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OLIGONUCLEOTIDEOS, USO, METODO E KIT PARA DETECCAO DE
CONTAMINACAO DE AMOSTRAS POR MICROORGANISMOS

CAMPO DA INVENCAO

A presente invenggo descreve oligonucleotideos, uso, método e kit para detecgéo
de contaminagdo de amostras por leveduras. Preferencialmente a presente invengdo esta
relacionada com a detecg¢@o de Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis em

bebidas. A presente inveng&o se situa no campo industrial.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

O Estado do Rio Grande do Sul € o principal produtor de vinhos, sendo
responsavel por aproximadamente 90% da produgdo nacional. Durante o processo
produtivo, o vinho pode ser contaminado com leveduras pertencentes ao género
Brettanomyces/Dekkera, as quais produzem compostos fendlicos volateis responsaveis
por conferir sabores e odores indesejaveis ao produto final, ocasionando perdas
econdmicas. Estas leveduras t€ém como uma de suas principais caracteristicas seu lento
crescimento em meio de cultivo.

Atualmente existem descritos alguns primers para detecg¢fo de microorganismos,
mas a maioria no possui especificidade (JP11169181, W02005031004) dificultando a
identificagdo de microorganismos especificos como € o caso de Dekkera bruxellensis e
Brettanomyces bruxellensis. Até o momento, existem poucos pares de oligonucleotideos
disponiveis para a detec¢fo de leveduras, especialmente Dekkera bruxellensis e
Brettanomyces bruxellensis. E possivel encontrar poucos pares de oligonucleotideos
patenteados e também poucos artigos cientificos que relatam a construgéo € o uso de
oligonucleotideos especificos para estas espécies para utilizagdo por meio da técnica da
PCR e suas variaveis.

Phister & Mills (PHISTER, T.G.; MILLS, D.A. Real-time PCR assay for
detection and enumeration of Dekkera bruxellensis in wine. Applied and Environmental
Microbiology, v. 69, n. 12, 7430-7434. 2003) desenharam um par de oligonucleotideos

especifico para Dekkera bruxellensis. Este par de oligonucleotideos foi utilizado em
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reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), o qual amplificou um segmento
de 79 pb do gene 26S do DNA ribossémico. Outro par de oligonucleotideos especifico
para a espécie foi desenvolvido por Delaherche et al. (DELAHERCHE, A.; CLAISSE,
O.; LONVAUD-FUNEL, A. Detection and quantification of Brettanomyces
bruxellensis and ‘ropy’ Pediococcus damnosus strains in wine by real-time polymerase
chain reaction. Journal of Applied Microbiology, v. 97, 910-915. 2004), o qual
amplificou um segmento do gene rad4 por meio da reagéo em cadeia da polimerase em
tempo real. Este mesmo gene, também foi utilizado por Tessoniére et al.
(TESSONIERE, H.; VIDAL, S..; BARNAVON, L.; ALEXANDRE, H.; REMIZE, F.
Design and performance testing of a real-time PCR assay for sensitive and reliable
direct quantification of Brettanomyces in wine. International Journal of Food
Microbiology, v. 129, 237-243. 2009) para amplificagdo de um fragmento de 108 pb por
meio da QPCR. Cocolin et al. (COCOLIN, L.; RANTSIOU, K.; IACUMIN, L.;
ZIRONI, R.; COMI, G. Molecular detection and identification of
Brettanomyces/Dekkera bruxellensis and Brettanomyces/Dekkera anomalus in spoiled
wines. Applied and Environmental Microbiology, v.70, n.3, 1347-1355.2004)
otimizaram um protocolo de deteccdo e identificagdo por meio da técnica da PCR com
enzima de restri¢do. Inicialmente, os autores construiram um par de oligonucleotideos
especifico para as espécies Br. bruxellensis e Br. anomalus baseando-se na regifo
D1/D2 da subunidade 26S do rDNA. Apés a utilizagdo destes em PCR, o produto de
amplificagdo foi submetido a andlise de restrigdo com a enzima Ddel, a qual permite a
diferenciagdo entre as espécies.

O documento WO 2007132589 descreve um grupo de primers utilizados para
detectar D.anomala, D.bruxellensis, D.custersiana ou B.naardenensis, para controlar a
qualidade de bebidas alcolicas ou refrigerante. No entanto, a polimerase usada neste
documento € a Bst DNA Polimerase de Bacillus stearothermophilus, pouco empregada
e com dificuldade de disponibiliza¢do no mercado. A tecnologia do documento WO
2007132589 também utiliza uma tecnologia de amplificagdo de DNA por LAMP (Loop
Mediated-Isothermal Amplification) que ndo € muito comum. A tecnologia por LAMP
emprega 5 primers no lugar de apenas 2 como na presente tecnologia e ainda necessita

de um kit de amplificag¢do especifico para 0o LAMP.
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O documento WO 2008/006985 descreve um kit para detec¢do de contaminagéo
por leveduras Brettanomyces em qualquer estagio da produgéo de vinho pela integragéo
de um teste imuno-enzimatico com a captura de um anticorpo capaz de reconhecer
Brettanomyces. A presente invengfio difere desse documento por utilizar
oligonucleotideos especificos para o reconhecimento de Dekkera bruxellensis e
Brettanomyces bruxellensis, sem utilizar testes imuno-enzimaticos com captura de
anticorpos, como citado no referido documento.

O documento US 2004/0166492 descreve novos oligonucleotideos capazes de se
ligar a regido do espagador transcrito interno de Dekkera bruxellensis, entre outros,
sendo util para a identificagdo de microorganismos relacionados a fermentagdo. A
presente invencdo difere desse documento por utilizar oligonucleotideos especificos
para o reconhecimento da regido 18S rDNA de Dekkera bruxellensis e Brettanomyces
bruxellensis, sem se ligar a regido do espagador transcrito interno de Dekkera, como
citado no referido documento.

O documento FR 2908786 descreve um kit para detec¢éo de contaminagéo de
leveduras Brettanomyces em vinhedos pelo teste de PCR em tempo real com seqiiéncias
de primers especificas para o reconhecimento de Brettanomyces. O documento WO
2007/132589 também descreve um conjunto de cerca de 20 primers para detecgdo de
leveduras Dekkera ou Brettanomyces. O WO 2007/021027 descreve oligonucleotideos,
arranjos contendo esses oligos, aparato, método e kit de detec¢do de microorganismos,
incluindo Dekkera. A presente inven¢do difere destes documentos por utilizar
oligonucleotideos especificos para o reconhecimento da regido 18S rDNA de Dekkera
bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis, os quais s@o diferentes daqueles citados no
referido documento.

O documento US 20080268430 descreve métodos e kits relacionados a detecgéo,
identificagdio e quantificagdio de leveduras em vinho, cerveja e sucos. Esse método
utiliza amostras de DNA dessas bebidas, as quais entram em contato com sondas
homologas ao gene actina ou ATPase, permitindo a detec¢do e quantificacdo dessa
levedura. A presente invengdo difere desse documento pelos oligonucleotideos aqui

utilizados (sondas) ndo compreenderem homodlogos de actina ou ATPase e pelas
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mesmas serem capazes de reconhecer a regido 18S rDNA de Dekkera bruxellensis e
Brettanomyces bruxellensis, fato néo citado no referido documento.

O par de oligonucleotideos do presente invento, construido para amplificar um
fragmento de 690 pb da regido 18S do DNA ribossdmico de Dekkera bruxellensis e
Brettanomyces bruxellensis apresenta como vantagens sobre os demais a utilizagdo de
novos pares de oligonucleotideos, os quais podem ser utilizados em PCR comum, a qual
¢ uma técnica de menor custo em relagdo & QPCR, e ndo necessita do passo adicional de
uso de enzima de restri¢@o, diminuindo o tempo para detecg@o da levedura. Além disso,
o produto de amplificag@o obtido é maior que os descritos, permitindo o uso de géis de
agarose com menor concentraggo na eletroforese, representando economia, uma vez que
produtos menores exigem o uso de géis de agarose mais concentrados.

Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente inveng&o, de forma
que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva frente ao estado da

técnica.

SUMARIO DA INVENCAO

Em um aspecto, a presente inveng@o descreve oligonucleotideos, seu uso para
deteccdo de Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis, método e Kkit
compreendendo tais oligonucleotideos, para serem utilizados para detec¢fo da
contaminag&o por estas leveduras.

De acordo com a primeira concretizagdo da inveng@o € provido um grupo de
oligonucleotideos para uso na detec¢fio de leveduras, caracterizado por hibridizar
especificamente com as seqiiéncias selecionadas do grupo de SEQ ID NO1 ou SEQ ID
NO2.

Uma segunda concretizagdo da inveng&o diz respeito ao uso ao uso de marcador
molecular especifico selecionado do grupo descrito em SEQ ID NO1 ou SEQ ID NO2.

Uma terceira concretizag@o da presente invenc¢do diz respeito a um método de

deteccdo de contaminagfo por leveduras compreendendo as etapas de:
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a. realizar a reagfio de amplificagdo de acido nucléico contido em uma
amostra através da utilizagdo de oligonucleotideos que hibridizam

especificamente com a regido 18S DNAr de microorganismos; e

b. detectar a presenga ou auséncia de um produto de amplificagdo, onde a
geragdo de um produto de amplificagio indica a presenga do
microorganismo.

Uma quarta concretizagdo da presente invengdo diz respeito a um kit de
identificagdo de microorganismos em uma amostra caracterizado por compreender
aparato para realizagdo da reagfio de amplificagdo e reagentes de amplificagéo
compreendendo os oligonucleotideos da presente invengéo.

Uma quinta concretizag@o da invengéo diz respeito ao uso dos oligonucleotideos
da presente invengdo caracterizado por ser na identificagdo de microorganismos em
amostras.

Estes e outros objetos da invengdo serfio imediatamente valorizados pelos
versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serdo descritos em

detalhes suficientes para sua reprodug@o na descri¢éo a seguir.

BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

Figura 1 — Produto de amplificagdo de um segmento especifico de 690 pb da regido 18S
do rDNA de D. bruxellensis. M — Marcador 100 bp; 1 — D. bruxellensis NRRL Y-
12961; 2 — Sacch. cerevisiae NRRL Y-12632; 3 — Sacch. cerevisiae Embrapa 1vvt/97; 4
— Br. custersianus NRRL Y-6653; 5 — Br. naardenensis NRRL Y-17526; 6 — Br. nanus
NRRL Y-17527; 7 — D. anomala NRRL Y-17522; 8 — H’spora uvarum NRRL Y-1614;
9 — H’spora osmophila NRRL Y-1613; 10 — H’spora valbyensis NRRL Y-1626; 11 —
H’spora vineae NRRL Y-17529.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

As leveduras do género Dekkera e Brettanomyces sdo espécies de leveduras que
estdo presentes em varios tipos de bebidas, como bebidas alcodlicas e refrigerantes.

Assim, a presenga ou auséncia dessas espécies de levedura pode ser utilizada como um
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indicador do controle de qualidade de varios tipos de bebidas. Assim, o grupo de
oligonucleotideos de acordo com a presente invengdo € util para o controle de qualidade
de varios tipos de bebidas (por exemplo, bebidas alcodlicas e refrigerantes, e,
particularmente, vinho e cerveja) e do exame de amostras ambientais.

A presente invenggo esta relacionada particularmente ao desenvolvimento de um
grupo de oligonucleotideos para identificagdo taxonomica de leveduras. A presente
invengdo também esté relacionada com o uso no método de identificagdo de leveduras
em bebidas. Mais especificamente a presente inven¢do esta relacionada com a
identificaggo de leveduras do género Dekkera e Brettanomyces.

A presente inveng@o compreende o uso de oligonucleotideos capazes de
reconhecer a regido 18S rDNA das espécies Dekkera bruxellensis e Brettanomyces
bruxellensis como sondas para a detec¢do de contaminag&o por estas leveduras.

A presente inveng@o também esta relacionada com uma metodologia para
identificagdo taxondmica de Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis por
meio da técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase utilizando um par de
oligonucleotideos especifico baseado na regido 18S do DNA ribossdmico. A inovagéo
consiste no desenvolvimento de oligonucleotideos baseados em uma regidio do DNA
ribossomico ainda ndo utilizada para a deteccdo desta levedura, tendo como
consequéncia o desenvolvimento de um método de detecgéo confidvel e viavel de ser
utilizado na rotina industrial.

A vantagem € que permite, com alto grau de confiabilidade, a detec¢do de
leveduras Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis, que séo contaminantes de
bebidas, entre elas o vinho, e que causam perdas econdmicas ao setor vinicola ao se
desenvolverem no produto final e produzirem quantidade de compostos fendlicos acima
do limiar de percepgéo (LP). Permite a detecg¢do rapida da contaminag¢8o por esta
levedura, possibilitando a¢des que reduzam as perdas econdmicas.

Na descrig@o que segue, um numero de termos € utilizado extensivamente. As
seguintes defini¢Ges séo providas para facilitar o entendimento da inveng&o.

Os termos “Dekkera” e “Brettanomyces” serdo utilizados de forma intermitente
na presente invenc¢do, definindo o género que forma esporo (Dekkera) e a forma

anamorfa (Brettanomyces).
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O "género Dekkera" é uma designagdio da geragdo sexual do "género
Brettanomyces." Em taxonomia, € possivel que um unico tipo de levedura tenha
diferentes designagdes para sua geragdo sexual e asexual, e entdo as duas designagdes
sdo consistentes uma com a outra. Portanto, podemos dizer que os primers da presente
inven¢do podem ser utilizados para detectar tanto espécies Dekkera bruxellensis quanto
espécies Brettanomyces bruxellensis.

“Sense” significa que a seqii€ncia de polinucleotideo estd na mesma orientagdo

5’3’ da seqiiéncia de interesse.

“Antisense” significa que a seqiiéncia de polinucleotideo estd na orientag&o

contraria com relagéo a orientagéio 5°-3’ da seqiiéncia de interesse.

O termo “polinucleotideo (s)” como usado aqui, significa um polimero de
filamento unico ou duplo de bases de deoxiribonucleotideo ou ribonucleotideo e inclui
moléculas correspondentes de RNA e DNA, incluindo moléculas de HnRNA e mRNA,
de filamentos tanto “sense” como “antisense”.

Os polinucleotideos descritos na presente invengédo sfo preferencialmente cerca
de 80% puros, mais preferencialmente pelo menos cerca de 90% puros, € mais

preferencialmente pelo menos cerca de 99% puro.

O termo “sonda” utilizado na presente inveng&o refere-se a um oligonucleotideo,
polinucleotideo ou acido nucléico, sendo RNA ou DNA, se ocorrendo naturalmente
como em uma digestdo de enzima de restri¢do purificada ou produzida sinteticamente,
que seja capaz de se anelar com ou especificamente hibridizando com um &acido
nucléico contendo seqii€éncias complementares a sonda. Uma sonda pode ser ainda de
cadeia simples ou cadeia dupla. O comprimento exato da sonda dependerd de muitos
fatores, incluindo temperatura, origem da sonda e uso do método. Por exemplo,
dependendo da complexidade da seqiiéncia alvo, a sonda de oligonucleotideo
tipicamente contém 15-25 ou mais nucleotideos, embora ela possa conter menos
nucleotideos. As sondas aqui s@o selecionadas para serem complementares para
diferenciar cadeias de uma seqii€ncia de um acido nucléico particular. Isto significa que

a sonda pode ser suficientemente complementar para ser capaz de “hibridizar
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especificamente” ou anelar com suas respectivas cadeias-alvo sob uma série de
condi¢es pré-determinadas. Conseqiientemente, a seqii€éncia da sonda ndo necessita
refletir exatamente a seqiiéncia complementar do alvo. Por exemplo, um fragmento de
nucleotideo ndo complementar pode ser ligado ao final 5° ou 3’ da sonda, com o
restante da seqii€éncia da sonda sendo complementar a cadeia alvo. Alternativamente,
bases ndo complementares ou seqiiéncias longas podem estar intercaladas dentro da
sonda se esta tiver complementaridade suficiente com a seqii€ncia do acido nucléico

alvo para anelar especificamente com ele.

O termo “primer” como utilizado aqui refere-se a um oligonucleotideo, sendo RNA
ou DNA, cadeia simples ou cadeia dupla, derivado de um sistema bioldgico, gerado
através de digestéio com enzimas de restri¢&o, ou produzido sinteticamente que, quando
colocado em um ambiente proprio, € capaz de agir funcionalmente como um iniciador
de uma sintese de acido nucléico dependente de molde. Quando apresentado com um
molde de &cido nucléico apropriado, trifosfatos nucleosideos adequados precursores de
acidos nucléicos, uma enzima polimerase, cofatores adequados e condig¢Ges tais como
temperatura ¢ pH adequados, o primer pode ser extendido em seu terminal 3’ pela
adi¢do de nucleotideos pela agéo de uma polimerase ou com atividade similar para
produzir uma primeira extens&o do produto. O ‘primer’ pode variar em comprimento
dependendo de condig¢des particulares e requerimentos para aplicagdo. Por exemplo, em
aplicagdes de diagnosticos, o ‘primer’ oligonucleotideo possui tipicamente de 15-25 ou
mais nucleotideos em comprimento. O ‘primer’ deve ter complementaridade suficiente
com o molde desejado para iniciar a sintese da extensdo do produto desejado. Isso ndo
significa que a seqiiéncia do ‘primer’ deva representar um complemento exato do molde
desejado. Por exemplo, uma seqiiéncia de nucleotideo ndo complementar pode ser
ligada ao final 5° de um ‘primer’ complementar. Alternativamente, bases ndo
complementares podem estar intercaladas dentro da seqiiéncia de oligonucleotideo do
‘primer’, desde que o ‘primer’ tenha complementaridade suficiente com a seqii€éncia da
cadeia molde desejada para prover funcionalmente um complexo molde-primer para a

sintese da extenséo do produto.
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O termo “hibridizando especificamente” diz respeito & associagdo entre duas
moléculas de 4acidos nucléicos de cadeia simples que possuam seqii€ncias
suficientemente complementares para permitir tal hibridizag&io sob condigdes pré-
determinadas geralmente descritas no estado da técnica (apostila: Tecnologia de DNA

recombinante. Universidade de S&o Paulo, Capitulo 1, 2003)

Em particular, o termo se refere a hibridizagdo de um oligonucleotideo com uma
seqiiéncia substancialmente complementar contendo uma molécula de DNA ou RNA de
cadeia simples da presente inveng&o. Condigdes apropriadas necessarias para realizag&o
da hibridizag¢8o especifica entre moléculas de acidos nucléicos de cadeia simples de
complementaridade variada estio bem descritas no estado da técnica (apostila:
Tecnologia de DNA recombinante. Universidade de Sdo Paulo, Capitulo 4, 2003). Uma
formula comum para se calcular as condigdes de estringéncia requeridas para se ter uma
hibridizag8o entre moléculas de acido nucléico segue abaixo (Sambrook et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2™ ed. (1989), Cold Spring Harbor
Laboratory Press):

Tm = 81,5°C + 16,6 Log [Na+] + 0,41 (%G+C) — 0,63 (% formamida)-600/pb no
duplex (sonda)

Como ilustrag¢do da formula acima, usando [Na+] = [0,368] e 50% de formamida,
com contetido de GC de 42% e um tamanho de sonda médio de 200 bases, a Tm sera de

57°C.

Sondas ou primers sdo descritos como correspondendo ao polinucleotideo da
presente inveng&o identificado como SEQ ID NO1 ou SEQ ID NO2 ou uma variante do
mesmo, se a sonda de oligonucleotideo ou primer, ou seu complemento, estiver contido
dentro da seqiiéncia especificada como SEQ ID NO1 ou SEQ ID NO2, ou uma variante

desta.

O termo “oligonucleotideo” refere-se a um segmento relativamente curto de uma
seqiiéncia de polinucleotideo, geralmente compreendendo entre 6 a 60 nucleotideos.
Esses oligonucleotideos podem ser usados como sondas ou iniciadores (“primers”),

onde as sondas podem ser usadas para uso em testes de hibridizagdo e iniciadores para
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uso na amplificagdo de DNA por reagdo de cadeia polimerase. O termo
“oligonucleotideo” € referido aqui como ‘primers’ e ‘sondas’ da presente invengéo, € é
definido como uma molécula de acido nucléico compreendendo de dois ou mais ribo ou
deoxiribonucleotideos, preferencialmente mais do que trés. O tamanho exato dos
oligonucleotideos dependerd de véarios fatores e na aplicagdo particular e uso dos
oligonucleotideos. Oligonucleotideos preferidos compreendem 15-50 pares de base
consecutivas complementares & SEQ ID NO 1 ou SEQ ID NO2. As sondas podem ser
facilmente selecionadas usando procedimentos bem descritos no estado da técnica
(Sambrook et al “Molecular Cloning, a laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989), levando em consideragéo estringéncias de hibridizagdo DNA-DNA,
recombinagdo e temperaturas de fusdo, e potencial para formagdo de lagos e outros

fatores, que sdo conhecidos no estado da técnica.

99 ¢

A definigfo dos termos “complemento”, “complemento reverso” e “seqiiéncia
reversa”, como usados aqui, € ilustrada pelo seguinte exemplo. Para a seqiiéncia
5’AGTGAAGT3’, o complemento ¢ 3’TCACTTCAS’, o complemento reverso ¢
3’ACTTCACTS’ e a seqiiéncia reversa ¢ S’TGAAGTGA3’.

Como usado aqui, o termo “variante” ou “substancialmente similar” compreende
seqii€éncias de aminodcidos ou nucleotideos diferentes de seqii€ncias especificamente
identificadas, em que um ou mais nucleotideos ou residuos de aminoacidos ¢ deletado,
substituido ou adicionado. As variantes podem ser variantes alélicas, de ocorréncia
natural, ou variantes de ocorréncia nfo natural. As seqiiéncias variantes ou
substancialmente similares dizem respeito a fragmentos de 4cidos nucléicos que podem
ser caracterizados pela porcentagem de similaridade de suas seqiiéncias de nucleotideos
com as seqii€ncias de nucleotideo descritas aqui (SEQ ID NO 1 ou SEQ ID NO2), como
determinada por algoritmos comuns empregados no estado da técnica. Os fragmentos de
acidos nucléicos preferidos sdo aqueles cujas seqii€ncias de nucleotideos t€ém pelo
menos cerca de 40 ou 45% de identidade de seqiiéncia, preferencialmente cerca de 50%
ou 55% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de 60% ou 65% de
identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de 70% ou 75% de identidade de

seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de 80% ou 85% de identidade de seqiiéncia,
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mais preferencialmente ainda com cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando comparada com a seqiiéncia de
referéncia. A identidade percentual € determinada por alinhamento de duas seqii€ncias a
serem comparadas, determinando o nimero de residuos idénticos na por¢do alinhada,
dividindo este nimero pelo numero total de residuos na seqii€ncia pesquisada e
multiplicando o resultado por 100. Esse alinhamento pode ser feito através de softwares
existentes na internet, um deles ¢ o BLASTN, que esta disponivel na pagina do National
Center for Biotechnology Information/NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Aqui, o termo "mutag8o" significa que os nucleotideos podem ser os mesmos ou
diferentes, podem ser selecionados a partir de uma substitui¢go, uma exclusfo, uma
inser¢do e uma adi¢do. Essa mutagdo pode ser preferencialmente selecionada de "uma
substitui¢do de uma base", onde uma certa base € substituida por outra base, “uma base
de exclusdo", onde uma certa base € excluida, “uma base de inser¢do", onde uma certa
base estd inserida, e "uma base de adi¢@0", em que uma certa base € adicionada. O
nimero de mutagées pode ser 1-6 bases, 1, 2, 3 ou 4, bases, 1 ou 2 bases ou uma base.

Um polinucleotideo que constitui o grupo de primers da presente inveng&o pode
ser preparado pela sintese quimica de um acido nucléico de acordo com um método
comum, como um método de fosfato triéster (Hunkapiller, M. et al. Nature, 310, 105,
1984). Caso contrario, o DNA total de uma cepa como meta de detec¢do pode ser
obtido, e um fragmento de DNA contendo uma seqii€ncia de nucleotideos de interesse
pode ser entdo obtido, conforme o caso, pelo método de PCR ou similar, com base nas
seqiiéncias de nucleotideos divulgada na presente especificag@o. Mais especificamente
a presente invengdo diz respeito ao método de detec¢do de leveduras do género Dekkera
e Brettanomyces através da técnica de PCR (Saiki, R. K., D. H. Gelfand, S. Stoffel, S. J.
Scharf, R. Higuchi, G. T. Horn, K. B. Mullis, and H. A. Erlich. "Primer-Directed
Enzymatic Amplification of DNA with a Thermostable DNA Polymerase." Science 239
(1988): 487-491; United States Patent 5,656,493 Mullis, et al. August 12, 1997: System
for automated performance of the polymerase chain reaction).

De acordo com a presente invengdo, € previsto um método de detectar leveduras

compreendendo as seguintes etapas:
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(a) realizar a rea¢do de amplificagdo de acido nucléico contido em uma
amostra através da utilizag8o do grupo de primers selecionados do
grupo de SEQ ID NO1 ou SEQ ID NO2; e

(b)  detectar a presenga ou auséncia de um produto de amplifica¢éio, onde a
geragdo de um produto de amplificacdo indica a presenga de
levedura.

Mais especificamente para a presente invengdo as leveduras detectadas séo
Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis.

O grupo de primers da presente inveng&o pode ser provido na forma de um Kkit,
isoladamente ou em combinag&o. Entdo, de acordo com a presente inveng&o, € provido
um kit para detecgdo de levedura, preferencialmente Dekkera bruxellensis e
Brettanomyces bruxellensis, que compreende um grupo de primers selecionados de
seqiiéncias de oligonucleotideos substancialmente similares as seqii€éncias de SEQ ID
NO1 ou SEQ ID NO2 e uma combinagéo dos mesmos.

O kit de acordo com a presente invengdo pode compreender reagentes e
aparatos, que s&0 necessarios para a implementagdo da reag@o de amplifica¢do de acido
nucléico pelo método da presente invengéo. Os reagentes do kit da presente invengéo
podem ser enzimas (Taq DNA polimerase, Tth DNA polimerase), solu¢do tampéo
especificas  para  enzimas, oligonucleotideos da  presente  inveng&o,
desoxirribonucleotideos trifosfatos, cofator cloreto de magnésio. Os aparatos do kit da
presente inven¢fo podem ser, mas ndo estdo limitados a tubo de reagfo feitos de
polipropileno. A reagdo de amplificagdo pode ocorrer em aparelhos especificos tais
como termocicladores.

Assim, o conjunto de primers e kit de acordo com a presente inven¢do pode ser
usado no controle de qualidade de bebidas alcoolicas (por exemplo, vinho, cerveja,
cerveja com baixo teor de malte, vinho de fruta) e / ou de refrigerantes (por exemplo,
bebidas espumantes ndo alcodlicas tais como a soda de limdo e agua gaseificada), a
analise de uma amostra do ambiente (por exemplo, a 4gua das matérias-primas).

Dekkera anomala, Dekkera bruxellensis e Dekkera custersiana, podem ser
encontradas como espécies de leveduras causadoras da deteriorago no processo de

produgdo de cerveja e cerveja com baixo teor de malte ou nos produtos finais dos
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mesmos. Por isso, os primers da presente inveng&o e combina¢do dos mesmos podem
ser utilizados em métodos de detecgdo e quantificagdo. Este ultimo por meio de Reagdo
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) usando qualquer um desses
primers (SEQ ID N°1 e SEQ ID N°2), e um kit compreendendo esses grupos de primers.

A reagdo de amplificagfo de acido nucléico pelo método da presente invengéo
pode ser realizada através de métodos de amplificag@o utilizando reagentes comerciais
ja existentes no estado da técnica (cloreto de magnésio, Taq DNA polimerase ¢ ANTP
nas concentragdes adequadas — Invitrogen, Promega). A reagéo de amplificagéo de
acido nucléico pode ser realizada, por exemplo, através do DNA da amostra de mistura,
uma solucdo de primer, e reagentes de amplificagio (por exemplo, um kit de
amplificagdo de DNA Loopamp fabricado pela Eiken Chemical Co. , Ltd.), em
conformidade com as instrugdes incluidas com o kit, € em seguida, mantendo a mistura
obtida em uma determinada temperatura (60.degree. C. a 65.degree. C.), de modo a
reagir por um determinado periodo de tempo (em geral, uma hora).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método muito sensivel de
analise e por isso € realizado com muito cuidado para evitar contaminagdes que possam
inviabilizar ou tornar erréneo o resultado. Em primeiro lugar, deve-se extrair o material
genético da célula ou outro material a ser estudado (exemplo: bebidas) sem danificé-lo.
Normalmente o material extraido ¢ o DNA (ADN), mas pode-se trabalhar com 0 RNA
(ARN) em uma RT-PCR que € um desdobramento da PCR e possui outras aplicagdes.

Depois de extraido o DNA, a este ¢ adicionada uma mistura (também conhecida
como pré-mix) que contém os dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos), que sdo as
bases nitrogenadas ligadas com um trés fosfato, os primers também chamados de
oligonucleotideos (ou iniciadores) e a enzima DNA polimerase em uma solugdo
tamp@o. Toda esta mistura € colocada no termociclador, o qual faz ciclos de temperatura
pré-estabelecidos com tempos exatos especificos para cada reagdo (fragmento a ser
amplificado).

Na primeira etapa do ciclo a temperatura € elevada de 94 a 96 °C por pouco
tempo para que haja a separag@o da dupla cadeia de DNA (Desnaturag&o). Na segunda
etapa, a temperatura é reduzida entre 50 a 60 °C dependendo da quantidade de C e G

encontrada no primer, para que os primers se anelem (pareiem) com a fita molde de
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DNA (anelamento). Na ultima etapa do ciclo a temperatura ¢ elevada a 72 °C para que a
enzima possa funcionar sintetizando a nova molécula (extensfo), em seguida um novo
ciclo € iniciado. Normalmente sgo realizados de 25 a 40 ciclos para cada reagéo na qual
a taxa de replicag@o € exponencial 2 ciclos.

O resultado € analisado através de uma eletroforese em gel de agarose ou de
poliacrilamida e depois € interpretado com a ajuda de um profissional competente. Este
ultimo, no entanto, tem como caracteristicas o valor mais elevado e a toxicidade antes
da polimerizagéo.

A reagdo de amplificag@io do acido nucléico pelo método da presente invengéo
pode ser realizada através das seguintes etapas:

1) Em um primeiro momento ¢ obtida uma amostra de DNA para que se

ocorra a reagdo de amplificagéo;

(i) Em seguida a amostra ¢ colocada em contato com uma reagdo de
amplificagéo contendo 0,1mM de cada dNTP
(desoxirribonucleotideos trifosfatos), 1,5 U de uma enzima para
polimerizar a cadeia de DNA (Taq DNA polimerase, Tth DNA
polimerase), 0,8 pmol de cada oligonucleotideo, 2,5 mM de cloreto de
magnésio e uma solugfio tampdo 1 x especifica para atuacdo da
enzima em questdo;

(ili) Na primeira etapa da reagdo (desnaturag@o) ocorre a separagdo das fitas
do DNA de interesse através da elevagéo da temperatura entre 94 a
96°C, preferencialmente 95 °C;

(iv) Na segunda etapa a temperatura € reduzida para 50 a 61°C,
preferencialmente 60 °C, dependendo da quantidade de C e G
encontrada no oligonucleotideo, para que os primers se anelem
(pareiem) com a fita molde de DNA (anelamento);

(v) O oligonucleotideo € anelado a regifio 18S do DNAr e a sintese do DNA
¢ extendida pela agfio de uma enzima (preferencialmente Taq DNA
polimerase, Tth DNA polimerase) a uma temperatura entre 70 a 74°C,

preferencialmente 72 °C;
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(vi) Uma cadeia dupla é formada pela cadeia de DNA sintetizada do
oligonucleotideo da presente invenc&o e a amostra de DNA;

(vii) O ciclo de amplifica¢do pode se repetir de 25 a 40 vezes.

A amostra de DNA pode ser obtida por meio de extragdo com protocolo padréo
que utiliza fenol/cloroférmio, extragdo por fervura a 90°C por 2 minutos e extragéo por
congelamento/descongelamento. A utilizaggo direta de amostra de bebida vai depender
do tipo de bebida.

E possivel que os especialistas na 4rea realizem a reagfio de amplificagio de
acido nucléico pelo método da presente invenggo, fazendo pequenas modificagdes no
processo acima descrito. Os oligonucleotideos definidos de acordo com a presente
invengdo também podem ser usados em tal método modificado.

Se a amplifica¢@o de acidos nucleicos é observada, isso significa que um gene-
alvo esta presente, indicando que a cepa como meta de detecgdo do conjunto de primers
¢ positiva (+). Ao contrério, se amplificaggo de tais 4cidos nucléicos ndo for observada,
isso significa que um gene-alvo estd ausente, indicando que a cepa como meta de
detec¢do do conjunto de primers € negativa (-).

Exemplos de uma amostra utilizada como um alvo de detecgdo do conjunto de
oligonucleotideos e kit de acordo com a presente inveng#o incluem: bebidas alcodlicas,
como vinho, cerveja, cerveja de baixo indice de malte, refrigerantes, como cidra,
refrigerante de limdo e dgua gaseificada, amostras ambientais, tais como a agua
coletada para uso como matéria-prima e produtos semi-acabados coletados a partir do
processo de produgdo de bebidas alcodlicas, refrigerantes, etc.

Quando estes produtos sdo utilizados como amostras para o método da presente
invengdo, operagdes como a concentragdo, separagdo e cultura de células existentes na
amostra, a separacdo de um &cido nucléico das células, e a concentracdo do 4cido
nucleico podem ser realizadas como pré-tratamentos. Métodos de concentragdo e
separag@o de células existentes na amostra incluem filtragem e centrifugaggo, e esses
métodos podem ser selecionados, conforme o caso. Além disso, as células concentradas
e isoladas da amostra podem ser ainda mais cultivadas, de modo a aumentar o niimero

de células. Para a cultura, agar s6lido ou um liquido, que € adequado para a proliferagéo
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da levedura alvo, pode ser usado. Além disso, a fim de selecionar a cepa de levedura
alvo, um agente como cicloheximida pode ser adicionado. A fim de liberar um acido
nucleico de células existentes em uma amostra de bebida ou uma amostra ambiental ou
de culturas de células, um método que utiliza um kit comercialmente disponivel ou de
um método de tratamento de células com uma solugdo alcalina e entfio aquecer as
células a 100°C para liberar o acido nucléico pode ser selecionado, por exemplo. Além
disso, se for necessario purificar um acido nucléico, o &acido nucléico pode ser
purificado por um tratamento fenol/cloroférmio, precipitagéo de etanol, centrifugacéo,
etc, € o acido nucléico purificado pode ser finalmente re-dissolvido em tampdo TE ou
semelhantes, de modo que possa ser usado como modelo em testes de DNA (European
Brewery Convention: Analytica-Microbiolégica-EBC, 2.sup.nd ed 2005, Fachverlag
Hans Carl, Nuernberg, Rolf et al:. diagnosticos clinicos e PCR-. pesquisa, Springer-
Verlag, Berlin, 1992; Yasuji Oshima et al: Tanpaku Koso Kakusan (proteinas, acidos
nucléicos, enzimas), Vol. 35, 2523-2541, 1990).

A detecgdo da levedura da espécie Dekkera bruxellensis e da levedura da espécie
Brettanomyces bruxellensis usando o conjunto de primer e kit de acordo com a presente
invengdo pode ser feita da seguinte forma, por exemplo.

Primeiro, a levedura da espécie Dekkera bruxellensis e da levedura da espécie
Brettanomyces bruxellensis que sdo consideradas de existir em uma amostra sdo
cultivadas em um meio adequado. Em seguida, 0 DNA € separado de uma coldnia
formada em meio agar, e 0 método da presente invengdo usando os primers definidos
de acordo com a presente inveng&o s&o aplicados para 0 DNA, de modo a amplificar as
regides do 18S DNAr da levedura da espécie Dekkera bruxellensis e da levedura da
espécie Brettanomyces bruxellensis. O produto de amplificagdo do gene obtido indica a

presenga de uma cepa como um alvo do conjunto de primers.
EXEMPLOS

Os exemplos aqui mostrados t€ém o intuito somente de exemplificar uma das

inimeras maneiras de se realizar a inveng&o, contudo sem limitar, o escopo da mesma.
EXEMPLO 1 - EXTRACAO DE DNA
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Para a extrag@o de DNA as linhagens foram crescidas em YEPG soélido (glicose
2,0%, peptona 1,0%, extrato de levedura 0,5% e 4dgar 1,5%) ou mosto agar (da Silva, G.
A.; de Almeida, E. A. Production of yellow-green fluorescent pigment by Pseudomonas
fluorescens. Brazilian Archives Biology and Technology, 49(3):411-419. 2006). Uma
algada de células foi transferida para tubo contendo 500 puL de tampéo de lise (cloreto
de sédio 0,15M (Vetec, BR), Tris-HCI 50mM (Invitrogen Life Technologies, USA),
EDTA 10mM (Sigma-Aldrich CO., USA), SDS 2,0% (Labsynth, BR); pH 8,0). Os
tubos foram homogeneizados e incubados em banho-maria a 60°C durante 1 hora.
Foram adicionados 500 pL de uma mistura fenol (Sigma Chemical, CO., USA) :
cloroférmio (Reagen, BR) (1:1). A amostra foi homogeneizada e centrifugada a 10000 x
g por 15 minutos (Sorval, USA). A fase aquosa foi transferida para novo tubo e igual
volume de cloroférmio foi adicionado. A amostra foi homogeneizada e centrifugada a
10000 x g por 15 minutos. As etapas de transferéncia da fase aquosa para novo tubo,
adi¢do de cloroformio e a centrifugagfio foram repetidas. A fase aquosa foi transferida
para novo tubo e o DNA foi precipitado pela adigdo de igual volume de isopropanol
(Chimie Test, BR) a frio. Os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso por
30 minutos sob refrigerag@o. A amostra foi centrifugada a 10000 x g por 20 minutos. O
isopropanol foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70% (v/v) a frio. Deixou-
se 0 DNA secar a temperatura ambiente e dissolveu-se em 100 pL de TE (Tris-HCl

10mM pH 7,6, EDTA 1mM pH 8,0). O DNA foi estocado a -18°C para usos futuros.

EXEMPLO 2 - DETECCAO DE LEVEDURAS UTILIZANDO OS
OLIGOSNUCLEOTIDEOS DA PRESENTE INVENCAO
As condi¢cbes para a Reagdo em Cadeia da Polimerase para o par de
oligonucleotideos especifico para Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis
foram padronizadas. Diferentes temperaturas de pareamento (de 50 a 61°C) e diferentes
concentragdes de cloreto de magnésio (de 1,5 a 3,0 mM) foram testadas. A reac¢fo ideal
foi preparada para um volume final de 25uL contendo 1,5 U de Taq DNA polimerase,
tampé@o da enzima 1x, 2,5mM de cloreto de magnésio, 0,8pmol de cada oligonucleotideo
e 1,0uL de DNA extraido (500 ngmL™") de linhagens tipo de todas as espécies avaliadas

(Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis, outras espécies de
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Dekkera/Brettanomyces, Saccharomyces cerevisiae e espécies de Hanseniaspora). A
condi¢do de amplificagdo ideal € desnaturago a 94°C/5 minutos, seguida de 25 ciclos de
desnaturagdo a 94°C/30 segundos, pareamento a 60°C/45 segundos e extenséo a 72°C/30
segundos, € uma extenséo final de 72°C/5 minutos. A Figura 1 mostra a validagéo dos
primers da presente inveng@o através do produto de amplificagdo de um segmento
especifico de 690 pb daregido 18S do rDNA de D. bruxellensis na amostra testada.

Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e poderdo
reproduzir a inveng@o nas modalidades apresentadas e em outros variantes, abrangidos

no escopo das reivindicagdes anexas.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

1) INFORMACOES GERAIS:

I.a) Requerente: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa

L.b) Enderego: Parque Estagdo Bioldgica — Av. W3 Norte — final CEP 70770-901.
Brasilia/DF - Brasil

II) Titulo da Invengdo: OLIGONUCLEOTIDEOS, USO, METODO E KIT PARA
DETECCAO DE CONTAMINACAO DE BEBIDAS POR LEVEDURAS

III) Nimero de Seqii€ncias: 02 (duas).

IV) Formato para leitura em computador:

IV.a) Meio utilizado: CD-rom.

IV.b) Computador utilizado: compativel com IBM PC.

IV.c) Sistema operacional: PC-DOS/MS-DOS (FastSEQ for Windows Version 4.0 —

software usado para criar Lista de Sequéncias).

2) INFORMAGOES GERAIS DAS SEQUENCIAS:
I) Nimero identificador da seqii€éncia: SEQ ID No: 1
IT) Caracteristicas da seqiiéncia:

II.a) tamanho: 18 pares de base
[1.b) tipo: &cido nucleico
II.c) Conformag&o: filamento unico

I.d) Topologia: linear
III) Caracteristica da molécula seqii€nciada

[II.a) Nome: DBRf.

I1.b) Produto do gene: derivado do gene 18s DNAr de Dekkera bruxellensis
IV) Outras informagdes relevantes:

IV.a) Familia: Saccharomycetaceae sub-familia Saccharomycetoideae

IV b) Organismo: Dekkera bruxellensis
V) Seqiiéncia:

GGCGGAGTTC TTTTTCTA 18
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) Numero identificador da seqiiéncia: SEQ ID No: 2
II) Caracteristicas da seqiiéncia:

[I.a) tamanho: 18 pares de base

ILb) tipo: acido nucleico

II.c) Conformag&o: filamento tnico

I1.d) Topologia: linear

IIl) Caracteristica da molécula seqiiénciada

IIl.a) Nome: DBRr.

IL.b) Produto do gene: derivado do gene 18s DNAr de Dekkera bruxellensis
IV) Outras informagdes relevantes:

IV.a) Familia: Saccharomycetaceae sub-familia Saccharomycetoideae
IV b) Organismo: Dekkera bruxellensis

V) Seqiiéncia:

AATTCTCGGT CCCAGGTG 18
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REIVINDICACOES

Oligonucleotideos para identificagdo de microorganismos caracterizados pelo
fato dos oligonucleotideos ou seus complementos hibridizarem especificamente
com aregido 18S DNAr de microorganismos.
Oligonucleotideos de acordo com a reivindicagéo 1 caracterizado pelo fato dos
microorganismos identificados serem leveduras da espécie Dekkera bruxellensis
e leveduras da espécie Brettanomyces bruxellensis.
Oligonucleotideos de acordo com a reivindicagdo 1 caracetrizado pelo fato de
serem selecionados do grupo consistindo de SEQ ID NOS 1 e 2 e suas
seqii€éncias complementares.
Método para detecgdio de microorganismos em uma amostra caracterizado por
compreender 0s passos:

a. realizar a reagdo de amplificagdo de 4cido nucléico contido em uma

amostra através da utilizagdo de oligonucleotideos que hibridizam

especificamente com a regido 18S DNAr de microorganismos; e

b. detectar a presenga ou auséncia de um produto de amplificagdo, onde a
geragdo de um produto de amplificagdo indica a presenga do
microorganismo.

Método de acordo com a reivindicagfo 4 caracterizado pelo fato da amostra ser
selecionada do grupo de bebidas alcodlicas, refrigerantes, amostras ambientais,
dentre outros.

Método de acordo com a reivindicagdo 4 caracterizado pelo fato dos
oligonucleotideos serem selecionados do grupo de SEQ ID NO1 e SEQ ID NO2
e suas seqiiéncias complementares.

Método de acordo com a reivindica¢do 4 caracterizado pelo fato da detecg¢do da
presenga ou auséncia do produto de amplificag@o se dar através de visualizagdo
em gel de agarose ou gel de acrilamida.

Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 7 caracterizado
pelo fato dos microorganismos identificados serem leveduras da espécie

Dekkera bruxellensis e leveduras da espécie Brettanomyces bruxellensis.
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Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 7 caracterizado pelo

fato da reagdo da amplificagdo compreender as seguintes etapas:

Obter uma amostra de DNA para que se ocorra a reagdo de amplificacéo;

b. Colocar a amostra em contato com uma reagdo de amplificagdo contendo

dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos), uma enzima para
polimerizar a cadeia de DNA e uma solugdo tampZo especifica para
atuacdo da enzima em quest&o;

c. Elevar a temperatura da reagdo de amplificag@io para uma faixa de 94 a

96 °C para ocorrer a separagdo das fitas do DNA de interesse;

d. Reduzir a temperatura para uma faixa de 50 a 61 °C para anelamento dos

oligonucleotideos;

e. Realizar a sintese da fita de DNA a uma temperatura de 70 a 74°C;

f. Repetir o ciclo de amplifica¢do revelado de “b” até “e” por 25 a 40 vezes
Método de acordo com a reivindicagdo 9 caracterizado pelo fato da temperatura
de anelamento dos oligonucleotideos depender da quantidade de C e G
encontrada no oligonucleotideo.

Método de acordo com a reivindicagdo 9 caracterizado pelo fato dos
oligonucleotideos serem selecionados do grupo de SEQ ID NO1 e SEQ ID NO2
e suas seqiiéncias complementares.

Kit de identificagdo de microorganismos em uma amostra caracterizado por
compreender aparato para realizagdo da reagfio de amplificagdio e reagentes de
amplificagdo compreendendo os oligonucleotideos de acordo com a
reivindicaggo 1.

Kit de acordo com a reivindicagdo 12 caracterizado pelo fato dos reagentes
serem enzimas, tampdes, desoxirribonucleotideos trifosfatos e oligonucleotideos
de acordo com a reivindicagéo 1.

Uso dos oligonucleotideos de acordo com reivindicag&o 1 caracterizado por ser

na identifica¢&o de microorganismos em amostras.
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15.Uso de acordo com a reivindicagdo 14 -caracterizado pelo fato dos
microorganismos identificados serem leveduras da espécie Dekkera bruxellensis
e leveduras da espécie Brettanomyces bruxellensis.

16. Uso de acordo com a reivindicag@o 14 caracterizado pelo fato da amostra ser
selecionada do grupo de bebidas alcoodlicas, refrigerantes, amostras ambientais,

dentre outros.
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FIGURA 1
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RESUMO

OLIGONUCLEOTIDEOS, USO, METODO E KIT PARA DETECCAO DE
CONTAMINAGCAO DE AMOSTRAS POR MICROORGANISMOS

A presente invengdo descreve oligonucleotideos, uso, método e kit para detecgéo
5 de contaminagdo de amostras por leveduras. A invengdo esta relacionada com a
identificagdo taxondmica e detecg¢fio de leveduras em bebidas, preferencialmente na

detecgdo de Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis.
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