADN 
que  l'on  souhaite  amplifier, 
au  moins  un  fragment  nucléotidique  pouvant  être  utilisé  comme  sonde  et  capable  d'hybrider  dans  des  condi- 
tions  déterminées  16  à  18  h  à  68°C  ou  2  h  à  65°C  avec  le  fragment  d'ADN  amplifié, 
un  contrôle  interne  de  la  réaction  d'amplification,  par  exemple  constitué  par  un  fragment  d'ADN  éventuellement 
porté  par  un  plasmide,  ledit  fragment  pouvant  être  aisément  détecté,  par  exemple  en  ce  qu'il  contient  un  gène 
de  résistance  à  un  antibiotique,  ledit  fragment  étant  en  outre  muni  à  ses  deux  extrémités,  d'au  moins  une 
amorce  d'amplification,  de  préférence  choisie  parmi  les  amorces  de  l'Invention, 
une  sonde  capable  d'hybrider  avec  la  fragment  d'ADN  contenu  dans  le  contrôle  interne, 
le  cas  échéant,  une  réverse-transcriptase  pour  obtenir  de  l'ADNc  à  partir  d'ARN  éventuellement  présent  dans 
l'échantillon  testé,  -  le  cas  échéant  des  moyens  pour  révéler  l'hybridation. 

Kit  pour  le  diagnostic  in  vitro  selon  la  Revendication  39,  caractérisé  en  ce  que  les  amorces  nucléotidiques  sont 
ISTB2  et  ISTB7  et  en  ce  qu'on  utilise  au  moins  une  sonde  de  détection  constituée  par  le  fragment  nucléotidique 
IS-2  marqué,  éventuellement  complétée  par  la  sonde  constituée  par  le  fragment  nucléotidique  IS-6  marqué. 

Procédé  d'obtention  d'une  séquence  d'acide  nucléique,  spécifique  du  Mycobacterium  tuberculosis,  caractérisé  en 
ce  que  l'on  prépare  une  séquence  de  formule  suivante  : 
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10  20  30  40  50  60 
*j  .  JwACACSC  C77CTCCACC  GCAAGTCCTT  CTSCSGCwvT  CG7T3CTATG  GCCGCTTACT 

70  30  90  100  110  120 
GCCT7CTAC7  CCC7CC3CCT  C7CCCAACAG  C7CACC3GAC  CTTTTTSAGG  A7CCCCACT? 

130  140  150  160  170  180 
CAGG7CTTCA  AC7CCCGCA7  GCCCTCATTC  GCAACG7TTG  CCCCC73CC7  7CG5GC3GCC 

190  203  213  220  230  240 
GGCACCCACC  AAGTCGAGCA  C77TCCCCCS  GAAC7AC7C3  GGC7AACAC7  7C3GCAC5GA 

250  250  270  280  290  300 
CACC3C7CCT  7CCAC3GACC  7CC7CACCAG  AAGTCGAGCA  AACCCACTCC  ACTCTAGCTA 

310  323  320  340  350  360 
G73A7ACAAG  C77T77777A  GCCCC3CCA7  GAACCCCCCC  GGCA7GTCCC  GAGACTCCAG 

370  380  390  400  410  420 
7TC77CCAAA  GGA7GGGG7C  A7C7CAGG7G  G7TCA7CCAG  GAGG7ACCC3  CC3CAGC7GC 

430  440  450  460  '  470  480 
G7CAGCCGGC  fcc7CC3GA73  G7CCCAGAGA  7CCCCCGTCA  GCACGA7TCC  GAG7GGGCAG 

490  500  510  520  530  540 
C3A7CAG7CA  GG7CGCCCGT  CTAC7T3CTC  7TGGC7GCSC  GGAGACGG7S  CG7AAG7GGG 

550  550  570  580  590  600 
73C3CCAGGC  GCAGG7CCA7  GCCCGC3CAC  GGCCC3GGAC  CACGACCSAA  GAA7CCCC7C 

610  620  630  640  650  660 
AGC7CAAGC3  C77AGCGGCG  GGACAACGCC  GAA77GCCAA  GGGCGAACGC  GA777TAAAG 

670  580  690  700  710  720 
\CCCC37CCG  C777777CCC  GGCCCAGCTC  GACCGGCCAG  CACGC7AAT7  AACGCT7CA7 

730  740  750  760  770  780  

■  <A.«<M*W\4  WtkNVA>W\V.»  JWiWWAJW^i».  *  VNJ  *  »  •  <J  WWWiWUWVÎW  4  WOAU  *  W«*À  A 
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7?Q  300  310  820  830  840 
773CACACA3  CTCACGCAGC  77-GC7CTCCC  GA7CSCCCCA  TCCACCTACT  ACGACCACA7 

5  350  36C  370  880  890  900 

âAACCSGCAG  C32AGC2GCC  GGGAGCTGCG  C3À7GGCGAA  CT2AAGGAGC  AGA7CAGCC3 

910  92:  330  *  940  950  960 

CG7CCAC3CG  GCCAACTACC  GTw  .  -  .AC3G  7GCC23GAAA  G7G7G3C7AA  CC2TCAACCC 
10  970  9SC  990  1000  1010  1020 

7CAGGGCA7C  SAGC7CGCCA  GA7CCACC37  CSAACGGCTS  A7GACCAAAC  7CGGCC757C 

;C30  1C4C  1050  1080  1070  1080 

CGGGACGACC  CGCCCCAAAG  CCCGCAGGAC  CACGA7C5C7  GATCCSGCGA  CAGCCCS7CC 

1090  1150  1110  1120  1130  1140 

CGCCCA7C77  GTCCAGCSCC  GC77CGGACC  ACCAGCACCT  AACC33CTG7  GGG7AGCAGA 

H5Û  1150  1170  1180  1190  1200 

20  CCTCAC77A7  G7G77CACG7  CCOCA33G7T  C3CCTACCTG  GCC7T7STCA  CCGACGCCTA 

1210  1220  1230  1240  1250  1280 

CCC77CCA33  A7CC7GG3C7  GGCGGGTCGC  77CCACGA7G  GCCACCTCCA  7GG7C373CA 

1270  1230  1290  1300  1310  1320 

CGCGA7CGAG  CAAGCGA7C7  GGACCCCCCA  ACAAGAAGCC  G7AC7CGACC  7GAAAGACG7 

1330  1340  1350  1360  1370  1380 

7A7CCACGA7  ACCCA7AGCC  CA7CTCAG7A  CACA7CCATC  CGG77CAGCG  AGCGGC7C5C 

30  1390  14CC  1410  1420  1430  1440 

CGAGGGAGGC  A7CCAACCC7  C3C7CGCAGC  GG7CSCAAGC  7CC7A7GACA  A7GCAC7AGC 

1450  1460  1470  1480  1490  1500 

C3AGACCA7C  AACGGCC7A7  ACAAGACCCA  GC7GA7CAAA  CCC5GCAAGC  C77GGC3G7C 
35  1510  1520  1530  1540  1550  1560 

GA7CCAGGAT  G7CCAG77GC  CCACCCGGC5  w«wG«»'w«*AC  «  «r«  *'»'  «̂ AACC  A  •  Cwv.«.ww»  • 
157C  158C  1590  1600  1610  1620 

C7ACGAG7AC  7GCGCCCACC  7CC7CCC3GT  CSAAC7C3AG  GC73CCTAC?  ACGCTCAACC 
40 

1630  164C  1650  1660  1670  1680 

CCAGAGACCA  GCCCCCCGC7  GAGGTCTCAG  A7CAGAGAG7  C7CCGGAC7C  ACC3GGGCSG 

45  77CA 

Patentansprûche 
50 

Patentansprûche  fur  folgende  Vertragsstaaten  :  AT,  BE,  CH,  DE,  DK,  FR,  GB,  IT,  Ll,  LU,  NL,  SE 

1.  Nucleotidsequenz  aus  Mykobakterien,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  sie  aus  einer  in  dem  Genom  eines  Myko- 
55  bakteriums  repetitiven  und  fur  die  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien  spezifischen  Nucleotidsequenz  besteht  und 

dal3  sie  sehr  stark  mit  M.  tuberculosis  hybridisiert,  d.h.  wenn  sie  mit  Phosphor-32  markiert  wird,  einen  mit  dem 
unbewaffneten  Auge  nach  einstûndiger  Autoradiographie  sichtbaren  Fleck  liefert  und  dal3  sie  sehr  schwach  mit 
M.  bovis  BCG  hybridisiert,  d.h.  wenn  sie  mit  Phosphor-32  markiert  wird,  einen  mit  dem  unbewaffneten  Auge  nach 
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48stûndiger  Autoradiographie  sichtbaren  Fleck  liefert. 

2.  Sequenz  nach  Anspruch  1,  dadurch  gekennzeichnet,  da(3  sie  an  ihrem  5'-Ende  die  Sequenz  5'-TGAACCGCC- 
CCGG-3'  der  Formel  I  und  an  ihrem  3'-Ende  die  Sequenz  5'-CCGGGGCGGTTCA-3'  der  Formel  II  besitzt,  wobei 
die  Sequenz  weiterhin  mindestens  ein  Fragment  einer  Sequenz  der  nachstehenden  Formel  III  enthàlt: 

10  20  30  40  50  60 
GTCGACACGC  CTTCTGCACG  GGAAGTCCTT  CTGCGGCCAT  CGTTGCTATG  GCCGCT7ACT 

70  80  90  100  110  120 
GCCTTLTAUT  OJUTUOWCT  CTCUCAACAG  CTCACUIWAC  CmTIXiAGG  ATCGCCACTT 

130  140  150  160  170  180 
CAGGTCTTCA  ACTCGCGGAT  GCCC7CATTG  GCAACGTTTG  CGCCCTGCCT  TGGGGCGGCC 

190  200  210  220  230  240 
GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  CTTTGCGGCG  GAACTACTCG  GGGTAACACT  TCGGCACGGA 

250  260  270  280  290  300 
CACGGCTCGT  TCGACGGACG  TCG7GACCAG  AAGTCGAGCA  AACCGACTCC  ACTCTAGCTA 

310  320  330  340  350  360 
GTGATACAAG  CTTTTTTGTA  GCCGCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 

370  380  390  400  410  420 
TTCTTGGAAA  GGATGGGGTC  ATGTCAGGTG  GTTCATCGAG  GAGGTACCCG  CCGGAGCTGC 
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430  440  450  460  470  480 

j T g a g c g g g c   J g g t g c g g a t g   G7CGCAGAGA  t c c g c g g t c a   GCACGATTCG  GAG7GGGCAG 

490  500  510  520  530  540 

GGATCAGTGA  GGTCGCCCGT  CTACTTGGTG  TTGGCTGCGC  GGAGACGGTG  CGTAAGTGGG 

550  560  570  580  590  600 

TGCGCCAGGC  GCAGGTCGAT  GCCGGCGCAC  GGCCCGGGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 

610  620  630  640  650  660 

AGCTGAAGCG  CTTAGCGGCG  GGACAACGCC  GAATTGCGAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 

670  680  690  700  710  720  

ACCGCGTCGG  CTTTCTTCGC  GGCCGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  760  770  780 

CGCCGATCAT  CAGGGCCACC  GCGAGGGCCC  CGAT^GGTTTG  CGGTGGGGTG  TCGAG7CGAT 

790  800  810  820  830  840 

CTGCACACAG  CTGACCGAGC  TGGGTGTGCC  GATCGCCCCA  TCGACCTACT  ACGACCACAT 

850  860  870  880  890  900 

SAACCGCGAG  CCCAGCCGCC  GCGAGCTGCG  CGATGGCGAA  CTCAAGGAGC  ACATCAGCCG 

910  920  930  "  940  950  960 

CGTCCACGCC  GCCAACTACG  GTGTTTACGG  7GCCCGCAAA  GTGTGGCTAA  CCC7GAACCG 
970  980  990  1000  1010  1020 

TGAGGGCATC  GAGG7GGCCA  GATGCACCGT  CGAACGGC7G  ATGACCAAAC  TCGCCC7GTC 

1030  1040  1050  1060  1070  1080 

CGGGACCACC  CGCGGCAAAG  CCCGCAGGAC  CACGATCGCT  GA7CCGGCCA  CAGCCCG7CC 

1090  1100  1110  1120  1130  1140 

CGCCGA7CTC  G7CCAGCGCC  GCT7CGGACC  ACCAGCACCT  AACCGGCTGT  GGGTAGCAGA 

1150  u e o   H70   1180  H90   1200 

CCTCACCTAT  GTG7CGACC7  GGOCAGGGTT  CGCC7ACGTG  GCC7TTGTCA  CCGACGCCTA 

1210  1220  1230  1240  1250  1260 

CGCTCGCAGG  A7CCTGGGC7  GGCGGG7CGC  7TCCACGA7G  GCCACCTCCA  7GG7CC7CGA 

1270  1280  1290  1300  1310  1320 

CGCGA7CGAG  CAAGCCA7C7  GGACCCGCCA  ACAAGAAGGC  G7AC7CGACC  7GAAAGACG7 

1330  1340  1350  1360  1370  1380 

TATCCACCA7  ACGGA7AGGG  GA7C7CAGTA  CACA7CGA7C  CGG77CAGCG  AGCGGC7CGC 

1390  1400  1410  1420  1430  1440 

CGAGGCAGGC  A7CCAACCG7  CGGTCGGAGC  GGTCGGAAGC  TCC7ATGACA  ATGCAC7AGC 

1450  1460  1470  1480  1490  1500 

CGAGACGATC  AACGGCCTA7  ACAAGACCGA  GCTGA7CAAA  CCCGGCAAGC  CC7GGCGG7C 

1510  1520  .  1530  1540  1550  1560 

CATCGAGGA7  G7CGAG77GG  CCACCGCGCG  CTGGGTCGAC  7GGT7CAACC  ATCGCGGCC7 
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1570  1580  1590  1600  1610  1620 
CTACCAGTAC  TGCGGCGACG  TCCCGCCGGT  CGAACTCGAG  GCTGCCTACT  ACGCTCAACG 

1630  1640  1650  1660  1670  1630 
CCAGAGACCA  GCCGCCGGC7  GAGGTCTCAG  ATCAGAGAGT  CTCCGGACTC  ACCGGGGCGG 

TTCA 

FORMEL  I I I  

Nucleotidsequenz  nach  Anspruch  2,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  sie  das  Fragment  343-1152  der  Sequenz  der 
Formel  III  nach  Anspruch  2  und  jede  Sequenz,  die  eine  mindestens  achtzigprozentige  Homologie  damit  besitzt, 
umfaBt. 

Nucleotidsequenz  nach  Anspruch  2,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  sie  das  Fragment  327-1684  der  Sequenz  der 
Formel  III  nach  Anspruch  2  und  jede  Sequenz,  die  eine  mindestens  achtzigprozentige  Homologie  damit  besitzt, 
umfaBt. 

Oligonucleotid,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  aus  einem  Fragment  einer  Nucleotidsequenz  nach  einem  der 
Ansprûche  1  bis  4  besteht. 

Oligonucleotid  nach  Anspruch  5,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  die  Sequenz  der  nachstehenden  Formel  IV 
besitzt: 

ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  (IV). 

Oligonucleotid  nach  Anspruch  5,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  die  Sequenz  der  nachstehenden  Formel  V 
besitzt: 

ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  (V). 

Nucleotidf  ragmente  nach  Anspruch  5,  dadurch  gekenneichnet,  dal3  sie  eine  der  nachstehenden  Sequenzen  besit- 
zen: 

ISTB-3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3'  (VI) 
ISTB-4  :  5*  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  (VIT) 
ISTB-5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  (VTJJ) 
ISTB-6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  (EX) 
ISTB-7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 
ISTB-8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3"  (XI) 
ISTB-9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3'  (XII) 
ISTB-  10  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3'  (XIÏÏ) 
IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3"  (XIV) 
IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3'  (XV) 
IS-6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3  '  (XVI) 

Nucleotidfragmente,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  sich  um  Fragmente,  die  den  Fragmenten  nach  Anspruch 
8  komplementàr  sind,  oder  um  Fragmente,  die  bezûglich  der  vorstehend  genannten  durch  Entfernen  oder  Hinzu- 
fûgen  eines  Nucleotids  bzw.  von  Nucleotiden  in  einem  Verhàltnis  von  etwa  10  bis  15  %,  bezogen  auf  die  Lange 
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der  vorstehenden  Fragmente  und/oder  durch  Modifikation  der  Natur  der  Nucleotide  modifiziert  wurden,  handelt, 
wobei  die  modifizierten  Nucleotidfragmente  eine  Hybridisierungsfàhigkeit  mit  der  DNA-Sequenz  der  Mykobakte- 
rien  beibehalten,  die  derjenigen  analog  ist,  die  die  entsprechenden  nichtmodifizierten  Fragmente  besitzen. 

10.  Startersequenzen  fur  die  Amplifikation  von  DNA-Fragmenten  von  Mykobakterien,  insbesondere  fur  die  Amplifika- 
tion  von  Fragmenten  einer  Sequenz  von  Mycobacterium  tuberculosis,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  sie  Nucleo- 
tidfragmenten  nach  einem  der  Ansprûche  6  bis  9,  ausgewàhlt  aus  den  folgenden  oder  aus  ihren  komplementàren 
Nucleotidfragmenten,  entsprechen: 

ISTB  1  :  5'  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3' 

ISTB2  :  5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3' 

ISTB  3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3' 

ISTB4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3' 

ISTB  6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3' 

ISTB8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3' 

ISTB9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3" 

ISTB  10  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3' 

11.  Startersequenzen  fur  die  Amplifikation  von-DNA-Fragmenten  von  Mykobakterien  nach  Anspruch  10,  dadurch 
gekennzeichnet,  dal3  sie  in  Zweierkombinationen  verwendet  werden  und  dal3  es  sich  um  die  folgenden  Paare 
handelt: 

ISTB2  und  I S T B 4 :  
5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  u n d  

5"  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB2  und  I S T B 5 :  
5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  u n d  

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3' 

ISTB5  und  ISTB6  : 

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  u n d  

5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB6  und  I S T B 7 :  

5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  u n d  

5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'. 

12.  Startersequenzen  fur  die  Amplifikation  von  DNA-Fragmenten  nach  Anspruch  10  oder  11  ,  dadurch  gekennzeich- 
net,  dal3  sie  dem  Paar  der  folgenden  Startersequenzen  entsprechen: 

ISTB2  und  ISTB  7  : 
5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  und  
5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'. 

13.  Startersequenzen  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  12,  dadurch  gekennzeichnet,  daBsie  mit  einem  chemischen, 
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physikalischen  oder  enzymatischen  Marker  markiert  sind  und/oder  da(3  sie  an  einen  festen  Tràger,  insbesondere 
an  einem  teilchenfôrmigen  oder  membranartigen  Tràger,  insbesondere  an  Magnetkûgelchen,  gebunden  sind. 

14.  Translationsprodukte  und/oder  Fragmente  davon,  dadurch  gekennzeichnet,  da(3  sie  von  einer  Sequenz  oder 
s  einem  Fragment  der  Nucleotidsequenz  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  4  codiert  werden. 

15.  Nucleinsàuresonde  mit  der  Eignung  zum  Nachweis  der  Anwesenheit  von  fûr  Mycobacterium  tuberculosis  spezifi- 
scher  DNA  durch  Hybridisation  in  einer  biologischen  Probe,  dadurch  gekennzeichnet  dal3  sie  eine  Sequenz  mit 
einer  Lange  von  mindestens  20  Basen  umfaBt,  die  nach  einem  16-  bis  18stùndigen  Inkontaktbringen  bei  68°C 

10  oder  einem  zweistûndigen  Inkontaktbringen  bei  65°C  mit  einem  Teil  der  Sequenz  hybridisieren  kônnen,  die  aus 
dem  Fragment  327-1684  nach  Anspruch  4  besteht,  die  zwischen  den  zwei  Nucleinsàurestartersequenzen  ange- 
ordnet  sind. 

16.  Sonde  nach  Anspruch  15,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  essich  um  eines  der  nachstehenden  Nucleotidfragmente 
15  handelt: 

IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3' 
IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3' 
IS-6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3' 20 

17.  Sonden  zum  Nachweis  von  amplifizierten  DNA-Fragmenten  von  Mykobakterien  nach  Anspruch  15,  dadurch 
gekennzeichnet,  dal3  es  sich  um  Nucleotidfragmente,  die  fûr  eine  Mykobakteriensequenz  spezifisch  sind,  nach 
einem  der  Ansprûche  5  bis  8  handelt,  die  mit  dem  amplifizierten  DNA-Fragment  nach  Kontaktvon  16  bis  18  Stunden 

25  bei  68°C  oder  2  Stunden  £>e/65°C  hybridisieren  kônnen,  wobei  die  Fragmente  entweder  an  ihrem  5'-  und/oder  3'- 
Ende  durch  eine  nachweisbare  Substanz  markiert  sind,  beispielsweise  durch  ein  radioaktives  Isotop,  ein  Enzym, 
einen  geeigneten  chemischen  oder  chemilumineszierenden  Marker,  ein  Fluorochrom,  ein  Hapten  oder  einen  Anti- 
kôrper,  Basenanaloga  oder  auch  einen  physikalischen  Marker  oder  an  einem  festen  Tràger,  insbesondere  an 
einem  teilchenfôrmigen  oder  membranartigen  Tràger,  beispielsweise  Magnetkûgelchen,  gebunden  sind. 

30 
18.  Verfahren  zum  Nachweis  einer  repetitiven,  fûr  die  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien  spezifischen  Sequenz-nach 

einem  der  Ansprûche  1  bis  4,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man 

(1  )  in  einer  Stufe  eine  Bibliothek  aus  rekombinanten  Cosmiden,  umfassend  mehr  als  30  kb  lange  DNA-Frag- 
35  mente  eines  geeigneten  Mykobakteriums  anlegt;  und 

(2)  in  einer  Stufe  den/die  Cosmidclon/Cosmidclone,  der/die  mindestens  eine  répétitive  Sequenz  enthàlt/ent- 
halten  durch  Hybridisierung  von  1  6  bis  1  8  Stunden  bei  68°C  mit  einer  gesamten  genomischen  DNA  des  geeig- 
neten  Mykobakteriums,  die  in  geeigneter  Weise  markiert  ist,  nachweist. 

40  19.  Diagnostisches  Reagens  zum  Nachweis  von  mindestens  einer  Gruppe  von  Mykobakterien,  dadurch  gekenn 
zeichnet,  dal3  es  mindestens  eine  Nucleotidsequenz  oder  ein  Fragment  davon  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis 
8  zum  Nachweis  von  Mykobakterien  der  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien,  gegebenenfalls  zusammen  mit  min- 
destens  einer  anderen  geeigneten  Nucleotidsequenz,  zum  Nachweis  einer  anderen  Gruppe  von  Mykobakterien 
und/oder  mindestens  einem  geeigneten  Marker  umfaBt. 

45 
20.  Reagens  nach  Anspruch  1  9,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  Startersequenzpaare  fûr  die  Synthèse  eines  DNA- 

oder  RNA-Fragments  der  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien  umfaBt,  wobei  jede  Startersequenz  eine  Sequenz 
oder  ein  Fragment  der  Nucleotidsequenz  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  8  umfaBt. 

50  21.  Reagens  nach  Anspruch  20,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  aus  einem  Startersequenzpaar,  umfassend 
gepaarte  Oligonucléotide  nach  den  Ansprùchen  10  bis  13,  umfaBt. 

22.  Reagens  nach  Anspruch  1  9,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  eine  geeignete  Nachweissonde  fûr  ein  DNA-  oder 
RNA-Fragment  der  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien  umfaBt. 

55 
23.  Reagens  nach  Anspruch  22,  dadurch  gekenn-zeichnet,  dal3  die  Nachweissonde  vorteilhafterweise  eine  Nucleo- 

tidsequenz  der  Formel  III  nach  einem  der  Ansprûche  2  bis  4  umfaBt. 
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24.  Reagens  nach  Anspruch  19  oder  22,  dadurch  ge  kennzeichnet,  da(3  der  Marker  aus  der  Gruppe  umfassend 
insbesondere  radioaktive  Isotope,  geeignete  Enzyme,  Fluorochrome,  geeignete  chemische  Marker,  Haptene  und 
Antikôrper  oder  geeignete  Basenanaloga  ausgewàhlt  ist. 

s  25.  Familie  von  rekombinanten  Plasmiden,  dadurch  ge  kennzeichnet,  dal3  sie  mindestens  eine  Nucleotidsequenz 
nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  4  enthàlt. 

26.  Plasmid  nach  Anspruch  25,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  die  Nucleotidsequenz  der  Formel  III  nach  Anspruch 
2  oder  ein  Fragment  davon  oder  eine  homologe  Sequenz  umfaBt. 

10 
27.  Plasmid  nach  Anspruch  25,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  die  Sequenz  in  Assoziation  mit  einem  pUC1  8-Vektor 

umfaBt. 

28.  Plasmid  nach  Anspruch  26  oder  27,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  als  pMT01  bezeichnet  wurde  und  dal3  es 
15  unter  der  Hinterlegungsnummer  I-900  am  25.  August  1989  bei  der  Collection  Nationale  de  Cultures  de  Microor- 

ganismes  des  Pasteur-Instituts  hinterlegt  wurde. 

29.  Verfahren  zum  raschen  Nachweis  und  zur  raschen  Identifikation  mindestens  einer  Gruppe  und/oder  einer  Art  von 
Mykobakterien  in  einer  biologischen  Probe,  dadurch  ge  kennzeichnet,  dal3  man 

20 
(1)  in  einer  Stufe  die  biologische  Probe  mit  mindestens  einem  diagnostischen  Reagens  nach  einem  der 
Ansprûche  20  bis  24  in  Kontakt  bringt, 
(2)  in  einer  Stufe  durch  jedes  geeignete  Mittel  das  oder  die  Produkte,  das  bzw.  die  aus  der  Wechselwirkung 
der  gegebenenfalls  vorhandenen  Nucleotidsequenz  des  Mykobakteriums  mit  dem  diagnostischen  Reagens 

25  hervorgeht  bzw.  hervorgehen,  nachweist. 

30.  Verfahren  nach  Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  das/die  diagnostischen  Reagentien  der  Stufe  (1  )  ein 
Startersequenzpaar/-sequenzpaare  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13  sind  und  den  Erhalt  von  Amplifikations- 
produkten  der  nachzuweisenden  Nucleotidsequenz  erlauben. 

30 
31.  Verfahren  nach  Anspruch  30,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  in  (1)  erhaltenen  Amplifikationsprodukte 

durch  elektrophoretische  Trennung  nachweist. 

32.  Verfahren  nach  Anspruch  30,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  in  (1)  erhaltenen  Amplifikationsprodukte 
35  durch  zweistùndige  Hybridisierung  bei  65°C  zwischen  den  Amplifikationsprodukten  und  einem  diagnostischen 

Reagens  nach  einem  der  Ansprûche  1  9,  22,  23  und  24  nachweist. 

33.  Verfahren  nach  Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  das  diagnostische  Reagens  der  Stufe  (1  )  eine  Nach- 
weissonde  nach  einem  der  Ansprûche  19,  22,  23  oder  24  ist. 

40 
34.  Verfahren  zum  Nachweis  der  Anwesenheit  von  Mycobacterium  tuberculosis  in  einer  biologischen  Probe  nach 

Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  da!3  man  in  Stufen 

i)  die  biologische  Probe  mit  einem  Paar  von  Nucleinsàurefragmenten,  sogenannten  Startersequenzen,  nach 
45  einem  der  Ansprûche  10  bis  13  in  Kontakt  bringt,  wobei  die  in  der  Probe  enthaltene  DNA  gegebenenfalls 

vorher  der  Hybridisierung  zugànglich  gemacht  wurde  und  unter  Bedingungen,  die  eine  Hybridisierung  der 
Startersequenzen  mit  der  DNA  von  Mycobacterium  tuberculosis  erlauben,  fûr  zwei  Minuten  bei  60°C; 
ii)  die  DNA  von  Mycobacterium  tuberculosis  amplifiziert; 
iii)  die  Amplifikation  der  dem  durch  die  Startersequenzen  eingeschlossenen  DNA-Fragmenten  insbesondere 

so  gelelektrophoretisch  nachweist; 
iv)  gegebenenfalls  die  Sequenz  des  amplifizierten  Fragments  insbesondere  durch  Hybridisierung  der  spezi- 
fischen  Sonde  durch  Sequenzierung  oder  durch  Restriktionsstellenanalyse  bestàtigt. 

35.  Verfahren  zur  in  vitro  Diagnose  einer  Infektion  durch  Mykobakterien  an  einer  bestimmten  biologischen  Probe  nach 
55  Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  in  Stufen 

a)  die  Nucleinsàure  der  gegebenenfalls  in  der  getesteten  biologischen  Probe  vorhandenen  Mykobakterien, 
sofern  notwendig,  unter  Bedingungen,  die  die  Zugànglichkeit  in  Form  einzelstràngiger  DNA  mit  mindestens 
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einem  Paar  Nucleotidstartersequenzen  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13  erlauben,  in  Kontakt  bringt; 
b)  die  synthetisierten  DNA-Strànge  von  ihrer  Matrix  trennt; 
c)  die  Synthèse  des  Elongationsprodukts  aus  jedem  DNA-Strang,  der  am  Ende  von  Stufe  b)  vorhanden  ist 
und  mit  den  Startersequenzen  hybridisieren  kann,  wiederholt,  bis  eine  Amplifikation  der  gewùnschten  DNA 

s  erhalten  ist,  die  ausreichend,  um  nachgewiesen  werden  zu  kônnen; 
d)  das  Produkt  von  Stufe  c)  mit  einer  Nucleotidsonde  unter  Bedingungen,  die  den  Nachweis  der  Anwesenheit 
des  gewùnschten  amplifizierten  DNA-Fragments  erlauben,  in  Kontakt  bringt; 
e)  die  gegebenenfalls  gebildeten  Hybridisierungsprodukte  nachweist. 

10  36.  Verfahren  zur  in  vitro  Diagnose  nach  Anspruch  34,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  getestete  Probe  nach 
einer  derartigen  Behandlungsstufe  der  Probe,  dal3  daraus  die  Nucleinsàure  extrahiert  wird,  in  Kontakt  bringt. 

37.  Verfahren  nach  einem  der  Ansprûche  35  oder  36,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  vor  dem  Inkontaktbringen 
mit  den  Startersequenzen  die  Nucleinsàure  der  Probe  mit  einer  reversen  Transkriptase  behandelt,  um  die  Synthèse 

15  von  cDNA  aus  der  gegebenenfalls  in  der  getesteten  Probe  vorhandenen  RNA  zu  erhalten. 

38.  Gebrauchsfertiges  Kit,  Reagenzzusammenstellung  oder  Reagenzbesteckzur  Durchfûhrung  des  Nachweisverfah- 
rens  auf  mindestens  eine  Gruppe  und/oder  eine  Art  von  Mykobakterien  nach  einem  der  Ansprûche  29  bis  37, 
dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  auBer  nùtzlichen  Mengen  von  Puffern  und  geeigneten  Reagentien  zur  Durch- 

20  fûhrung  des  Nachweises 

geeignete  Konzentrationen  eines  Startersequenzpaares  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13;  und/oder 
geeignete  Mengen  mindestens  einer  Sonde  oder  eines  Fragments  der  Nucleotidsonde  nach  einem  der  An- 
sprûche  1  8,  21  ,  22  oder  23  umfaBt. 

25 
39.  Kit  zur  in  vitro  Diagnose  einer  Infektion  durch  Mykobakterien  an  einer  bestimmten  biologischen  Probe  nach 

Anspruch  38,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  umfaBt: 

mindestens  ein  Paar  Nucleotidstartersequenzen  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13, 
30  -  Reagentien,  die  zur  Extraktion  von  Nucleinsàuren  aus  der  behandelten  Probe  notwendig  sind, 

Reagentien  zur  Durchfûhrung  der  Polymérisation  des  DNA-Fragments  aus  Nucleotidstartersequenzen,  ins- 
besondere  Polymerisationsenzyme,  in  ausreichender  Menge  zur  Durchfûhrung  der  Amplifikation  des  DNA- 
Fragments,  das  man  amplifizieren  môchte, 
mindestens  ein  Nucleotidfragment,  das  als  Sonde  verwendet  werden  kann,  und  das  unter  bestimmten  Bedin- 

35  gungen,  16  bis  18  Stunden  bei  68°C  oder  2  Stunden  bei  65°C,  mit  dem  amplifizierten  DNA-Fragment  hybri- 
disieren  kann, 
eine  interne  Kontrolle  der  Amplifikationsreaktion,  beispielsweise  bestehend  aus  einem,  gegebenenfalls  von 
einem  Plasmid  getragenen,  DNA-Fragment,  wobei  das  Fragment  leicht  nachgewiesen  werden  kann,  beispiels- 
weise  dadurch,  daB  es  ein  Antibiotikumresistenzgen  enthàlt,  wobei  das  Fragment  weiterhin  an  seinen  zwei 

40  Enden  mindestens  eine  Amplifikationsstartersequenz,  bevorzugt  ausgewàhlt  aus  den  erfindungsgemàBen 
Startersequenzen,  enthàlt, 
eine  Sonde,  die  mit  dem  DNA-Fragment,  das  in  der  internen  Kontrolle  enthalten  ist,  hybridisieren  kann, 
gegebenenfalls  eine  reverse  Transkriptase,  um  cDNA  aus  gegebenenfalls  in  der  getesteten  Probe  vorhande- 
nen  RNA  zu  erhalten, 

45  -  gegebenenfalls  Mittel  zum  Nachweis  der  Hybridisierung. 

40.  Kit  zur  in  vitro  Diagnose  nach  Anspruch  39,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  die  Nucleotidstartersequenzen  ISTB2 
und  ISTB7  sind  und  daB  man  mindestens  eine  Nachweissonde,  bestehend  aus  dem  markierten  Nucleotidfragment 
IS-2,  gegebenenfalls  komplettiert  durch  die  Sonde,  die  aus  dem  markierten  Nucleotidfragment  IS-6  besteht,  ver- 

so  wendet. 

41.  Nucleinsàuresequenz,  die  fûr  Mycobacterium  tuberculosis  spezifisch  ist,  mit  der  Sequenz: 

55 

40 



EP  0  490  951  B1 

10  2C  20  40  50  60 

GTCCAGACCC  CTCCTCCACC  sj^r^^j  \J'J  JwJw>w\  «  c«j  *  «  «j  w  *  ATw  GCw^-«  Au  J 

70  80  90  100  110  120 

GCw  . . . .   AGT  CCCTCC3GCT  -  -  C—  CAACAG  CTCACCGGAC  w  . . . .   «  uAG-G  ATCGCCACTT 

120  140  150  150  170  180 

CAGGTs...  _1A  ACTGGCwjA*  Gv-—  —  •  —  --j  Gv.  AACCTCTC  Cwv.«.«>  ««#CCC  TGGGGCCCCC 

190  : : :   210  220  230  240 

GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  C  .CGGCG  GAAC7AC7CC  GGGTAAGACT  7CCGCACCCA 

250  250  '  270  230  290  300 

CACCCCTCCT  TGCACGGACG  TCCTCACCAG  AAGTCGAGCA  AACw«*rts..»«._  ACTCTAGCCA 

310  220  330  340  350  360 

GTGATACAAG  CTTTT7TGTA  GCGGCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCC  GAGACTCCAG 

370  380  390  400  410  '  420 

TTCTTCGAAA  GGATGGGGTC  ATGTCAGGTG  GTTCATCGAG  GAGGTACCCC  CCGGAGCTGC 

430  -440  450  '460  "  470  480 

GTCAGCCGGC  \gGTGCGGATG  GTCGCAGAGA  TCCGCGGTCA  GCACGATTCC  GAGTC-GGCAG 

490  
*  

500  510  520  530  540 

CGATCAGTGA  GGTCCCCCGT  CTACTTGGTG  TTGGCTGCGC  GCAGACCCTTG  CGTAAGTwov* 

5=0  550  570  580  590  S00 

TGCGCCAGGC  GCAGGTGCAT  GCCGGCGCAC  GGCCCGC-CAC  CACGACCCAA  GAATCCGw.w 

510  520  630  640  650  660 

AGCTGAAGCG  CTTAGCGGCG  GGACAACGCC  GAATTGCCAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 

670  530  690  700  710  720 

ACCGCGTCGG  CTTTCTTCGC  GGCCGAGCTC  GACCCGCCAG  CACGCTAATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  760  770  780 

CGCGGATCAT  CAGGCCCACC  GCGAGGGCCG  CGATGG  -~ô  CGGTGC-CCTG  TCGAGTCCAT 

790  30C  313  320  830  340 

'Z~?'Z 2̂5\Z.s-iZs\Z  CTGAGGGAGC  7C-0-GTC7CCG  GATCGCCCCA  TCCACCTACT  ACGACCACA. 

550  sgc  370  330  390  900 

k  c  —  "  *  "  v'v"  ""ZCZ  C-GAGCTCC3  CCATGGCCAA  CT—AAGGACC  ACATCAGC««« 

n 3   z2:  330  '  940  950  960 

CGTCCACGCG  GCCAACTACG  GTGTTTAC3G  7GCCCCCAAA  GTGTGGCTAA  CCCTCAACCG 

970  Î3C  590  _1C_C0  1010  1020 

7GAGGGCATG  GAGCTCGCCA  GATGCACGGT  CCAACGGCTC.  ATGACCAAAC  TCGCCCTGTC 

910  J*« 
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1C30  ::;C  1050  --  ■  1050;  1070  : o a o  

CCCGACCACC  CCCGCCAAAC.  CCCCCAGGAC  CACGA7CCCT  GATCCCCCCA  CAGCCCCTCC 

1090  1100  1110...  r--  1120  1130  U t O  

c g c c c a t c t g   g t c c a g c g c c   g c t t c g g a c c   a c g ^ g c a c c t -   a a c c g g c t g t   g g g t a g c a g a  

1150  1150  1170  1130  1190  1200 

CGTCACGTAT  G7GTGCAGGT  GGGCAGGGTT  C * * w f c « . w ,   GCGTTTGTCA  CCGACGCCTA 
1210  1220  •  1230  ;....  1240'  1250  1250 

CjCTCC-CAGG  ATGGTGGGCT  G  s/n»w>*v#  .  >.w>»  .  1  «  wiwiiAT  G.  &»«AC*»»A  TGCTCCJTGGA 
1270  1230.   '1230-:  1200  1310  1120 

CGCGA7GGAG  CAAGCCA7CC  GCACGCGCGA  ACAAGAAGGC  GTACTGGACG  TGAAAGACGT 

1130  ,13.4  0  .1350.-   12  5  O"  1370  1330 

TATGGACGA7  ACGGATAGGG  GATw.  -nu»  A  CACA7CCATC  GAGCG  AGCGGCTGGC 
12  90  14  CC  '..  1410  1420'  1420  1440 

CCAGGGAGCC  A7CCAACCCT..C.G-GT»«^»AGC  GGTCGGAAGC  TCCTATGACA  A7GCACTAGC 

14  50  " "14   50—  ...  -•  147.0/  '14  80.  1490  1500 

CGAGACGATG  AACGGCCTAT  A  CA\AGAC».GA;T-G\.»  «A*(«IAAA:  CCCGG-CAAGC  CC7CGCGGTC 

15  1C  r . z r ^ t ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ r ^ .   l 5 4 ^   1550  1560 

—  ATC  CAO-CAT  w  TCCAC  •T'-A-v  v—\,*--.w>»wn-w  s-  •  w%/s«  twwAC  TOw  *  ~  •  -JĴ A  C  C  A*  ww^^wCTT 

1573  1S3C  1590  1500  1610  1620 

OrACCAw  *"AC  T^CC^n-  «-ACC  .  •p**w%»*'«rj*  C**AAi»  •  >»C-AG  Gv.  *~wCw  •  ACJ"  ACw%-»urCÂ CG 

1620  1  54  C  1650  1560  1670  1680 

C^̂ vGAwACGA  GCCw-wwwvn*  .  G/̂ ^nj  •  •  maG  ATGAGAGAG7T  CCCCCGACT7C  ACCGGGGGGG 

Patentansprûche  fûr  folgenden  Vertragsstaat  :  ES 

1.  Verfahren  zur  Herstellung  einer  Nucleotidsequenz  aus  Mykobakterien,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  eine 
in  dem  Genom  eines  Mykobakteriums  répétitive  und  fûr  das  Genom  der  Tuberkulosebakterien  spezifische  Nucleo- 
tidsequenz  herstellt,  die  sehr  stark  mit  M.  tuberculosis  hybridisiert,  d.h.  wenn  sie  mit  Phosphor-32  markiert  wird, 
einen  mit  dem  unbewaffneten  Auge  nach  einstùndiger  Autoradiographie  sichtbaren  Fleck  liefert  und  die  sehr 
schwach  mit  M.  bovis  BCG  hybridisiert,  d.h.  wenn  sie  mit  Phosphor-32  markiert  wird,  einen  mit  dem  unbewaffneten 
Auge  nach  18stûndiger  Autoradiographie  sichtbaren  Fleck  liefert. 

2.  Verfahren  zur  Herstellung  einer  Sequenz  nach  Anspruch  1,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  eine  Sequenz 
herstellt,  die  an  ihrem  5'-Ende  die  Sequenz  5'-TGAACCGCCCCGG-3'  der  Formel  I  und  an  ihrem  3'-Ende  die 
Sequenz  5'-CCGGGGCGGTTCA-3'  der  Formel  II  tràgt,  wobei  die  Sequenz  weiterhin  mindestens  ein  Fragment 
einer  Sequenz  der  nachstehenden  Formel  III  enthàlt: 
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10  20  30  40  50  60 

GTCGACACGC  CTTCTGCACG  GGAAGTCCTT  CTGCGGCCAT  CGTTGCTATG  GCCGCTTACT 

70  80  90  100  110  120 

GCCTTCTAGT  CCGTGCGGCT  CTCGCAACAG  CTCACGGGAC  CTTTTTGAGG  ATCGCCACTT 

130  140  150  160  170  180 

CAGGTCTTCA  ACTCGCGGAT  GCCCTCATTG  GCAACGTTTG  CGCCCTGCCT  TGGGGCGGCC 

190  200  210  220  230  240 

GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  CTTTGCGGCG  GAACTACTCG  GGGTAACACT  TCGGCACGGA 

250  260  270  280  290  300 

CACGGCTCGT  TCGACGGACG  TCGTGACCAG  AAGTCGAGCA  AACCGACTCC  ACTCTAGCTA 

310  320  330  340  350  360 

GTGATACAAG  CTTTTTTGTA  GCCGCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 
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370  380  390  400  410  420 
TTCTTGGAAA  GGATGGGGTC  ATGTCAGGTG  GTTCATCGAG  GAGGTACCCG  CCGGAGCTGC 

430  440  450  460  '  470  480 
GTGAGCGGGC  JgGTGCGGATG  GTCGCAGAGA  TCCGCGGTCA  GCACGATTCG  GAGTGGGCAG 

490  500  510  520  530  540 
CGATCAGTGA  GGTCGCCCGT  CTACTTGGTG  TTGGCTGCGC  GGAGACGGTG  CGTAAGTGGG 

550  560  570  580  590  600 
TGCGCCAGGC  GCAGGTCGAT  GCCGGCGCAC  GGCCCGGGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 

610  620  630  640  650  660 
AGCTGAAGCG  CTTAGCGGCG  GGACAACGCC  GAATTGCGAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 

670  680  690  700  710  720 
ACCGCGTCGG  CTTTCTTCGC  GGCCGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  760  770  780 
CGCCGATCAT  CAGGGCCACC  GCGAGGGCCC  CGATCGTTTG  CGGTGGGCTG  TCGAGTCGAT 

790  800  810  820  830  840 
CTGCACACAG  CTGACCGAGC  TGGGTGTGCC  GATCGCCCCA  TCGACCTACT  ACGACCACAT 

850  860  870  880  890  900 
SAACCGGGAG  CCC^GCCGCC  GCGAGCTGCG  CGATGGCGAA  CTCAAGGAGC  ACATCAGCCG 

910  920  930  '  940  950  960 
-GTCCACGCC  GCCAACTACG  GTGTTTACGG  TGCCCGCAAA  GTGTGGCTAA  CCCTGAACCG 

970  980  990  1000  1010  1020 
TGAGGGCATC  GAGGTGGCCA  GATGCACCGT  CGAACGGCTG  ATGACCAAAC  TCGCCC7GTC 

1030  1040  1050  1060  1070  1080 
CGGGACCACC  CGCGGCAAAG  CCCGCAGGAC  CACGATCGCT  GATCCGGCCA  CAGCCCGTCC 

1090  1100  1110  1120  1130  H 4 0  

CGCCGATCTC  GTCCAGCGCC  GCTTCGGACC  ACCAGCACCT  AACCGGCTGT  GGGTAGCAGA 
1150  1160  1170  1180  1190  1200 

CCTCACCTAT  GTGTCGACCT  GGGCAGGGTT  CGCCTACGTG  GCCTTTGTCA  CCGACGCCTA 
1210  1220  1230  1240  1250  1260 

CGCTCGCA  GG  ATCGTGGGCT  GGCGGC7CCC  TTCCACGATG  GCCACCTCCA  TGGTCCTCGA 
1270  1280  1290  1300  1310  1320 

CGCGATCGAG  CAAGCCATCT  GGACCCGCCA  ACAAGAAGGC  GTACTCGACC  TGAAAGACGT 
1330  1340  1350  1360  1370  1380 

TATCCACCAT  ACGGATAGGG  GATCTCAGTA  CACATCGATC  CGGTTCAGCG  AGCGGC7CGC 
1390  1400  1410  1420  1430  1440 

CGAGGCAGGC  ATCCAACCGT  CGGTCGGAGC  GGTCGGAAGC  TCCTATGACA  ATGCACTAGC 
1450  1460  1470  1480  1490  1500 

CGAGACGATC  AACGGCGTAT  ACAAGACCGA  GCTGATCAAA  CCCGGCAAGC  CCTGGCGGTC 
1510  1520  .  1530  1540  1550  1560 

CATCGAGGAT  GTCGAGTTGG  CCACCGCGCG  CTGGCTCGAC  TCGTTCAACC  ATCGCGGCCT 
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1570  1580  1590  1600  1610  1520 

CTACCAGTAC  TGCGGCGACG  TCCCGCCGGT  CGAACTCGAG  GCTGCCTACT  ACGCTCAACG 
1630  1640  1650  1660  1670  1680 

CCAGAGACCA  GCCGCCGGCT  GAGGTCTCAG  ATCAGAGAGT  CTCCGGACTC  ACCGGGGCGG 

r r c A  

FORMEL  I I I  

Verfahren  zur  Herstellung  einer  Nucleotidsequenz  nach  Anspruch  2,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  eine 
Sequenz,  umfassend  das  Fragment  343-1152  der  Sequenz  der  Formel  III  nach  Anspruch  2  und  jede  Sequenz, 
die-mindestens  eine  achtzigprozentige  Homologie  damit  besitzt,  herstellt. 

Verfahren  zur  Herstellung  einer  Nucleotidsequenz  nach  Anspruch  2,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  eine 
Sequenz,  umfassend  das  Fragment  327-1684  der  Sequenz  der  Formel  III  nach  Anspruch  2  und  jede  Sequenz, 
die  mindestens  eine  achtzigprozentige  Homologie  damit  besitzt,  herstellt. 

Verfahren  zur  Herstellung  eines  Oligonucleotids,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  ein  Fragment  einer  Nucleo- 
tidsequenz  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  4  herstellt. 

Verfahren  zur  Herstellung  eines  Oligonucleotids  nach  Anspruch  5,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  das  Oli- 
gonucleotid  der  nachstehenden  Formel  IV  herstellt: 

ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  (IV). 

Verfahren  zur  Herstellung  eines  Oligonucleotids  nach  Anspruch  5,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  das  Oli- 
gonucleotid  der  nachstehenden  Formel  V  herstellt: 

ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  (V). 

Verfahren  zur  Herstellung  von  Nucleotidfragmenten  nach  Anspruch  5,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  ein 
Fragment  mit  einer  der  nachstehenden  Sequenzen  herstellt: 

ISTB-3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3'  (VI) 

ISTB-4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  (VII) 

ISTB-5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  (VIII) 

ISTB-6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  (IX) 

ISTB-7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 

ISTB-8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3'  (XI) 

ISTB-9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3'  (XII) 

ISTB-10  :  5'  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3'  (XIII) 
IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3'  (XIV) 

IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3'  (XV) 

IS-6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3  '  (XVI) 

Verfahren  zur  Herstellung  von  Nucleotidfragmenten,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  man  ein  den  Fragmenten 
nach  Anspruch  8  oder  bezùglich  der  vorstehenden  Sequenzen  durch  Entfernen  oder  Hinzufûgen  eines  Nucleotids 
bzw.  von  Nucleotiden  in  einem  Verhàltnis  von  ungefàhr~\0  bis  15%,  bezogen  auf  die  Lange  der  vorstehenden 
Fragmente  und/oder  durch  Modifikation  der  Natur  der  Nukleotide  modifizierten  Fragmente  komplementàres  Frag- 
ment  herstellt,  wobei  die  modifizierten  Nucleotidfragmente  eine  Hybridisierungsfàhigkeit  mit  der  DNA-Sequenz 
von  Mykobakterien  beibehalten,  die  derjenigen  analog  ist,  die  entsprechende  nichtmodifizierte  Fragmente  zeigen. 
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10.  Verfahren  zur  Herstellung  von  Startersequenzen  fûr  die  Amplifikation  von  DNA-Fragmenten  von  Mykobakterien, 
insbesondere  fûr  die  Amplifikation  von  Fragmenten  einer  Sequenz  von  Mycobacterium  tuberculosis,  dadurch 
gekennzeichnet,  dal3  man  eine  Sequenz  oder  ein  Sequenzfragment,  wie  in  einem  der  Ansprûche  6  bis  9  definiert, 
ausgewàhlt  aus  den  folgenden  oder  aus  ihren  komplementàren  Nucleotidfragmenten,  herstellt: 

ISTB  I  :  5'  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3' 

ISTB  2  :  5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3' 

ISTB  3  :  5'  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3' 

ISTB  4  :  5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB  5  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3" 

ISTB  6  :  5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB  7  :  5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3' 

ISTB8  :  5'  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3' 

ISTB9  :  5'  AGTACACATCGATCCGGTTC  3' 

ISTB  10:5 '   TACTACGCTCAACGCCAGAG  3' 

11.  Verfahren  zur  Herstellung  von  Startersequenzen  zur  Amplifikation  von  DNA-Fragmenten  von  Mykobakterien  nach 
Anspruch  10,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  folgenden  Startersequenzpaare  herstellt: 

ISTB2  und  ISTB4  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  u n d  
5'  TCGACCTACTACGACCACAT  3' 

ISTB2  und  ISTB5  : 
5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  u n d  

5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3' 

ISTB5  und  ISTB  6  : 
5'  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  u n d  

5'  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3' 

ISTB6  und  I S T B 7 :  

5*  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  u n d  

5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3*. 

12.  Verfahren  zur  Herstellung  von  Startersequenzen  fûr  die  Amplifikation  von  DNA-Fragmenten  nach  Anspruch  10 
oder  11,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  das  folgende  Paar  von  Startersequenzen  herstellt: 

ISTB2  und  ISTB7  : 

5'  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  u n d  

5'  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'. 

13.  Verfahren  zur  Herstellung  von  Startersequenzen  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  12,  dadurch  gekennzeichnet, 
dal3  man  die  Startersequenzen  mit  einem  chemischen,  physikalischen  oder  enzymatischen  Marker  markiert 
und/oder  dal3  man  die  Startersequenzen  an  einen  festen  Tràger,  insbesondere  einem  teilchenfôrmigen  oder  mem- 
branartigen  Tràger,  insbesondere  Magnetkûgelchen,  bindet. 

14.  Verfahren  zur  Herstellung  von  Translationsprodukten  und/oder  Fragmenten  davon,  dadurch  gekenzeichnet,  dal3 
man  die  Produkte  aus  einer  Sequenz  oder  einem  Nucleotidsequenzfragment  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  4 
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herstellt. 

15.  Verfahren  zur  Herstellung  einer  Nucleinsàuresonde  mit  der  Eignung,  durch  Hybridisieren  die  Anwesenheit  von 
DNA,  die  fûr  Mycobacterium  tuberculosis  spezifisch  ist,  in  einer  biologischen  Probe  nachzuweisen,  dadurch 

s  gekennzeichnet,  dal3  man  eine  Sonde  herstellt,  die  eine  Sequenz  mit  einer  Lange  von  mindestens  20  Basen 
besitzt,  die  nach  Inkontaktbringen  wàhrend  16  bis  18  Stunden  bei  68°C  oder  2  Stunden  bei  65°C  mit  einem  Teil 
der  Sequenz  hybridisieren  kann,  die  aus  dem  Fragment  327-1684  nach  Anspruch  4  besteht,  die  zwischen  den 
zwei  Nucleinsàurestartersequenzen  angeordnet  ist. 

10  16.  Verfahren  zur  Herstellung  einer  Sonde  nach  Anspruch  15,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  eines  der  nach- 
stehenden  Nucleotidfragmente  herstellt: 

IS-2  :  5'  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3' 

is  
IS-4  :  5'  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3' 
IS-6  :  5'  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3' 

17.  Verfahren  zur  Herstellung  einer  Sonde  zum  Nachweis  von  amplifizierten  DNA-Fragmenten  von  Mykobakterien 
nach  Anspruch  1  5,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  fûr  eine  Sequenz  des  Mykobakteriums  spezifische  Nucleo- 
tidfragmente  nach  einem  der  Ansprûche  5  bis  8  herstellt,  die  mit  dem  amplifizierten  DNA-Fragment  nach  Kontakt 
wàhrend  16  bis  18  Stunden  bei  68°C  oder  2  Stunden  bei65°C  hybridisieren  kônnen,  wobei  die  Fragmente  entweder 
an  ihrem  5'-  und/oder  3'-Ende  durch  eine  nachweisbare  Substanz  markiert  sind,  beispielsweise  durch  ein  radio- 
aktives  Isotop,  ein  Enzym,  einen  geeigneten  chemischen  oder  chemilumineszierenden  Marker,  ein  Fluorochrom, 
ein  Hapten  oder  einen  Antikôrper,  Basenanaloga  oder  auch  einen  physikalischen  Marker  oder  an  einem  festen 
Tràger,  insbesondere  an  einem  teilchenfôrmigen  oder  membranartigen  Tràger,  beispielsweise  Magnetkûgelchen, 
fixiert  sind. 

18.  Verfahren  zum  Nachweis  einer  repetitiven,  fûr  die  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien  spezifischen  Sequenz  nach 
einem  der  Ansprûche  1  bis  4,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man 

(1  )  in  einer  Stufe  eine  Bibliothek  aus  rekombinanten  Cosmiden,  umfassend  mehr  als  30  kb  lange  DNA-Frag- 
mente  eines  geeigneten  Mykobakteriums  anlegt;  und 
(2)  in  einer  Stufe  den/die  Cosmidclon/Cosmidclone,  der/die  mindestens  eine  répétitive  Sequenz  enthàlt/ent- 
halten,  durch  Hybridisierung  von  16  bis  18  Stunden  bei  68°C  mit  einer  gesamten  genomischen  DNA  des 
geeigneten  Mykobakteriums,  die  in  geeigneter  Weise  markiert  ist,  nachweist. 

19.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  diagnostischen  Reagens  zum  Nachweis  von  mindestens  einer  Gruppe  von  Myko- 
bakterien,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  das  Reagens  aus  einer  Nucleotidsequenz  oder  einem  Fragment 
davon  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  8  zum  Nachweis  von  Mykobakterien  der  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien, 
gegebenenfalls  zusammen  mit  mindestens  einer  anderen  fûr  die  Detektion  einer  anderen  Gruppe  von  Mykobak- 
terien  geeigneten  Nucleotidsequenz  und/oder  mindestens  einem  geeigneten  Marker  herstellt. 

20.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Reagens  nach  Anspruch  1  9,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  Startersequenz- 
paare  fûr  die  Synthèse  eines  DNA-  oder  RNA-Fragments  der  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien  herstellt,  wobei 
jede  Startersequenz  eine  Sequenz  oder  ein  Fragment  der  Nucleotidsequenz  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  8 
umfaBt. 

21.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Reagens  nach  Anspruch  20,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  ein  Starterse- 
quenzpaar,  umfassend  gepaarte  Oligonucléotide  nach  den  Ansprùchen  10  bis  13,  herstellt. 

22.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Reagens  nach  Anspruch  19,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  eine  Sonde,  die 
fûr  die  Detektion  eines  DNA-  oder  RNA-Fragments  der  Gruppe  der  Tuberkulosebakterien  geeignet  ist,  herstellt. 

23.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Reagens  nach  Anspruch  22,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  eine  Nucleotid- 
sequenz  der  Formel  III  nach  einem  der  Ansprûche  2  bis  4  herstellt. 

24.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Reagens  nach  Anspruch  19  oder  22,  dadurch  gekennzeichnet,  da!3  man  den 
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10 

Marker  aus  der  Gruppe  umfassend  insbesondere  radioaktive  Isotope,  geeignete  Enzyme,  Fluorochrome,  geeig- 
nete  chemische  Marker,  Haptene  und  Antikôrper  oder  geeignete  Basenanaloga  auswàhlt. 

25.  Verfahren  zur  Herstellung  einer  Familie  von  rekombinanten  Plasmiden,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  eine 
s  Nucleotidsequenz  nach  einem  der  Ansprûche  1  bis  4  in  ein  geeignetes  Plasmid  insertiert. 

26.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Plasmids  nach  Anspruch  25,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  Nucleotid- 
sequenz  der  Formel  III  nach  Anspruch  2  oder  ein  Fragment  davon  oder  eine  homologe  Sequenz  in  ein  geeignetes 
Plasmid  insertiert. 

10 
27.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Plasmids  nach  Anspruch  25,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  Sequenz 

mit  einem  pUC18-Vektor  assoziiert. 

28.  Verfahren  zur  Herstellung  eines  Plasmids  nach  Anspruch  26  oder  27,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  das  Plasmid 
15  mit  der  BezeichnungpMTOI  unter  der  Hinterlegungsnummer  1-900  am  25.  August  1989  bei  der  Collection  Nationale 

de  Cultures  de  Microorganismes  des  Pasteur-Instituts  hinterlegt  wurde. 

29.  Verfahren  zum  raschen  Nachweis  und  zur  raschen  Identifikation  mindestens  einer  Gruppe  und/oder  einer  Art  von 
Myobakterien  in  einer  biologischen  Probe,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man 

20 
(1)  in  einer  Stufe  die  biologische  Probe  mit  mindestens  einem  diagnostischen  Reagens  nach  einem  der 
Ansprûche  20  bis  24  in  Kontakt  bringt, 
(2)  in  einer  Stufe  durch  jedes  geeignete  Mittel  das  oder  die  Produkte,  das  bzw.  die  aus  der  Wechselwirkung 
der  gegebenenfalls  vorhandenen  Nucleotidsequenz  des  Mykobakteriums  mit  dem  diagnostischen  Reagens 

25  hervorgeht  bzw.  hervorgehen,  nachweist. 

30.  Verfahren  nach  Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  das/die  diagnostischen  Reagentien  der  Stufe  (1  )  ein 
Startersequenzpaar/-sequenzpaare  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13  sind  und  den  Erhalt  von  Amplifikations- 
produkten  der  nachzuweisenden  Nucleotidsequenz  erlauben. 

30 
31.  Verfahren  nach  Anspruch  30,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  in  (1)  erhaltenen  Amplifikationsprodukte 

durch  elektrophoretische  Trennung  nachweist. 

32.  Verfahren  nach  Anspruch  30,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  in  (1)  erhaltenen  Amplifikationsprodukte 
35  durch  zweistùndige  Hybridisierung  bei  65°C  zwischen  den  Amplifikationsprodukten  und  einem  diagnostischen 

Reagens  nach  einem  der  Ansprûche  1  9,  22,  23  und  24  nachweist. 

33.  Verfahren  nach  Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  das  diagnostische  Reagens  der  Stufe  (1  )  eine  Nach- 
weissonde  nach  einem  der  Ansprûche  19,  22,  23  oder  24  ist. 

40 
34.  Verfahren  zum  Nachweis  der  Anwesenheit  von  Mycobacterium  tuberculosis  in  einer  biologischen  Probe  nach 

Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  in  Stufen 

i)  die  biologische  Probe  mit  einem  Paar  von  Nucleinsàurefragmenten,  sogenannten  Startersequenzen,  nach 
45  einem  der  Ansprûche  10  bis  13  in  Kontakt  bringt,  wobei  die  in  der  Probe  enthaltene  DNA  gegebenenfalls 

vorher  der  Hybridisierung  zugànglich  gemacht  wurde  und  unter  Bedingungen,  die  eine  Hybridisierung  der 
DNA-Startersequenzen  von  Mycobacterium  tuberculosis  erlauben,  fùrzwei  Minuten  bei  60°C; 
ii)  die  DNA  von  Mycobacterium  tuberculosis  amplifiziert; 
iii)  die  Amplifikation  der  dem  durch  die  Startersequenzen  eingeschlossenen  DNA-Fragmenten  insbesondere 

so  gelelektrophoretisch  nachweist; 
iv)  gegebenenfalls  die  Sequenz  des  amplifizierten  Fragments  insbesondere  durch  Hybridisierung  der  spezi- 
fischen  Sonde  durch  Sequenzierung  oder  durch  Restriktionsstellenanalyse  bestàtigt. 

35.  Verfahren  zur  in  vitro  Diagnose  einer  Infektion  durch  Mykobakterien  an  einer  bestimmten  biologischen  Probe  nach 
55  Anspruch  29,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  in  Stufen 

a)  die  Nucleinsàure  der  gegebenenfalls  in  der  getesteten  biologischen  Probe  vorhandenen  Mykobakterien, 
sofern  notwendig,  unter  Bedingungen,  die  die  Zugànglichkeit  in  Form  einzelstràngiger  DNA  mit  mindestens 
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einem  Paar  Nucleotidstartersequenzen  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13  erlauben,  in  Kontakt  bringt; 
b)  die  synthetisierten  DNA-Strànge  von  ihrer  Matrix  trennt; 
c)  die  Synthèse  des  Elongationsprodukts  aus  jedem  DNAStrang,  der  am  Ende  von  Stufe  b)  vorhanden  ist  und 
mit  den  Startersequenzen  hybridisieren  kann,  wiederholt,  bis  eine  Amplifikation  der  gewùnschten  DNA  erhal- 

5  ten  ist,  die  ausreicht,  um  nachgewiesen  werden  zu  kônnen; 
d)  das  Produkt  von  Stufe  c)  mit  einer  Nucleotidsonde  unter  Bedingungen,  die  den  Nachweis  der  Anwesenheit 
des  gewùnschten  amplifizierten  DNA-Fragments  erlauben,  in  Kontakt  bringt; 
e)  die  gegebenenfalls  gebildeten  Hybridisierungsprodukte  nachweist. 

10  36.  Verfahren  zur  in  vitro  Diagnose  nach  Anspruch  34,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  die  getestete  Probe  nach 
einer  derartigen  Behandlungsstufe  der  Probe,  dal3  daraus  die  Nucleinsàure  extrahiert  wird,  in  Kontakt  bringt. 

37.  Verfahren  nach  einem  der  Ansprûche  35  oder  36,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  man  vor  dem  Inkontaktbringen 
mit  den  Startersequenzen  die  Nucleinsàure  der  Probe  mit  einer  reversen  Transkriptase  behandelt,  um  die  Synthèse 

15  von  cDNA  aus  der  gegebenenfalls  in  der  getesteten  Probe  vorhandenen  RNA  zu  erhalten. 

38.  Gebrauchsfertiges  Kit,  Reagenzzusammenstellung  oder  Reagenzbesteckzur  Durchfûhrung  des  Nachweisverfah- 
rens  auf  mindestens  eine  Gruppe  und/oder  eine  Art  von  Mykobakterien  nach  einem  der  Ansprûche  29  bis  37, 
dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  auBer  nùtzlichen  Mengen  von  Puffern  und  geeigneten  Reagentien  zur  Durch- 

20  fûhrung  des  Nachweises 

geeignete  Konzentrationen  eines  Startersequenzpaares  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13;  und/oder 
geeignete  Mengen  mindestens  einer  Sonde  oder  eines  Fragments  der  Nucleotidsonde  nach  einem  der  An- 
sprûche  1  8,  21  ,  22  oder  23  umfaBt. 

25 
39.  Kit  zur  in  vitro  Diagnose  einer  Infektion  durch  Mykobakterien  an  einer  bestimmten  biologischen  Probe  nach 

Anspruch  38,  dadurch  gekennzeichnet,  dal3  es  umfaBt: 

mindestens  ein  Paar  Nucleotidstartersequenzen  nach  einem  der  Ansprûche  10  bis  13, 
30  -  Reagentien,  die  zur  Extraktion  von  Nucleinsàuren  aus  der  behandelten  Probe  notwendig  sind, 

Reagentien  zur  Durchfûhrung  der  Polymérisation  des  DNA-Fragments  aus  Nucleotidstartersequenzen,  ins- 
besondere  Polymerisationsenzyme,  in  ausreichender  Menge  zur  Durchfûhrung  der  Amplifikation  des  DNA- 
Fragments,  das  man  amplifizieren  môchte, 
mindestens  ein  Nucleotidfragment,  das  als  Sonde  verwendet  werden  kann,  und  das  unter  bestimmten  Bedin- 

35  gungen,  16  bis  18  Stunden  bei  68°C  oder  2  Stunden  bei  65°C,  mit  dem  amplifizierten  DNA-Fragment  hybri- 
disieren  kann, 
eine  interne  Kontrolle  der  Amplifikationsreaktion,  beispielsweise  bestehend  aus  einem,  gegebenenfalls  von 
einem  Plasmid  getragenen,  DNA-Fragment,  wobei  das  Fragment  leicht  nachgewiesen  werden  kann,  beispiels- 
weise  dadurch,  daB  es  ein  Antibiotikumresistenzgen  enthàlt,  wobei  das  Fragment  weiterhin  an  seinen  zwei 

40  Enden  mindestens  eine  Amplifikationsstartersequenz,  bevorzugt  ausgewàhlt  aus  den  erfindungsgemàBen 
Startersequenzen,  enthàlt, 
eine  Sonde,  die  mit  dem  DNA-Fragment,  das  in  der  internen  Kontrolle  enthalten  ist,  hybridisieren  kann, 
gegebenenfalls  eine  reverse  Transkriptase,  um  cDNA  aus  gegebenenfalls  in  der  getesteten  Probe  vorhande- 
nen  RNA  zu  erhalten, 

45  -  gegebenenfalls  Mittel  zum  Nachweis  der  Hybridisierung. 

40.  Kit  zur  in  vitro  Diagnose  nach  Anspruch  39,  dadurch  gekennzeichnet,  daB  die  Nucleotidstartersequenzen  ISTB2 
und  ISTB7  sind  und  daB  man  mindestens  eine  Nachweissonde,  bestehend  aus  dem  markierten  Nucleotidfragment 
IS-2,  gegebenenfalls  komplettiert  durch  die  Sonde,  die  aus  dem  markierten  Nucleotidfragment  IS-6  besteht,  ver- 

so  wendet. 

41.  Verfahren  zur  Herstellung  einer  fûr  Mycobacterium  tuberculosis  spezifischen  Nucleinsàuresequenz,  dadurch 
gekennzeichnet,  daB  man  eine  Sequenz  der  nachstehenden  Formel  herstellt: 

55 
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10  20  30  40  50  50 

GTCGACACCC  CTTCT3CACC  GGAAGTCCTT  CTCCCCCCAT  CCTTCCTATC  GCCCCTTACT 

70  30  90  100  110  120 

GCCTTCTACT  CCCCGCGCCT  C7CCCAACAG  CTCACGGGAC  u . . . . . u A G C   A7CCCCACT7 

120  140  150  150  170  180 

CAGGTCTTCA  ACTCCCOCAT  G\»»«-.  —  «-j  Gv«AACu  »  «  »  si  C  •  «v.t.  i  TGGGCCGGCC 

ISO  200  210  220  230  240 

GGCAGCGACC  AAGTGCAGCA  CTTTCCCGCC  GAACTACTCC  GGv*  *AACACT  TCCCGACCGA 

250  250  270  230  290  300 

CACGGCTCCC  TCCACCGACG  .  C^.>ja^wou  AAGTCGAGCA  AACw^aCTCC  ACTCTAGCCA 

310  220  330  340  350  360 

GTGATACAAG  CTTT7TTC7A  GCGGCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 

370  330  390  400  410  420 

»  1   ̂ »  ,  w  GAAA  GGATGGCGTG  ATw  .  AG^  *  GTTCATGGAG  GAGGTACCtTG  CGCGAGOT'Cw 

430  
'  

44C  450  '450  '  470  480 

GTGAGCGGGC  ^GGTGCGGATG  GTGGCAGAGA  TCCCCC3TCA  GCACGATTCG  GAGTGGGCAG 

430  
'  

500  510  520  530  540 

CGATCAGTCA  G*J  *  CGCGG ĴT  C"TACT"̂ Gnj  *  *j  T"TGGGTG^Gw  Gn̂ AGACGGTG  C  *J  T  AAuiT  G  ww 
550  550  570  530  590  500 

TGCGCGAGGG  GCAGGTCGAT  Gw«-wv\»»jw\C  Gm\»w»wvw%u  GACGACCGP .̂  G/"iA±w-»*jw*  w 

610  620  630  640  650  660 

AGGTGAAGGG  w~.  *'  AGCGGCG  G*jACAAC*js-«»  GP .̂TTGGGPy  ̂ GGGGGAACGG  GA*"*'i  .AAAG 

670  530  590  700  710  720 

ACCCCGTCGC  w  •  CGC  GGCGGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  760  770  780 

CGCGGATCA7  CAGCOCCACC  CCGAGC-GCCC  CGATGGT/TTG  CCCTCGGCTG  TCGAGTC«*A» 
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750  300  510  320  830  840 

TTGCACACAG  CTCACCGAGC  7  Z-Z-Z~~ZZZ  GATCwCCCCA  7CCACCTACT  ACCACCACA7 

350  36C  370  880  390  900 

è\ACCGCGAG  C  Z  Z.\  GC  C  Z-Z  Z  CICAGCTGCC  CGATGCCCAA  C7CAAGGAGC  ACA7CAGCCC 

910  ?2:  530  '  940  950  960 

CGTCGACGCC  GCCAAC7ACG  GTGTTTACGG  TGCCCwCAAA  GTGTGGCTAA  CCCTGAACCG 
970 950  1000  1010  1020 

7GAGGGCA7C  GAGG7GGCGA  GATGCACCw.  CCAACGGv..-  A  .  ^ACCAAAC  TCCCCs . . - . -  

1C30  : ; ;o   1050  1050  1070  1080 

;  1  i '   CCCC-CAGCAC  CACGATCGCT  GATCCwGCCA  CAGCCCGTCC 

1090  1100  1--3  ^ 2 0   1120  1140 

■~.  "\r.ZZCZ  CCTTGCCACC  ACCAGCACCT  AACGGGCTGT  GGGTAGCAGA 

::ço  1170  1130  1190  1200 

.  —  —  —  CGGCAG-GG  »  CGCCTACCTG  G «̂>«  •  .«i*>-A  CCGACGCCTA 

12i;  1:2:  1220  1240  1250  1250 

CGC7GGCAGG  A7CGTCGCC7  G  GCC-Cv»  .'CGC  TTCGACGATG  GCCACCTCCA  »  «vj  .  wCTGGA 

1273  123C  1290  1300  1310  1320 

CGCGA7GGAG  CAAGCGA7C7  G-GACCGGCCA  ACAAGAAGCC  GTACTCGACC  TGAAAGACGT 

122C  1343  1350  1250  1370  1380 

7A7CGACGA7  ACGGA7AC-GG  GA7CTCAGTA  CACA7CCATC  CGCTTCACCC  AGCGGCTCGC 

1390  14CC  1410  1420  1430  1440 

CGAGGCAGGC  A7GGAACGGT  CC-GTCGCAGC  GGTCGGAAGC  TCCTATGACA  A7GCACTAGC 

1450  1460  1470  1480  1490  1500 

CGAGACGA7C  AACGGCG7A7  ACAAGACGGA  GCTGATCAAA  CCCGGCAAGC  CC7GGCGGTC 

1510  1523  1530  1540  1550  1550 

GA7CGAGCA7  G7GCAC7TGG  CZ.\ZZZZZZZ  CTCCCTCCAC  TGGT7CAACG  A .3 ->-> jw» .  

157:  153C  1590  1500  1610  1520 

C7ACCAG7AC  TCCGCCCACC  7CGGGCGGGT  CGAACTCGAG  GCTGCGTACT  ACGC7GAACG 

1530  154C  1550  1650  1670  1630 

CGAGAGACGA  CCZZZZZOCZ  GAGC7CTGAG  A7CAGAGAGT  CTCCGGACTG  ACGGGGCCGC 

TTCA 

Claims 

Claims  for  the  following  Contracting  States  :  AT,  BE,  CH,  DE,  DK,  FR,  GB,  IT,  Ll,  LU,  NL,  SE 

1  .  A  nucleotide  séquence  derived  f  rom  mycobacteria,  characterised  in  that  it  is  constituted  by  a  nucleotide  séquence 
repeated  in  the  génome  of  a  mycobacterium  and  spécifie  to  the  group  of  tuberculosis  bacilli  and  in  that  it  hybridises 
very  strongly  with  M.  tuberculosis,  that  is  to  say  when  it  is  marked  with  phosphorous  32  it  provides  a  spot  visible 
to  the  naked  eye  after  autoradiography  for  one  hour  and  in  that  it  hybridises  very  weakly  with  M.  bovis  BCG,  that 
is  to  say  when  it  is  marked  with  phosphorous  32  it  supplies  a  spot  visible  to  the  naked  eye  after  autoradiography 
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or  48  hours. 

\  séquence  according  to  claim  1,  characterised  in  that,  at  its  end  5',  it  comprises  the  séquence  5'TGAAC- 
DGCCCCGG  3'  of  formula  I  while  at  its  end  3'  it  comprises  the  séquence  5'CCGGGGCGGTTCA  3'  of  formula  II, 
he  said  séquence  containing  additionally  at  least  one  fragment  of  a  séquence  of  the  following  formula  III: 

10  20  30  40  50  60 

G7CGACACGC  CTTCTGCACG  GGAAGTCCTT  CTCCGGCCA7  CCTTGC7ATG  GCCGC7TACT 

70  30  90  •'  100  11-0  120 

GCCTTCTAGT  CCCTGCGCCT  CTCCCAACAG  CTCACGGGAC  CTmTJAGG  ATCGCCACTT" 

130  140  '150  160  170  180 

CAGGTCTTCA  ACTCGCGGAT  GCCCTCATTG  GCAACGTTTC  CGCCCTGCCT  TGGGGCGGCC 

190  200  210  220  230  240 

GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  CTTTGCGGCG  GAACTACTCG  GGGTAACACT  TCGGCACGGA 

250  250  270  280  290  300 

CACGGCTCGT  TCGACGGACG  TCGTGACCAG  AAGTCGAGCA  AACCCACTCC  ACTCTAGCTA 

310  320  330  340  350  360 

GTGATACAAG  CTTTTTTGTA  GCCCCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 

370  330  390  400  410  4'20 

TTCTTCCAAA  GGATGGGGTC  ATGTCAGGTG  GTTCATCCAG  GAGGTACCCG  CCGGAGCTGC 

430'  
'  

440  
'  450  .'460  *  470  <80 

GTGAGCGGCC  JgGTGCGGATG  GTCGCAGAGA  TCCGCGGTCA  GCACGATTCG  GAGTGGGCAG 

490  500  510  520  530  540 

CCA7CAGTGA  GGTCGCCCGT  GTACTTGGTG  TTGGCTGCGC  GGAGACGG7G  CGTAAG7GG0 

550  550  570  580  590  600 

TGCGCCAGGC  GCAGCTCGAT  GCCGCCGCAC  GGCCCCGGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 

610  620  630  640  650  .6.60 

AGCTGAAGCG  CTTAGCCGCG  GGACAACGCC  GAATTGCGAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 

670  580  690  700  710  720  

ACCGCGTCGG  CTTTCTTCGC  GGCCGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  750  770  780  

CGCCGATCAT  CAGGGCGACC  GGGAGGGCCC  CGATGGTTTG  CGGTGGGGTG  TCGAGTCGAT 
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790  900  810  820  830  840 

CTGCACACAG  CTCACCCAGC  TCCGTCTCCC  GA7CGCCCCA  7CCACCTACT  ACGACCACAT 

550  360  570  830  890  90C 

SAACCGGGAG  CCCAGCCGCC  CCCAOCTGCG  CCA7GCCCAA  CTCAAGGAGC  ACATCAGCCC 

913  520  530  *  940  950  960 

CGTCCACGCC  GCCAACTACG  GTCTTTACGG  TGCCCCCAAA  GTG7G3CTAA  CCCTGAACGG 

970  98Q  990  1000  1010  1020 

TCAGGGCA7C  GAGGTCGCCA  GATGCACCGT  CCAACGGCTS  ATGACCAAAC  7CGGCC7C7C 

1030  '.040  1050  1060  1070  1080 

CGGGACGACG  CCCGGCAAAG  CCCCCAGGAC  CACGATCGCT  GATCCW5CCA  CACCCCCTCC 

123o  uoo  1110  1120  1130  1140 

C3CC=ATcr:  -TCCAGCGCG  CCTTCC-GACG  ACCAGCACCT  AACCGGCTGT  GGGTAGCAGA 

llîfJ  ".150  1170  1180  1190  1200 

^CTCACCTAT  GTGTCCACC7  CGGCAGGGTT  C0CC7ACCTC  GCCTTTGTCA  CCGACGCC7A 

1210  1220  1230  1240  1250  1250 

CGCTCGCAGG  ATCCTCGGCT  GGCG-GGTCGC  TTCC&CGA7G  GCCACC7CCA  7GCTCCTCCA 

1270  1230  1290  1300  1310  1320 

CGCGATGGAG  CAAGCCATCT  C-GACCCCCCA  ACAAGAAGGC  GTACTCCACG  TCAAAGACC7 

1230  134C  1250  1260  1370  1380 

7ATCCACGAT  ACGCATAGGG  CATCTCAG7A  CACATCCATC  CGCTTCAGCG  AGCGGCTC3C 

1^50  14CC  1410  1420  1430  1440 

CCAGGCACCC-ATCCAACCCT  CCCTCCGAGC  GGTCCGAAGC  TCCTATGACA  ATGCACTAGC 

1450  1460  1470  1480  1490  1500 

CCAGACGATC  AACC-GCCTAT  ACAAGACCCA  GCTCA7CAAA  CCCCGCAAGC  CCTCGCGCTC 

1510  1523  1520  1540  1550  1560 

CATCCAGCAT  CTCCAGT7CG  GCACCCCCCG  CTCGGTCGAC  TGGTTCAACC  A7CCCCGCC7 

1570  1S30  -590  1500  1610  1620 

CTACCAG7AC  TCCCCCCACG  TCCCCCCCC7  CCAACTCCAG  GCTCCCTAC7  ACGCTCAACG 

1520  1540  1650  1660  1670  1680 

CGAGAGACCA  GCCOGCCGCT  GAGCTCTCAG  A7CAGAGAG7  CTCGGGACTG  ACCGGGGCGG 

TTCA 

A  nucleotide  séquence  according  to  claim  2,  characterised  in  that  it  comprises  the  fragment  343-1152  of  the 
séquence  of  formula  III  in  accordance  with  claim  2  and  any  séquence  displaying  at  least  80%  homology  therewith. 

A  nucleotide  séquence  according  to  claim  2,  characterised  in  that  it  comprises  the  fragment  327-1684  of  the 
séquence  of  formula  III  in  accordance  with  claim  2  and  any  séquence  displaying  at  least  80%  homology  therewith. 

An  oligonucléotide,  characterised  in  that  it  is  constituted  by  a  fragment  of  a  nucleotide  séquence  according  to  any 
one  of  claims  1  to  4. 

An  oligonucléotide  according  to  claim  5,  characterised  in  that  it  displays  the  following  séquence  of  formula  IV: 
ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  ( I V )  
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7.  An  oligonucléotide  according  to  claim  5,  characterised  in  that  it  displays  the  following  séquence  of  formula  V: 
ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  (  V  ) 

8.  Nucleotide  fragments  according  to  claim  5,  characterised  in  that  they  display  one  of  the  following  séquences: 
I S T B - 3   :  5  '  TTCGCAATTCTGGCGATTGTCC  3'  ( V I )  
I S T B - 4   :  5  '  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  ( V I I )  

I S T B - 5   :  5  1  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  ( V I I I )  

I S T B - 6   :  5  *  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  ( I X )  

I S T B - 7   :  5  '  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X)  

I S T B - 8   :  5  '  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3'  ( X I )  

I S T B - 9   :  5  '  AGTACACATCGATCCGGTTC  3'  ( X I I )  

I S T B - 1 0 :   5  '  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3'  ( X I I I )  

I S - 2   :  5  '  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3'  ( X I V )  

I S - 4   :  5  '  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3'  (XV) 

I S - 6   :  5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3'  ( X V I )  

9.  Nucleotide  fragments  characterised  in  that  they  are  complementary  fragments  of  the  fragments  according  to  claim 
8  or  fragments  modified  in  comparison  with  the  preceding  fragments  by  removal  or  addition  of  nucleotide(s)  in  a 
proportion  of  approximately  10  to  15%  in  relation  to  the  length  of  the  above  fragments  and/or  by  modification  of 
the  nature  of  the  nucléotides  and  hence  the  modified  nucleotide  fragments  retain  a  capacity  for  hybridisation  with 
the  DNA  séquence  of  mycobacteria  similar  to  that  displayed  by  the  corresponding  non-modified  fragments. 

10.  Primers  for  amplifying  DNA  fragments  of  mycobacteria,  particularly  for  amplifying  fragments  of  a  séquence  of 
Mycobacterium  tuberculosis,  characterised  in  that  they  correspond  to  nucleotide  fragments  in  accordance  with 
any  one  of  claims  6  to  9,  chosen  from  the  following  or  from  their  complementary  nucleotide  fragments: 

ISTB1  :  5  *  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3 '  

ISTB2  :  5  '  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3 '  

ISTB3  :  5  1  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3 

ISTB4  :  5  '  TCGACCTACTACGACCACAT  3 '  

ISTB5  :  5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3 '  

I  STB  6  :  5  *  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3" 

ISTB7  :  5  '  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3 '  

I  STB  8  :  5  '  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3 '  

I  STB  9  :  5  '  AGTACACATCGATCCGGTTC  3 '  

I S T B 1 0 :   5  '  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3 '  

11.  Primers  for  amplifying  DNA  fragments  of  mycobacteria  in  accordance  with  claim  10,  characterised  in  that  they  are 
taken  in  combination,  two  by  two,  and  in  that  they  are  the  following  pairings: 

ISTB2  and  ISTB4  : 
5  '  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3  '  a n d  
5  '  TCGACCTACTACGACCACAT  3  ' 

54 



EP  0  490  951  B1 

ISTB2  and  ISTB5  : 

5  '  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3  '  a n d  

5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3  * 

ISTB5  and  ISTB6  : 

5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3  1  a n d  

5  '  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3  ' 

ISTB  6  and  ISTB7  : 

5  '  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3  '  a n d  

5  '  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3  '  - 

12.  Primers  for  amplifying  DNA  fragments  according  to  claim  10  or  claim  11  ,  characterised  in  that  they  correspond  to 
the  following  pair  of  initiators: 

ISTB2  and  ISTB7  : 
5  'ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3'  a n d  

5  '  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3  '  . 

13.  Primers  according  to  any  one  of  claims  10  to  12,  characterised  in  that  they  are  marked  by  a  chemical,  physical  or 
enzymatic  marker  and/or  in  that  they  are  fixed  on  a  solid  carrier,  especially  a  particulate  or  membrane  carrier,  in 
particular  magnetic  balls. 

1  4.  Products  of  translation  and/or  fragments  thereof  ,  characterised  in  that  they  are  coded  by  a  séquence  or  a  fragment 
of  a  nucleotide  séquence  according  to  any  one  of  claims  1  to  4. 

15.  A  nucleic  probe  capable  of  detecting  by  hybridisation  the  présence  of  DNA  spécifie  to  Mycobacterium  tuberculosis 
in  a  biological  spécimen,  characterised  in  that  it  comprises  a  séquence  having  a  length  of  at  least  20  bases,  capable 
of  hybridising,  after  being  brought  into  contact  for  16  to  18  hours  at  68°C  or  for  2  hours  at  65°,  with  a  part  of  the 
séquence  constituted  by  the  fragment  327-1  684  in  accordance  with  claim  4,  and  situated  between  the  two  nucleic 
primers. 

16.  A  probe  according  to  claim  15,  characterised  in  that  it  is  one  of  the  following  nucleotide  fragments: 
I S - 2   :  5  '  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3 '  
I S - 4   :  5  *  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3" 
I S - 6   :  5  1  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3 ' .  

17.  Probes  for  detecting  amplified  DNA  fragments  of  mycobacteria  according  to  claim  15,  characterised  in  that  they 
are  nucleotide  fragments  spécifie  to  a  mycobacterium  séquence  according  to  any  one  of  claims  5  to  8,  capable  of 
hybridising  with  the  said  amplified  DNA  fragment  after  contact  for  16  to  18  hours  at  68°C  or  for  2  hours  at  65°C, 
the  said  fragments  being  either  marked  at  their  end  5'  and/or  3'  by  a  substance  which  is  possible  to  detect,  for 
example  by  a  radioactive  isotope,  an  enzyme,  a  suitable  chemical  or  chemico-luminescent  marker,  a  fluorochrome, 
a  hapten  or  an  antibody,  analogues  of  bases  or  even  a  physical  marker,  or  fixed  to  a  solid  carrier,  especially  a 
particulate  or  membrane  type  of  carrier,  for  example  magnetic  balls. 

18.  A  method  of  detecting  a  repeated  séquence  spécifie  to  the  group  of  the  tuberculosis  bacillus  according  to  any  one 
of  claims  1  to  4,  characterised  in  that  it  comprises: 

(1)  a  stage  in  which  a  recombining  cosmide  bank  is  prepared  comprising  fragments  of  DNA  of  a  suitable 
mycobacterium  in  excess  of  30  kb,  and 
(2)  a  stage  in  which  the  cosmide  clones  containing  at  least  one  repeated  séquence  is/are  detected  by  hybrid- 
isation  for  16  to  18  hours  at  68°c  with  a  total  génome  DNA  of  a  suitable  mycobacterium  marked  in  an  appro- 
priate  manner. 
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19.  A  diagnostic  reagent  for  detecting  at  least  one  group  of  mycobacteria,  characterised  in  that  it  comprises  at  least 
one  nucleotide  séquence  or  a  fragment  thereof  in  accordance  with  any  one  of  claims  1  to  8  for  detecting  myco- 
bacteria  of  the  tuberculosis  bacillus  group,  possibly  associated  with  at  least  one  other  nucleotide  séquence  suitable 
for  detecting  another  group  of  mycobacteria  and/or  with  at  least  one  suitable  marker. 

5 
20.  A  reagent  according  to  claim  1  9,  characterised  in  that  it  comprises  pairs  of  primers  for  the  synthesis  of  a  fragment 

of  DNA  or  RNAof  the  tuberculosis  bacillus  group,  each  primer  comprising  a  séquence  or  a  fragment  of  a  nucleotide 
séquence  according  to  any  one  of  claims  1  to  8. 

10  21.  A  reagent  according  to  claim  20,  characterised  in  that  it  is  constituted  by  a  pair  of  primers  comprising  oligonuclé- 
otides  paired  in  accordance  with  claims  10  to  13. 

22.  A  reagent  according  to  claim  19,  characterised  in  that  it  comprises  a  suitable  probe  for  detecting  a  fragment  of 
DNA  or  RNA  of  the  tuberculosis  bacillus  group. 

15 
23.  A  reagent  according  to  claim  22,  characterised  in  that  the  said  détection  probe  advantageously  comprises  a  nucle- 

otide  séquence  of  formula  III  according  to  any  one  of  claims  2  to  4. 

24.  A  reagent  according  to  claim  1  9  or  claim  22,  characterised  in  that  the  marker  is  chosen  f  rom  the  group  comprising 
20  in  particular  the  radioactive  isotopes,  the  suitable  enzymes,  the  fluorochromes,  the  suitable  chemical  markers,  the 

haptens  and  the  antibodies  or  the  suitable  base  analogues. 

25.  Family  of  recombining  plasmids,  characterised  in  that  they  contain  at  least  one  nucleotide  séquence  according  to 
any  one  of  claims  1  to  4. 

25 
26.  A  plasmid  according  to  claim  25,  characterised  in  that  it  comprises  the  nucleotide  séquence  of  formula  III  in  accord- 

ance  with  claim  2  or  a  fragment  thereof  of  an  homologous  séquence. 

27.  A  plasmid  according  to  claim  25,  characterised  in  that  it  comprises  the  said  séquence  in  association  with  a  vector 
30  pUC18. 

28.  A  plasmid  according  to  claim  26  or  claim  27,  characterised  in  that  it  has  been  designated  pMTOI  and  in  that  it  has 
been  filed  atthe  National  Collection  of  Micro-organism  Cultures  maintained  by  the  Pasteur  Institute  on  25th  August 
1989  under  No.  I-900. 

35 
29.  A  method  for  the  rapid  détection  and  identification  of  at  least  one  group  and/or  species  of  mycobacteria  in  a  bio- 

logical  spécimen,  characterised  in  that  it  comprises: 

(1  )  a  stage  in  which  the  biological  spécimen  is  brought  into  contact  with  at  least  one  diagnostic  reagent  accord- 
40  ing  to  any  one  of  claims  20  to  24; 

(2)  a  stage  in  which,  by  any  suitable  means,  the  product  or  products  resulting  from  the  interaction  of  the 
nucleotide  séquence  of  mycobacteria  which  may  be  présent  with  the  diagnostic  reagent  is  detected. 

30.  A  process  according  to  claim  29,  characterised  in  that  the  diaqnostic  reagent(s)  of  stage  (1)  is/are  a  pair/pairs  of 
45  primers  according  to  any  one  of  claims  1  0  to  1  3  and  make  it  possible  to  obtain  products  for  amplifying  the  nucleotide 

séquence  to  be  detected. 

31.  A  process  according  to  claim  30,  characterised  in  that  the  amplifying  products  obtained  in  (1)  are  detected  by 
electrophoretic  séparation. 

50 
32.  A  process  according  to  claim  30,  characterised  in  that  the  amplifying  products  obtained  in  (1)  are  detected  by 

hybridisation  for  two  hours  at  65°C  between  the  said  amplifying  products  and  a  diagnostic  reagent  according  to 
any  one  of  claims  1  9,  22,  23  and  24. 

55  33.  A  process  according  to  claim  29,  characterised  in  that  the  diagnostic  reagent  of  stage  (1)  is  a  détection  probe 
according  to  any  one  of  claims  1  9,  22,  23  or  24. 

34.  A  process  for  detecting  the  présence  of  Mycobacterium  tuberculosis  in  a  biological  spécimen,  according  to  claim 
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29,  characterised  by  the  following  stages: 

i)  establishing  contact  between  the  biological  spécimen  and  a  pair  of  nucleic  acid  fragments  referred  to  as 
primers  ,  according  to  any  one  of  claims  10  to  13,  the  DNA  contained  in  the  spécimen  having,  if  applicable, 

s  been  previously  rendered  accessible  to  hybridisation  and  under  conditions  which  permit  hybridisation  of  the 
Mycobacterium  tuberculosis  DNA  primers  ,  such  as  2  minutes  at  60°C; 
ii)  amplification  of  the  Mycobacterium  tuberculosis  DNA; 
iii)  démonstration  of  the  amplification  of  fragments  of  DNA  corresponding  to  the  fragment  framed  by  the 
primers  ,  particularly  by  electrophoresis  over  ice; 

10  iv)  possible  vérification  of  the  séquence  of  amplified  fragment,  particularly  by  hybridisation  of  a  spécifie  probe, 
by  sequencing  or  by  analysing  the  restriction  site. 

35.  A  method  for  the  in  vitro  diagnosis  of  an  infection  by  mycobacteria  on  a  given  biological  spécimen,  according  to 
claim  29,  characterised  in  that  it  comprises  the  following  stages: 

15 
a)  establishing  contact  between  the  nucleic  acid  of  mycobacteria  possibly  présent  in  the  biological  spécimen 
tested,  if  necessary  under  conditions  which  allow  accessibility  in  the  form  of  a  simple  DNA  strand  with  at  least 
one  pair  of  nucleotide  primers  according  to  any  one  of  claims  10  to  13; 
b)  séparation  of  the  synthesised  DNA  strands  from  their  matrix; 

20  c)  répétition  of  the  synthesis  of  an  elongation  product  starting  from  each  DNA  strand  présent  at  the  end  of 
stage  b)  and  capable  of  hybridising  with  the  primers  until  there  is  the  desired  amplification  of  the  DNA  adéquate 
for  détection  purposes; 
d)  establishment  of  contact  between  the  product  stage  c)  and  a  nucleotide  probe  under  conditions  which  make 
it  possible  to  detect  the  présence  of  the  desired  amplified  DNA  fragment; 

25  e)  détection  of  any  hybridisation  products  which  have  possibly  been  formed. 

36.  A  process  for  the  in  vitro  diagnosis  according  to  claim  34,  characterised  in  that  the  establishment  of  contact  with 
the  spécimen  tested  is  preceded  by  a  stage  involving  treatment  of  the  spécimen  in  order  to  extract  the  nucleic  acid 
from  it. 

30 
37.  A  process  according  to  either  one  of  claims  35  or  36,  characterised  in  that  prior  to  the  establishment  of  contact 

with  the  primers  ,  the  nucleic  acid  in  the  spécimen  is  treated  with  a  réverse-transcriptase  to  obtain  synthesis  of 
the  cDNA  from  the  RNA  possibly  présent  in  the  spécimen  tested. 

35  38.  A  kit,  box  or  co-ordinated  set  ready  for  use  and  for  carrying  out  the  process  of  detecting  at  least  one  group  and/or 
one  species  of  mycobacteria  according  to  any  one  of  claims  29  o  37,  characterised  in  that  in  addition  to  useful 
quantifies  of  buffers  and  reagents  suitable  for  carrying  out  the  said  détection,  it  comprises: 

suitable  doses  of  a  pair  of  primers  according  to  any  one  of  claims  1  0  to  13,  and/or 
40  -  suitable  doses  of  at  least  one  probe  or  fragment  of  nucleotide  probe  according  to  any  one  of  claims  18,  21  , 

22  or  23. 

39.  A  kit  for  the  in  vitro  diagnosis  of  an  infection  by  mycobacteria  on  a  given  biological  spécimen  according  to  claim 
38,  characterised  in  that  it  comprises: 

45 
at  least  one  pair  of  nucleotide  primers  according  to  any  one  of  claims  1  0  to  13, 
reagents  needed  for  the  extraction  of  nucleic  acids  from  the  spécimen  treated, 
reagents  for  carrying  out  polymérisation  of  the  said  DNAf  ragment  on  a  basis  of  nucleotide  primers  ,  particularly 
polymérisation  enzymes,  in  a  sufficient  quantityto  produce  amplification  of  the  DNA  fragment  which  it  is  desired 

so  to  amplify; 
at  least  one  nucleotide  fragment  capable  of  being  used  as  a  probe  and  capable  of  hybridising  under  spécifie 
conditions,  1  6  to  1  8  hours  at  68°C  or  2  hours  at  65°C  with  the  amplified  DNA  fragment, 
internai  control  of  the  amplification  reaction,  consisting  for  example  of  a  DNA  fragment  possibly  carried  by  a 
plasmid,  the  said  fragment  being  capable  of  being  easily  detected,  for  example  in  that  it  contains  a  gene 

55  résistant  to  an  antibiotic,  said  fragment  being  furthermore  provided  at  both  ends  with  at  least  one  amplification 
primer  preferably  chosen  from  among  the  primers  according  to  the  invention, 
a  probe  capable  of  hybridising  with  the  DNA  fragment  contained  in  the  internai  control, 
if  applicable,  a  reverse  transcriptase  to  obtain  cDNA  from  the  RNA  possibly  présent  in  the  spécimen  tested, 
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if  applicable,  means  of  revealing  the  hybridisation. 

40.  A  kit  for  in  vitro  diagnosis  in  accordance  with  claim  39,  characterised  in  that  the  nucleotide  primers  are  ISTB2  and 
ISTB7  and  in  that  at  least  one  détection  probe  is  used  which  is  constituted  by  the  IS-2  marked  nucleotide  fragment, 
possibly  supplemented  by  the  probe  constituted  by  the  IS-6  marked  nucleotide  fragment. 

41.  Nucleic  acid  séquence  spécifie  to  Mycobacterium  tuberculosis,  displaying  the  séquence: 

10  20  30  40  50  60 

GTCCACACGC  CTTCTCCACG  GGAAC7CCTT  CTwCGGCCAT  CGTTSCTATG  GCCGCTTACT 

70  80  90  100  110  120 

CCCTTCTAG7  CCCTCCCCCT  CTCCCAACAG  CTCACGGGAC  CTTTTTCAGG  ATCCCCACTT 

130  140  150  160  170  180 

CAGG7C77CA  AC7CCCCCA7  GCCCTCATT3  GCAACGTTTC  CCCCCT3CC7  7GGGGCCCCC 

190  2C0  210  220  220  240 

GGCAGCCACG  AAGTCGAGCA  CTTTCCGGCC  GAACTACTCC  GCCTAACACT  TCGGCACGGA 

250  250  270  280  290  300 

CACGGCTCCT  TCCACGGACG  TCCTCACCAG  AAGTCGAGCA  AACCCACTCC  ACTCTAGCTA 

310  220  330  340  350  360 

GTCATACAAG  CTTTTTTGTA  GCCGCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 

370  380  390  400  410  420 

TTCTTCGAAA  GGATGGGGTC  ATGTCAGGTG  GT7CA7CCAG  GAGGTACCCG  CCGGAGCT5C 

430  
'  

440  450  '460  '  470  480 

GTGAGOCGGC  ^GTGCCGATG  GTCGCAGAGA  TCCGCGGTCA  GCACGATTCC  G  AGTGGGCAG 

490  
'  

500  S10  520  530  540 

4  *  ***\  C>\j  4  w<^%»<j  *  «wM4y  ilwwwiwvws.  saiaoaWwû*u  U^*ÀAg»gww 
550  550  570  580  590  600 

•  WS#UWW%̂SfS»  \JW%UM  l  U*-WV  t  gvM»JV>«WW\W  WM^WteWNAlAC  LnWUAUWWÀA  WMiWwWWéW 
610  620  630  640  650  660 

AGCTGAAGCG  CTTAGCGGCG  GGACAACGCC  GAATTGCCAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 

670  580  690  700  710  720 

ACCCCGTCGG  CTTTCT7CCC  GGCCGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  760  770  780 

CGCCCATCAT  CAGGGCGACC  CCGAGGCCCC  CGATGGTTTC  CGGTGGGGTG  7CGAG7CGA7 
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790  300  310  820  830  840 
CTCCACACAG  CTCACCCAGC  TGCCTGTCCC  CA7CGCCCCA  7CCACC7AC7  ACCACCACAT 

350  36C  370  880  890  900 
eAACCGCCAG  CCCAGCCGCC  CGGAGC7GCG  CCA7GGCCAA  CTCAAGCAGC  ACA7CAGCCG 

910  52:  530  '  940  950  960 
CGTCCACGCG  GCGAACTACG  GTCTTTACGG  7GCGGGCAAA  GTGTGGCTAA  CC2TCAACCG 

10  970  530  990  1000  1010  1020 

TGAGGCCATC  GAGCTCGCGA  CATGCACGGT  CGAACGCCTC  ATGACCAAAC  TCGGCCTGTC 

1C30  1C  4  G  1050  1060  1070  1080 

CGGGACGACC  GGCGGCAAAG  CGGGCAGGAC  CACGA7CCCT  GATCCSGCCA  CAGCCCC7CC 
15  

1090  1100  1110  1120  1130  U 4 0  

CGCCCA7C72  GTGGAGCGCG  GCTTCGGACC  ACCAGCACCT  AACCGGCTGT  GGGTAGCAGA 

1150  1150  1170  1180  1190  1200 

20  CCTCACC7A7  GTGTCCACCT  GGCCAG-GG7T  CCCCTACCTG  GCCTTTSTCA  CCGACGCCTA 

1210  1220  1230  1240  1250  1260 

CGCTCCCAGG  A7CGTCCGCT  GGCGGCTCCC  77CCACCA7G  GCGACCTCCA  TGGTGCTCGA 
1270  1230  1290  1300  1310  1320 

25  CGCGA7CCAG  CAAGCCATCT  GGACCCGCCA  ACAAGAAGGC  G7ACTCGACC  7GAAAGACG7 

1330  1340  1350  1360  1370  1380 

7A7CGAGGA7  ACGCA7AGCC  GA7G7CAG7A  CACA7CGA7C  CGG77CAGCG  AGCGGC7CGC 
1390  1400  1410  1420  1430  1440 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

1450  1460  1470  1480  1490  1500 

CGAGAGGA7G  AACGCCCTAT  ACAAGACCGA  GC7GA7CAAA  CCCCGCAAGC  CCTCGCGC7C 

1510  1520  1530  1540  1550  1560 
CATCGAGGAT  GTCCAGTTGG  GGACGGCGCG  C7G-GG7CCAC  7GG77  'CAACC  ATCGCGGCC7 

1570  1SSC  1590  1600  1610  1620 
CTACGAGTAC  TGCGCCCACG  7GCGGCCGG7  CGAAC7CGAG  GCTGCCTAC7  ACGCTCAACG 

1630  154  C  1650  1660  1670  1680 
CCAGAGACCA  GCGGCGGGC7  GAGCTC7CAG  A7CAGAGAG7  CTGCGGAC7C  ACCGGGGCGG 

7TCA 

Claims  for  the  following  Contracting  State  :  ES 

1.  A  process  for  obtaining  a  nucleotide  séquence  derived  from  mycobacteria,  characterised  by  the  préparation  of  a 
nucleotide  séquence  repeated  in  the  génome  of  a  mycobacterium  and  spécifie  to  the  group  of  tuberculosis  bacilli 
and  in  that  it  hybridises  very  strongly  with  M.tuberculosis,  that  is  to  say  when  it  is  marked  with  phosphorous  32  it 
provides  a  spot  visible  to  the  naked  eye  after  autoradiography  for  one  hour  and  in  that  it  hybridises  very  weakly 
with  M.  bovis  BCG,  that  is  to  say  when  it  is  marked  with  phosphorous  32  it  supplies  a  spot  visible  to  the  naked  eye 
after  autoradiography  for  48  hours. 

2.  A  process  for  obtaining  a  séquence  according  to  claim  1  ,  characterised  by  the  préparation  of  a  séquence  comprising 
at  its  end  5'  the  séquence  5'TGAACCGCCCCGG  3'  of  formula  I  while  at  its  end  3'  it  comprises  the  séquence 
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5'CCGGGGCGGTTCA  3'  of  formula  II,  the  said  séquence  containing  additionally  at  least  one  fragment  of  a 
séquence  of  the  following  formula  III: 

10  23  30  40  S0  60 

G7CCACACGC  CT7GTGCACG  GGAAG7CC7T  CTSCGGCCA7  U*i"iWJi'ATG  GCCGCTTACT 
70  30  90  <'  100  110  120 

GCC77C7AG7  CGGTGCGGCT  CTCGCAACAG  C7CACGGGAC  CrTTTÏTGAGG  A7CGCCACTT" 
130  140  '150  160  170  180 

CAGG7C7TCA  AC7CCCCCA7  CCCCTCA77C  GCAACGTTT3  CGCCCT5CCT  7GGGGCGGCC 
190  ::C  210  220  220  240  

GGCAGCCACC  AAGTCGAGCA  CTTTGCGGCG  GAAC7AC7CC  GGGTAACACT  7CGGCACG0A 
250  250  270  280  290  300 

CACGGCTCCT  TCGACGGACG  TCGTGACCAG  AAGTCGAGCA  AACCGACTCC  AC7C7AGCTX 
310  320  330  340  350  360 

GTGA7ACAAG  CTTTTTTCTA  GCCCCGCCA7  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 
370  330  390  400  410  4*20 

TTCTTGGAAA  GCATGGGGTC  ATGTCAGGTG  G7TCA7CCAG  GAGG7ACCCG  CCGGAGCTGC 
430'  440  450  .'460  '  470  480  

G7CAGCGGCC  jcCTCCGGATC  GTCGCAGAGA  7CC3CCGTCA  GCACGATTCG  GAGTGGGCAG 
490  500  510  520  530  540 

CGATCAGTGA  GGTCGCCCGT  CTAC77CC7G  T7CGC7CCGC  CCAGACGG7G  CG7AAG7GGQ 
550  560  570  580  590  600 

TGCGCCAGGC  GCAGG7CGAT  GCCGGCGCAC  GGCCCGGGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 
610  620  630  640  650  660 

AGCTCAAGCG  CTTAGCGGCG  GGACAACGCC  GAATTGCGAA  GGGCGAACGC  GATTTTAAAG 
670  630  690  700  710  7 2 0  

ACCCCC7CCC  CTTTCTTCGC  GGCCGAGCTC  CACCCGCCAG  CACGC7AATT  AACGGTTCAT 

730  740  750  760  770  7 8 0  

CGCCGATCAT  CAGCCCCACC  CCGAGGGCCC  CGATGCTTTS  CGGTGGGGTG  TCGAGTCGAT 
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"90  800  810  820  830  340 
«••GCACACAG  CTGACGCAGC  TCGCTGTCCZ  GA7CCCCCCA  7CCACCTACT  ACCACCACA7 

350  360  570  330  ggg  goo 
£*ACCCGCAG  CCCAGCCCCG  CCCAGCTCCG  CCA7CCCCAA  CTCAAGGACC  ACATCAGCCC 

910  520  930  '  940  950  960 
CG7CCACGCC  GCCAACTAC3  CTCTTTACG3  7GCCCTGCAAA  GTGT3GCTAA  CCCTCAACCC 

970  930  990  1000  1010  
"  

1020 
7GAGCCCA7C  GAGC7CGCCA  GATGCACC37  CGAAC5GC7G  A7GACCAAAC  TCGGCCTG7C 

1030  1040  1050  1060  1070  1080 
CCCCACCACC  CCCCCCAAAG  CCCCCAGGAC  CACGA7CGC7  GA7CGCCCCA  CAGCCCCTCC 

1090  1100  1110  1120  1130  H 4 0  
GGCGGA7C77  G7CCAGCGCG  CCTTCC3ACC  ACCAGCACC7  AACC3SCTCT  GGG7AGCAGA 

1150  1150  11"C  1130  1190  1200 
GGTCACG7A7  GTGTCCACCT  GGGCAGGGTT  CGCC7ACG7C  GCCTTTGTCA  CGCACCCCTA 

1210  1220  1220  1240  1250  1250 
CGCT7GCAGC  ATG77GGGC7  GGCCGCTCGC  -  -  --ACCATC  GCGAG-.—A  7GGTCCTCCA 

1270  122C  1230  1300  1310  1320 
CGCGA7GGAG  CAAGCGATCT  C-GACCCCGCA  ACAAGAAGGC  G7AC7CCACC  TCAAAGACGT 

1220  1240  1250  1250  1370  1330 
TA7CCACGA7  ACGGATAGGG  CATCTCAG7A  CACA7CCA7C  CGC777AGCG  AGCGCC7CCC 

1250  1400  1410  1420  1430  1440 
CCAGGCAGCC  -  ATCCAACGCT  CCGTCCGAGC  GGTCGCAAGC  7CC7A7GACA  A7GCAC7AGC 

1450  1450  1470  1480  1490  1500 
CGAGACGA7G  AACGGCG7AT  ACAAGACCGA  GCTGATCAAA  CCCCCCAAGC  C77GGCGC7C 

1512  -530  1520  1540  1550.  1560 
CA7CCAGCA7  GTCCAGTTCG  CCACGGCGCG  CTCGGTCCAC  7GGTTCAACG  ATCGCGGCC7 

1570  1530  1590  1600  1610  1620 
CTACCAG7AC  TGCGGCGACG  7GGCGCCGG7  CGAAC7CCAG  GC7GCC7AC7  ACGCTCAACG 

1520  1540  1550  1650  1670  1630 
GCAGAGACCA  GCGCCCCCCT  CAGCTC7CAG  A7CAGAGAG7  C7CCGGAC7G  ACCGGGGCGG 

r r c A  

A  process  for  obtaining  a  nucleotide  séquence  according  to  claim  2,  characterised  by  the  préparation  of  a  séquence 
comprising  the  fragment  343-1152  of  the  séquence  of  formula  III  in  accordance  with  claim  2  and  any  séquence 
displaying  at  least  80%  homology  therewith. 

A  process  for  obtaining  a  nucleotide  séquence  according  to  claim  2,  characterised  by  the  préparation  of  a  séquence 
comprising  the  fragment  327-1684  of  the  séquence  of  formula  III  in  accordance  with  claim  2  and  any  séquence 
displaying  at  least  80%  homology  therewith. 

A  process  for  obtaining  an  oligonucléotide,  characterised  by  the  préparation  of  a  fragment  of  a  nucleotide  séquence 
according  to  any  one  of  claims  1  to  4. 
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6.  A  process  for  obtaining  an  oligonucléotide  according  to  claim  5,  characterised  by  the  préparation  of  an  oligonu- 
cléotide  to  the  following  formula  IV: 

ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  ( I V )  

5 7.  A  process  for  obtaining  an  oligonucléotide  according  to  claim  5,  characterised  by  préparation  of  the  oligonucléotide 
to  the  following  formula  V: 

ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  (V) 

10  8.  A  process  for  obtaining  nucleotide  fragments  according  to  claim  5,  characterised  by  préparation  of  a  fragment 
displaying  one  of  the  following  séquences: 
ISTB-3  :  5  1  TTCGCAATTCTGGCGATTGTCC  3'  ( V I )  
ISTB-4  :  5  '  TCGACCTACTACGACCACAT  3'  ( V I I )  

is  ISTB  -5  :  5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3'  ( V I I I )  
ISTB-  6  :  5  '  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3'  ( I X )  
ISTB-  7  :  5  *  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3'  (X) 
ISTB-8  :  5  '  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3"  ( X I )  
ISTB-  9  :  5  '  AGTACACATCGATCCGGTTC  3"  ( X I I )  
I S T B - 1 0 :   5  '  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3  '  ( X I I I )  
IS -2   :  5  '  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3'  (XIV)  

25  IS -4   :  5  '  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3'  (XV) 
IS -6   :  5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3'  (XVI)  

20 

30  9-  A  process  for  obtaining  nucleotide  fragments,  characterised  by  the  préparation  of  a  complementary  fragment  of 
the  fragments  according  to  claim  8  or  fragments  modified  in  comparison  with  the  preceding  fragments  by  removal 
or  addition  of  nucleotide(s)  in  a  proportion  of  approximately  10  to  15%  in  relation  to  the  length  of  the  above  frag- 
ments  and/or  by  modification  of  the  nature  of  the  nucléotides  and  hence  the  modified  nucleotide  fragments  retain 
a  capacity  for  hybridisation  with  the  DNA  séquence  of  mycobacteria  similar  to  that  displayed  by  the  corresponding 

35  non-modified  fragments. 

1  0.  A  process  for  obtaining  primers  for  amplifying  DNA  fragments  of  mycobacteria,  particularly  for  amplifying  fragments 
of  a  séquence  of  Mycobacterium  tuberculosis,  characterised  by  the  préparation  of  a  séquence  or  a  fragment  of  a 
séquence  as  defined  in  any  one  of  claims  6  to  9,  chosen  from  among  the  following  or  from  their  complementary 

40  nucleotide  fragments: 

ISTB1  :  5  '  ATGTCAGGTGGTTCATCGAG  3 '  

ISTB2  :  5  '  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3 '  

ISTB3  :  5  1  TTCGCAATTCTGGCGTTGTCC  3 '  
45 

ISTB4  :  5  '  TCGACCTACTACGACCACAT  3 '  

ISTB5  :  5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3 '  

ISTB  6  :  5  '  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3 '  
50  ISTB  7  :  5  '  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3 '  

ISTB  8  :  5  '  TGGCCAGATGCACCGTCGAA  3 '  

ISTB9  :  5  '  AGTACACATCGATCCGGTTC  3 '  

55  I S T B 1 0 :   5  '  TACTACGCTCAACGCCAGAG  3 '  

11.  A  process  for  obtaining  primers  for  amplifying  DNAfragmentsof  mycobacteria  according  to  claim  10,  characterised 
by  the  préparation  of  the  following  pairs  of  primers  : 
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10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

ISTB2  and  ISTB4  : 
5  '  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3  '  a n d  

5  '  TCGACCTACTACGACCACAT  3  ' 

ISTB2  and  ISTB5  : 
5  '  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3  *  a n d  

5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3  * 

ISTB5  and  ISTB6  : 
5  1  GTCGAGTCGATCTGCACACA  3  '  a n d  

5  '  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3  ' 

ISTB  6  and  ISTB7  : 
5  *  GTTCAGGGTTAGCCACACTT  3  '  a n d  

5  '  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3  '  . 

12.  A  process  for  obtaining  primers  for  amplifying  DNA  fragments  according  to  claim  10  or  claim  11  ,  characterised  by 
the  préparation  of  the  following  pair  of  primers  : 
ISTB2  and  I S T B 7 :  
5  '  ACAGGCCGAGTTTGGTCATC  3  '  a n d  
5  '  CAGCACGCTAATTAACCCGG  3  '  . 

13.  A  process  for  obtaining  primers  according  to  any  one  of  claims  10  to  12,  characterised  in  that  the  said  primers  are 
marked  by  a  chemical,  physical  or  enzymatic  marker  and/or  in  that  they  are  fixed  on  a  solid  carrier,  especially  a 
particulate  or  membrane  carrier,  in  particular  magnetic  balls. 

14.  A  process  for  obtaining  products  of  translation  and/or  fragments  thereof,  characterised  in  that  the  said  products 
are  prepared  on  the  basis  of  a  séquence  or  a  fragment  of  a  nucleotide  séquence  according  to  any  one  of  claims 
1  to  4. 

15.  A  process  for  obtaining  a  nucleic  probe  capable  of  detecting  by  hybridisation  the  présence  of  DNA  spécifie  to 
Mycobacterium  tuberculosis  in  a  biological  spécimen,  characterised  by  the  préparation  of  a  probe  having  a 
séquence  with  a  length  of  at  least  20  bases,  capable  of  hybridising,  after  being  brought  into  contact  for  16  to  18 
hours  at  68°C  or  for  2  hours  at  65°,  with  a  part  of  the  séquence  constituted  by  the  fragment  327-1684  in  accordance 
with  claim  4,  and  situated  between  the  two  nucleic  primers. 

16.  A  process  for  obtaining  a  probe  according  to  claim  15,  characterised  by  the  préparation  of  one  of  the  following 
nucleotide  fragments: 

45  I S - 2   :  5  *  CATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGG  3 '  
I S - 4   :  5  '  TGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGA  3 '  
I S - 6   :  5  '  GTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAG  3 ' .  

50  17.  A  process  for  obtaining  a  probes  for  the  détection  of  amplified  DNA  fragments  of  mycobacteria  according  to  claim 
15,  characterised  by  the  préparation  of  nucleotide  fragments  spécifie  to  a  mycobacteria  séquence  according  to 
any  one  of  claims  5  to  8,  capable  of  hybridising  with  the  said  amplified  DNA  fragment  after  contact  for  16  to  18 
hours  at  68°C  or  for  2  hours  at  65°C,  the  said  fragments  being  either  marked  at  their  end  5'  and/or  3'  by  a  substance 
which  is  possible  to  detect,  for  example  by  a  radioactive  isotope,  an  enzyme,  a  suitable  chemical  or  chemico- 

55  luminescent  marker,  a  fluorochrome,  a  hapten  or  an  antibody,  analogues  of  bases  or  even  a  physical  marker,  or 
fixed  to  a  solid  carrier,  especially  a  particulate  or  membrane  type  of  carrier,  for  example  magnetic  balls. 

18.  A  process  for  detecting  a  repeated  séquence  spécifie  to  the  group  of  the  tuberculosis  bacillus  according  to  any 
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one  of  claims  1  to  4,  characterised  in  that  it  comprises: 

(1)  a  stage  in  which  a  recombining  cosmide  bank  is  prepared  comprising  fragments  of  DNA  of  a  suitable 
mycobacterium  in  excess  of  30  kb,  and 

s  (2)  a  stage  in  which  the  cosmide  clones  containing  at  least  one  repeated  séquence  is/are  detected  by  hybrid- 
isation  for  16  to  18  hours  at  68°C  with  a  total  génome  DNA  of  a  suitable  mycobacterium  marked  in  an  appro- 
priate  manner. 

19.  A  process  for  obtaining  a  diagnostic  reagent  for  detecting  at  least  one  group  of  mycobacteria,  characterised  by 
10  the  préparation  of  the  said  reagent  on  a  basis  of  a  nucleotide  séquence  or  a  fragment  thereof  in  accordance  with 

any  one  of  claims  1  to  8  for  detecting  mycobacteria  of  the  tuberculosis  bacillus  group,  possibly  associated  with  at 
least  one  other  nucleotide  séquence  suitable  for  detecting  another  group  of  mycobacteria  and/or  with  at  least  one 
suitable  marker. 

is  20.  A  process  for  obtaining  a  reagent  according  to  claim  19,  characterised  by  the  préparation  of  pairs  of  primers  for 
the  synthesis  of  a  fragment  of  DNA  or  RNA  of  the  tuberculosis  bacillus  group,  each  primer  comprising  a  séquence 
or  a  fragment  of  a  nucleotide  séquence  according  to  any  one  of  claims  1  to  8. 

21.  A  process  for  obtaining  a  reagent  according  to  claim  20,  characterised  by  the  préparation  of  a  pair  of  primers 
20  comprising  oligonucléotides  paired  in  accordance  with  claims  10  to  13. 

22.  A  process  for  obtaining  a  reagent  according  to  claim  19,  characterised  by  the  préparation  of  a  suitable  probe  for 
detecting  a  fragment  of  DNA  or  RNA  of  the  tuberculosis  bacillus  group. 

25  23.  A  process  for  obtaining  a  reagent  according  to  claim  22,  characterised  by  the  préparation  of  a  nucleotide  séquence 
of  formula  III  according  to  any  one  of  claims  2  to  4. 

24.  A  process  for  obtaining  a  reagent  according  to  claim  19  or  claim  22,  characterised  in  that  the  marker  is  chosen 
from  the  group  comprising  in  particular  the  radioactive  isotopes,  the  suitable  enzymes,  the  fluorochromes,  the 

30  suitable  chemical  markers,  the  haptens  and  the  antibodies  or  the  suitable  base  analogues. 

25.  A  process  for  obtaining  a  family  of  recombining  plasmids,  characterised  in  that  a  nucleotide  séquence  according 
to  any  one  of  claims  1  to  4  is  introduced  into  a  suitable  plasmid. 

35  26.  A  process  for  obtaining  a  plasmid  according  to  claim  25,  characterised  in  that  the  nucleotide  séquence  of  formula 
III  according  to  claim  2  or  a  fragment  thereof  or  an  homologous  séquence  is  introduced  into  a  suitable  plasmid. 

27.  A  process  for  obtaining  a  plasmid  according  to  claim  25,  characterised  in  that  the  said  séquences  associâtes  with 
a  vector  pUC18. 

40 
28.  A  process  for  obtaining  a  plasmid  according  to  claim  26  or  claim  27,  characterised  in  that  the  said  plasmid,  des- 

ignated  pMT01,has  been  filed  at  the  National  Collection  of  Micro-organism  Cultures  maintained  by  the  Pasteur 
Institute  on  25th  August  1989  under  No.  I-900. 

45  29.  A  method  for  the  rapid  détection  and  identification  of  at  least  one  group  and/or  species  of  mycobacteria  in  a  bio- 
logical  spécimen,  characterised  in  that  it  comprises: 

(1  )  a  stage  in  which  the  biological  spécimen  is  brought  into  contact  with  at  least  one  diagnostic  reagent  accord- 
ing  to  any  one  of  claims  20  to  24; 

so  (2)  a  stage  in  which,  by  any  suitable  means,  the  product  or  products  resulting  from  the  interaction  of  the 
nucleotide  séquence  of  mycobacteria  which  may  be  présent  with  the  diagnostic  reagent  is  detected. 

30.  A  process  according  to  claim  29,  characterised  in  that  the  diagnostic  reagent(s)  of  stage  (1)  is/are  a  pair/pairs  of 
primers  according  to  any  one  of  claims  1  0  to  1  3  and  make  it  possible  to  obtain  products  for  amplifying  the  nucleotide 

55  séquence  to  be  detected. 

31.  A  process  according  to  claim  30,  characterised  in  that  the  amplifying  products  obtained  in  (1)  are  detected  by 
electrophoretic  séparation. 
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32.  A  process  according  to  claim  30,  characterised  in  that  the  amplifying  products  obtained  in  (1)  are  detected  by 
hybridisation  for  two  hours  at  65°C  between  the  said  amplifying  products  and  a  diagnostic  reagent  according  to 
any  one  of  claims  1  9,  22,  23  and  24. 

s  33.  A  process  according  to  claim  29,  characterised  in  that  the  diagnostic  reagent  of  stage  (1)  is  a  détection  probe 
according  to  any  one  of  claims  1  9,  22,  23  or  24. 

34.  A  process  for  detecting  the  présence  of  Mycobacterium  tuberculosis  in  a  biological  spécimen,  according  to  claim 
29,  characterised  by  the  following  stages: 

10 
i)  establishing  contact  between  the  biological  spécimen  and  a  pair  of  nucleic  acid  fragments  referred  to  as 
primers  ,  according  to  any  one  of  claims  10  to  13,  the  DNA  contained  in  the  spécimen  having,  if  applicable, 
been  previously  rendered  accessible  to  hybridisation  and  under  conditions  which  permit  hybridisation  of  the 
Mycobacterium  tuberculosis  DNA  primers  ,  such  as  2  minutes  at  60°C; 

is  ii)  amplification  of  the  Mycobacterium  tuberculosis  DNA; 
iii)  démonstration  of  the  amplification  of  fragments  of  DNA  corresponding  to  the  fragment  framed  by  the 
primers  ,  particularly  by  electrophoresis  over  ice; 
iv)  possible  vérification  of  the  séquence  of  amplified  fragment,  particularly  by  hybridisation  of  a  spécifie  probe, 
by  sequencing  or  by  analysing  the  restriction  site. 

20 
35.  A  method  for  the  in  vitro  diagnosis  of  an  infection  by  mycobacteria  on  a  given  biological  spécimen,  according  to 

claim  29,  characterised  in  that  it  comprises  the  following  stages: 

a)  establishing  contact  between  the  nucleic  acid  of  mycobacteria  possibly  présent  in  the  biological  spécimen 
25  tested,  if  necessary  under  conditions  which  allow  accessibility  in  the  form  of  a  simple  DNA  strand  with  at  least 

one  pair  of  nucleotide  primers  according  to  any  one  of  claims  10  to  13; 
b)  séparation  of  the  synthesised  DNA  strands  from  their  matrix; 
c)  répétition  of  the  synthesis  of  an  elongation  product  starting  from  each  DNA  strand  présent  at  the  end  of 
stage  b)  and  capable  of  hybridising  with  the  primers  until  there  is  the  desired  amplification  of  the  DNA  adéquate 

30  for  détection  purposes; 
d)  establishment  of  contact  between  the  product  stage  c)  and  a  nucleotide  probe  under  conditions  which  make 
it  possible  to  detect  the  présence  of  the  desired  amplified  DNA  fragment; 
e)  détection  of  any  hybridisation  products  which  have  possibly  been  formed. 

35  36.  A  process  for  the  in  vitro  diagnosis  according  to  claim  34,  characterised  in  that  the  establishment  of  contact  with 
the  spécimen  tested  is  preceded  by  a  stage  involving  treatment  of  the  spécimen  in  order  to  extract  the  nucleic  acid 
from  it. 

37.  A  process  according  to  either  one  of  claims  35  or  36,  characterised  in  that  prior  to  the  establishment  of  contact 
40  with  the  primers  ,  the  nucleic  acid  in  the  spécimen  is  treated  with  a  réverse-transcriptase  to  obtain  synthesis  of 

the  cDNA  from  the  RNA  possibly  présent  in  the  spécimen  tested. 

38.  A  kit,  box  or  co-ordinated  set  ready  for  use  and  for  carrying  out  the  process  of  detecting  at  least  one  group  and/or 
one  species  of  mycobacteria  according  to  any  one  of  claims  29  o  37,  characterised  in  that  in  addition  to  useful 

45  quantifies  of  buffers  and  reagents  suitable  for  carrying  out  the  said  détection,  it  comprises: 

suitable  doses  of  a  pair  of  primers  according  to  any  one  of  claims  1  0  to  13,  and/or 
suitable  doses  of  at  least  one  probe  or  fragment  of  nucleotide  probe  according  to  any  one  of  claims  18,  21  , 
22  or  23. 

50 
39.  A  kit  for  the  in  vitro  diagnosis  of  an  infection  by  mycobacteria  on  a  given  biological  spécimen  according  to  claim 

38,  characterised  in  that  it  comprises: 

at  least  one  pair  of  nucleotide  primers  according  to  any  one  of  claims  1  0  to  13, 
55  -  reagents  needed  for  the  extraction  of  nucleic  acids  from  the  spécimen  treated, 

reagents  for  carrying  out  polymérisation  of  the  said  DNAf  ragment  on  a  basis  of  nucleotide  primers  ,  particularly 
polymérisation  enzymes,  in  a  sufficient  quantityto  produce  amplification  of  the  DNA  fragment  which  it  is  desired 
to  amplify; 
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at  least  one  nucleotide  fragment  capable  of  being  used  as  a  probe  and  capable  of  hybridising  under  spécifie 
conditions,  1  6  to  1  8  hours  at  68°C  or  2  hours  at  65°C  with  the  amplified  DNA  fragment, 
internai  control  of  the  amplification  reaction,  consisting  for  example  of  a  DNA  fragment  possibly  carried  by  a 
plasmid,  the  said  fragment  being  capable  of  being  easily  detected,  for  example  in  that  it  contains  a  gene 
résistant  to  an  antibiotic,  said  fragment  being  furthermore  provided  at  both  ends  with  at  least  one  amplification 
primer  preferably  chosen  from  among  the  primers  according  to  the  invention, 
a  probe  capable  of  hybridising  with  the  DNA  fragment  contained  in  the  internai  control, 
if  applicable,  a  reverse  transcriptase  to  obtain  cDNA  from  the  RNA  possibly  présent  in  the  spécimen  tested, 
if  applicable,  means  of  revealing  the  hybridisation. 

A  kit  for  in  vitro  diagnosis  in  accordance  with  claim  39,  characterised  in  that  the  nucleotide  primers  are  ISTB2  and 
ISTB7  and  in  that  at  least  one  détection  probe  is  used  which  is  constituted  by  the  IS-2  marked  nucleotide  fragment, 
possibly  supplemented  by  the  probe  constituted  by  the  IS-6  marked  nucleotide  fragment. 

A  process  for  obtaining  a  nucleic  acid  séquence  spécifie  to  Mycobacterium  tuberculosis,  characterised  by  the 
préparation  of  a  séquence  of  the  following  formula: 

10  20  30  40  50  60 

GTCCACAC3C  CT^CTCCACC  GGAAGTCCTT  CT3CCCCCÂ7  CCTTGCTA7G  GCCCC77ACT 

70  30  90  100  110  120 

GCCTTCTAGT  CCC7CCCGC7  GTCGCAACAG  C7CACCGGÂC  CTTTTT-AGG  A7CCCCAC77 

120  140  150  150  170  180 

CAGGTCTTCA  ACTCCCGCA7  GCCCTCA7"73  GCAACCTTTG  CCCCCTCCCT  7GGGCCCGCC 

190  200  210  220  230  240 

GGCAGCGACC  AAG7GGAGCA  C  1  1  1  --CG-GCG  GAACTACTCC  GGv»  «  AACAi»  i  7CCGCAC3CA 

250  260  270  230  290  300 

CACGGCTGGT  TCGACGGACC  TCGTGACCAG  AAGTCGAGCA  AACCCACTCC  AC7C7AGC7A 

310  320  330  340  350  380 

G7GA7ACAAG  CTFTTTTTCTA  GCCGCGCGA7  GAACCC-CCCC  GGCA7G7CCG  G  AGACTCCAG 

370  330  390  400  410  420 

TTTCTTCCAAA  GGATGCGCTC  ATGTCAGG7G  GTTCA7CCAG  GAGG7ACCCC  CCGGAGC7GC 

430  
'  

440  450  460  *  470  480 

G-~  *  s-  ********  0m  V**  0*—  m*******  %  ■■»<■»  0*w*  *0m0m***i  0mm  **>■%  *m  0m  0*0*  0*0*  0m  m******  mm«  ^ai  MHWN*  0»  %  0*0—0*  0*  0m  0m*  fm 4  w \ ^ o w j \ p   f*r>*M  l  -j<»Li  un  l  w  >j  i  w<jw^u/\ua  i  ^«wwovj  *  w>  wwnwwAi  *  >*»•**  unu  *  wMMWW 
490  500  510  520  530  540 

CGA7CAG7GA  GGTCGCCCCT  C7AC77CG7G  7TCGCTGCGC  GGAGACGG7G  CG7AAG7GGG 

550  550  570  580  590  600 

TGCGCCAGGC  GCAGGTCCAT  GCCGC-CGCAC  GGCCCCGGAC  CACGACCGAA  GAA7CCCC7G 

610  620  630  640  650  660 

AGC7GAAGCG  CTTAGCGGCG  GGACAACGCC  GAA77GCGAA  GGGCGAACGC  GA7TTTAAAG 

670  5a0  690  700  710  720 

ACCGCGTCGG  CTTTCTTCCC  GGC  CGAGCTC  GACCGGCCAG  CACGCTAA  AACGGTTCA7 

730  740  750  760  770  780 

CGCCCATCAT  CAGGCCCACG  GCCAGCGCCC  CGATGGTTTG  CGC7GGGGTG  7CGAG7C3A7 
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1  m  *  , 

790  30C  313  320  930  340 
77CCACACAG  CTCACGGAGC  TC-GCTGTCCG  GATCCCCCCA  7CCACCTAC7  ACCACCACA7 

350  =5C  270  380  890  goo 
eAACCCCCAG  CCCAGCCCCC  3  GCAGC7CCG  CCA7GGCCAA  C7CAAGOACC  ACA7CAGCCG 

913  923  530  '  940  950  950 

CG7CCACCCG  GCCAAC7ACG  GTCTTTACCG  7GCCC72CAAA  G7CT3GC7AA  CC272AACCG 
970  530  990  1000  1010  1020 

7GAGGCCA7C  3AGG7CGCCA  CA7CCACC3T  CCAACGGCTw  A7CACCAAAC  7C3CCCTCTC 

1030  : : ;o   1050  1060  1070  1080 

CGCGACCACC  GCCGCCAAAC  CCCCCAGCAC  CACGA7CCC7  GA7CCCCCCA  CAGCCCC7CC 

1090  HOC  1110  1120  1130  1140 

CGCGGA7G77  G77CAGCGCC  GC7TGGGACC  ACCAGCACC7  AACCGCjCTGT  GCG7AGCAGA 

1150  1170  U80   1190  1200 «««« 
CC77AC77A7  G7C77CACC7  GGGCAGG-G7T  CGCCTACCTG  GCC7T777CA  CCCACGCCTA 

1213  1223  1230  1240  1250  1260 

CGCT'GGCAGG  A7CG7CGCC7  GG>»CCv#»C3îC  777GACCA7C  GCCACCT^CCA  7G57C3J7CGA 

1270  1230  1230  1300  1310  1320 

CGCGA7GGAG  CAAGCGA7C7  GGACGG3CCA  ACAAGAAGCC  G7AC7CGACC  7GAAAGACG7 

1330  1240  1350  1350  1370  1380 

7A7CGACGA7  ACGCA7AGCC  GA7C7GAG7A  CACA7CCA7C  CGGT7CACCG  AGCGGC7C3C 

1390  1400  1410  1420  1430  1440 

CGAGGCAGGC  ATCCAACGGT  CGCTCGCAGC  GG7CGGAAGC  7CC7A7GACA  A7GCAC7AGC 

1450  1460  1470  1480  1490  1S0O 

CGACACGA7C  AACGCCGTAT  ACAAGACCGA  GC7CA7CAAA  CCCGGCAAGC  CC7GGCGC7C 

1513  1523  1530  1540  1550  1560 

CA7CCAGCAT  G7CGAGT7GG  C—AC»»C>»www  C7CCC73TCAw  7GC77GAACC  A  •  3wn.sjw«  » 
1573  1530  1590  1600  1610  1620 

C7ACCAG7AC  7GCGGCCACG  7GGCGCCGG7  CGAAC7CCAG  GC7GCCTAC7  ACGC7CAACG 

1530  1540  1650  1660  1570  1680 

CGAGAGACCA  GCCCCCCGCT  GAGG7C7C1AG  A7CAGAGAGT  CTGCSCACTC  ACCG-GGGCGG 

7TCA 
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L o c a l i s a t i o n   des   a m o r c e s   et"  des  s o n d e s   s u r   la  

s é q u e n c e   I S 6 1 1 0  

I  S  6110 

ISTB1 

1S-3 IS-1 

ISTB3  ISTB  7  3  STBS  ISTB4  ISTB  6  ISTB  2 

IS-6*  ISrU  IS-2 

F I G . 1  
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10  20  30  40  50  au 

rrCEACACQC  CTTCTGCACG  GGAAGTCCTT  CTGCGGCCAT  CCTTGCTATG  GOODCTTACT 

•70  80  90  100  110  120 

axTrcrAGT  cccrcccarr  c t o x m c m s   ctcacqggac  crrnTGMO  a t c o c c r c t t  

130  140  150  160  HO  180 

aUf lCWA  ACTCGCGGAT  GCCCTCATTG  GCAACGTTTC  CGCCCTCOCT  TGOÛSCma: 

190  200  210  220  230  240 

ÎOCAGCCACC  AAGTCGAGCA  CTTTGCGGOG  GAACTACTCG  OGGTAACACT  TCCQCAOGGA 

250  260  270  280  290  300 

lACGGCTCCT  TCGACGGACG  TCGTGACCAG  AAGTCGAGCA  AACCGACICC  ACICTAGCTA 

310  320  330  340  350  360 

3TCATACAAG  CTTTTTTGTA  GCOCCGCGAT  GAACCGCCCC  GGCATGTCCG  GAGACTCCAG 

370  380  390  400  410  420 

nCTTGGAAA  GGATGGGGTC  ATCTCAGGTG  CTTCATCGAG  GAGGTAOOCC  CCGGAGCTCC 

430  440  45o  ÎSTB-1  460  470  M5-3  480 

3TGAGCGCGC  GGTGCCGATG  GTCGCAGAGA  TCCGCQGTCA  OCACGMTCC  GACTCGGCAC 

490  500  510  520  530  540 

XATCAGTGA  OGTCCCCCCT  CTACTTCGTG  TTGGCTCCCC  GGAGACCGTG  CCTAAG7GGC 

550  560  570  580  590  1S_1  600 

rOCGCCAGGC  GCAGGTCGAT  GCCGGOGCAC  GGCCCOGGAC  CACGACCGAA  GAATCCGCTG 

610  620  630  640  650  660 

hOGTGAAGCG  CTTAGCGGCG  GGAGAAOGOC  GAATTGCGAA  QGOCCAAOSC  GMTTOAAfi 
670  680  

~  g90kISTB-3  700  710  720 

feCCGOGTCGG  C m i ' H U X   GGCCCAGCTC  GACCGOCCAG  CACCCTAXIT  AACGG7TCAT 

730  740  750  760  iSTB-7  ^70  780 

rXCS33ATCAT  CAGGGCCACC  GCGAGGQCCC  CGATGCYnC  CCCTCCgm^TCGXnCGAT 
790  800  810  820  830  IS1B_s  840 

CTGCACACAG  CTGACCGAGC  TGGCTGTGCC  GATCGCCCCA  TCGACCTACT  ACGACCACAT 

tjS-6  850  860  870  1S_J  S80  isjb-V  890  900 

CAACCGGGAG  OCCAGCCGCC  GO^GCIGCC  CGATGGCGAA  CTCAAGGAGC  ACATCACCCS 

910  920  930  940  950  960 

CCTOCACGOC  OCCAACTACG  Ulum'ACCG  TGCCCOCAAA  UlGKGCVf*  CCCTCAAOCG 
llS-2  9^0  980~"  990  1000  isVa-6  1010  1020 

TGAGGGCATC  GAGGTGGOCA  GATGCAOCGT  CCAACCCCTC  ATXJ£CAAAC  TUUULiairX 

1030  1040  1STB-8  1050  
"  

1060  ISTB  -2  ̂ 1070  1080 

CGGGAOCAOC  CGCGGCAAAG  CCOGCAOGAC  CACGATCGCT  GATCOGGCCA  CAGOCCCTCC 
1090  1100  1110  1120  1130  1140 

CGCOGATCTC  GTCCAGCGCC  GCTTCGGACC  ACCAGCACCT  AACOQGCTGT  GGfflMCAGA 
1150  1160  1170  1180  1190  1200 

CCTCACCTAT  GTGTCGAÛCT  GGGCAGGGTT  COCCrACGTG  GCCTTTGTCA  CCGACCOCTA 

F I G . 8  
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1210  1220  1230  1240  1250  1260 

aSCTTOGCAOG  ATCCTGGGCT  GGCGGGTCGC  TTCCACGATG  GOCAŒTOCÀ  T O S T C C i a ^ ,  
1270  1280  1290  1300  1310  1320 

CGCGATCGAG  OAQCCATCT  GGACCCGCCA  ACAAGAAGGC  GTACTCCACC  TGAAAGAOGT 

1330  1340  1350  1360  1370  1380 

TATCCACCAT  ACGGATAGGG  GATCTCAGTA  CACATCGATC  ÇGGTTCAGCG  AGCOGCTCGC 

1390  1400  1410  JSTB-9  1420  1430  1440 

CGAGGCAGGC  ATCCAACOGT  CGGTCGGAGC  GGTCGGAAGC  TCCTATGACA  ATCCACTAGC 

1450  1460  1470  1480  1490  1500 

CGAGACGATC  AACQ3CCTAT  ACAAGACCGA  GCTGATCAAA  CCCGGCAAGC  CCTGGCGGTC 

1510  1520  1530  1540  1550  1560 

CATCGAGGAT  GTCGAGTTGG  CCACCGCGCG  CTGGGTCGAC  TGGTTCAACC  A1XSZCO0CT 

1570  1580  1590  1600  1610  1620 

CTACCAGTAC  TGCQGCGACG  TCOCGCCGGT  CGAACTCGAG  GCItaXTACT  ACtXTCAACS 
JS*5  1630  1640  1650  1660  1670  1STB-10  1680 

ÇCAGAGACCA  GCOGCCGGCT  GAGGTCTCAG  ATCAGAGAGT  CTCCGGACTC  AOCQGGGCSG 

TTCA 

F I G . Ô ( s u i t e )  
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