avpraoososz-aes [ HIRHIINININY

(22) Data do Depdsito: 11/03/2010

Republica Federativa do Brasil  (45) Data de Concessao: 22/04/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: METODO PARA DETECGCAO SIMULTANEA DE UMA PLURALIDADE DE ACIDOS NUCLEICOS ALVO
EXECUTADO POR UM SISTEMA DE ANALISE INTEGRADA EM TEMPO REAL DE ACIDOS NUCLEICOS ALVO

(51) Int.Cl.: C12Q 1/68; C12M 1/38; C12N 15/09.

(30) Prioridade Unionista: 08/01/2010 KR 10-2010-0002027; 10/03/2010 KR 10-2010-0021532; 11/03/2009 KR 10-2009-
0020913.

(73) Titular(es): BIONEER CORPORATION.

(72) Inventor(es): YU-JEONG KIM; WAN-LIM KOO; JONG-HOON KIM; DAE-JIN JANG; JIN-CHEOL SEO; SEONG-YOUL KIM;
HAE-JOON PARK; HAN OH PARK.

(86) Pedido PCT: PCT KR2010001530 de 11/03/2010
(87) Publicacdo PCT: WO 2010/104345 de 16/09/2010

(85) Data do Inicio da Fase Nacional: 12/09/2011

(57) Resumo: METODO PARA DETECGCAO SIMULTANEA DE UMA PLURALIDADE DE ACIDOS NUCLEICOS ALVO
EXECUTADO POR UM SISTEMA DE ANALISE INTEGRADA EM TEMPO REAL DE ACIDOS NUCLEICOS ALVO S#o providos
um aparelho para a analise integrada em tempo real de acidos nucleicos e um método para a detecgéo do acido nucleico alvo
utilizando o mesmo, e, mais particularmente, a uma analise integrada em tempo real de acidos nucleicos para a realizagédo
simultanea de analise qualitativa ou analise quantitativa dos genes de varios tipos de amostras biologicas plurais e um método de
deteccdo de um acido nucléico alvo utilizando o mesmo. O aparelho para analise integrada em tempo real de acido nucleico e o
método para a detecgdo de um Acido nucleico alvo utilizando o mesmo, de acordo com a presente invengéo, realizam testes de
varios alvos necessarios de varias amostras através de uma Unica etapa prontamente e com precisdo, e assim, podem ser
eficientemente utilizados por hospitais ou similares que necessitem de um rapido diagndstico de doencas.
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METODO PARA DETECCAO SIMULTANEA DE UMA PLURALIDADE DE
ACIDOS NUCLEICOS ALVO EXECUTADO POR UM SISTEMA DE ANALISE
INTEGRADA EM TEMPO REAL DE ACIDOS NUCLEICOS ALVO

Campo Técnico

5 A presente invencdo refere-se a um aparelho para
andlise integrada de &cidos nucleicos em tempo real e um
método para a deteccdo de um a&cido nucleico alvo utilizando
0 mesmo, e, mais particularmente, a um aparelho para a
andlise integrada em tempo real de &cidos nucleicos para a

10 realizacdo simultidnea de anédlise gqualitativa ou anélise
quantitativa dos genes de véarios tipos de amostras
bioldgicas multiplas e um método para a deteccdo de um
dcido nucléico alvo utilizando o mesmo.

Antecedentes da Invencao

15 Quanto ao teste de diagndéstico in vitro (teste IVD -
do inglés, in wvitro diagnostic), um material alvo
especifico ¢é detectado ou quantitativamente analisado
utilizando uma amostra derivada de um corpo humano, tais
como sangue, urina, saliva ou similares, como uma amostra,

20 para fins de determinacdo de ocorréncia, ou ndo, da doenca
ou infeccdo. O teste de diagndéstico molecular ou o teste de
dcido nucleico (NAT, do 1inglés nucleic acid testing) é o
campo de crescimento mais veloz em um mercado de teste de
diagnéstico in vitro, mas sb& é realizado em grandes

25 organizacdes especializadas em teste de hospitais e
clinicas devido a operacdes complicadas.

Os testes qualitativos e dquantitativos de wvirus ou
germes, gue causam as doencas 1nfecciosas, atualmente
compdem a parte principal do teste de diagnédstico

30 molecular, e um teste de confirmacdo ou similar é realizado
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para a confirmacdo independente dos resultados do teste de
diagnéstico das doengas infecciosas ou para a confirmagdo
dos mutantes. O numero de testes de diagnéstico para a
identificacdo precoce de tumores e o aumento da eficacia
dos métodos terapéuticos estdo aumentando rapidamente. O
teste de diagndstico molecular & variavelmente aplicado em
um campo da medicina personalizada (individualizada) para a
detecgdo de genes anormais, determinagdo de métodos
terapéuticos, selegdo de medicamentos e avaliagdo da
eficdcia dos medicamentos, a respeito das doeng¢as causadas
por predisposigdo genética pessoal.

Um sistema automatizado para o teste de diagnéstico
molecular utilizado atualmente foi desenvolvido de modo que
todo o curso de extragdo, amplificagdo, identificagdo e
similares de &cido nucleico seja automatizado. Por exemplo,
quanto a um sistema de amostragem direta de tubos (DTS)
TIGRIS, da Gen-Probe, que & o primeiro sistema automatizado
aprovado pela agéncia norte-americana reguladora de
alimentos e medicamentos, a Food and Drug Administration, a
captura de alvos, a amplificag¢do, a identificag¢do e a saida
dos resultados dos testes sdo automatizados. O sistema pode
examinar a infecg¢do de Neisseria gonorrhea, que & um agente
patogénico da gonorreia, como uma das doengas venéreas
representativas e a Chlamydia trachomatis, que & um agente
patogénico de uma doenga sexualmente transmissivel. Como
outro exemplo, um sistema COBAS (Ampliprep, analisador
Tagman), da Roche Molecular Systems, o sistema m2000
(m2000sp, m2000rt) da Abbott, o sistema GeneXpert da
Cepheid, o analisador Liat (Lab-in-a-tube) da IQuum Inc.,

foram desenvolvidos em um sistema automatizado com base em
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uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e foram lancados
no mercado.

No entanto, de acordo com o sistema automatizado
atual, uma vez que a preparagdo de amostras, a andlise
guantitativa em tempo real e o relatdrio relativo a um tipo
de amostra sdo executados em uma UGnica etapa, & impossivel
realizar a preparacdo de amostras, da andlise quantitativa
e da andlise qualitativa em tempo real e o relatdrio de
varios tipos diferentes de amostras simultaneamente e em
uma vez.

Em particular, o nimero de pacientes com hepatite b &
alto, enquanto que o nimero de pacientes com tuberculose,
ndo. Nesse caso, o0s testes tém de ser adiados por varios
dias, até & obtengdo de uma quantidade predeterminada de
amostra. No caso onde o teste de diagndéstico & realizado em
varios tipos de amostra, um teste diferente precisa ser
realizado em cada tipo, O que requer experiéncias
repetitivas, e, assim, muitos testes ndo podem ser
realizados em um dia. E necessirio muito tempo na coleta de
amostras para a detecgdo da hepatite b, e a separagdo,
purificagdo e amplificag8o do &acido nucleico, a fim de
detectar o virus da hepatite B.

Dessa maneira, h& a necessidade de muito tempo a fim
de se obter o mesmo tipo de amostras mlltiplas, e trata-se
de um desperdicio a utilizag¢do de um reator de amplificacgédo
de &cido nucleico de 96 pogos a fim de analisar apenas
diversas amostras de hepatite B. Nesse caso, por fim, um
aparelho é inutilmente operado, ou as amostras necessitam

ser ainda coletadas. Por essa razdo, os hospitais de

pequeno e médio porte ndo podem executar os varios testes
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clinicos em um nGmero relativamente pequenoc de amostras
clinicas devido &as limitag¢des econbdmicas e temporais e,
assim, terceirizam os testes para as organizagdes de teste
externas, resultando em tempo, custos e esfor¢os maiores.

Divulgagdo

Problema Técnico

Os presentes inventores, enquanto estudavam um sistema
automatizado capaz de extrair, analisar e relatar os
diversos tipos de alvos de uma fnica vez, desenvolveram um
aparelho para a andlise integrada em tempo real de &cidos
nucleicos de coleta de varios tipos de amostras, de
extracdo de acidos nucleicos de varios tipos de amostras no
mesmo dia, e de deteccdo simulténea dos acidos nucleicos em
um Gnico amplificador de &cido nucleico, de modo a permitir
que hospitais de pequeno e médio porte dotados de um nGmero
relativamente pequeno de amostras para a realizagldo, com
eficiénecia, de varios testes de diagndéstico, e um método
para a andlise de 4&cidos nucleicos alvo utilizando os
mesmos, e, entdo, concluiram a presente invencgio.

Um objeto da presente invengdo é o fornecimento de um
aparelho para a andlise integrada em tempo real de &cidos
nucleicos capaz de realizar, simultaneamente, a andlise
qualitativa ou a anilise quantitativa dos genes
correspondentes para uma pluralidade de tipos de amostras
biolégicas.

Outro objeto da presente invengdo & o fornecimento de
um método para a detecgdo de um &cido nucleico alvo
utilizando o aparelho para a andlise integrada em tempo
real de acidos nucleicos.

Solugdo Técnica
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A presente invengdo fornece um aparelho para a anilise
integrada em tempo real de A&cidos nucleicos capaz de
realizar, simultaneamente, a andlise qualitativa ou a
andlise quantitativa dos genes de uma pluralidade de tipos
de amostras bioldgicas.

A presente invengdo também fornece um método para a
deteccdo de um &cido nucleico alvo a partir de amostras
bioclbégicas contendo &cidos nucleicos, utilizando o aparelho
para a andlise integrada em tempo real de acidos nucleicos.

Um aparelho para a andlise integrada em tempo real de
dcidos nucleicos, a fim de realizar simultaneamente a
andlise qualitativa ou a andlise gquantitativa de &cidos
nucleicos alvo correspondentes a varios tipos de amostras
bioldgicas, sendo que o aparelho para a andlise integrada
em tempo real de &cidos nucleicos compreende: uma
pluralidade de instrumentos automatizados de purificagdo e
distribuicdo 100 que separam e purificam os A&cidos
nucleicos alvo de varios tipos de amostras bioldgicas
contendo os acidos nucleicos alvo; um amplificador em tempo
real de 4&cido nucleico 200 que inclui wum bloco de
circulacdo de temperatura de miltiplos pogos 210, e a
medicdo em tempo real da quantidade de diferentes tipos de
dcidos nucleicos alvo obtidos pela pluralidade de
instrumentos automatizados de purificag¢do e distribuicdo
100; um controlador que atribui mGltiplos pogos no bloco de
circulagdo de temperatura 210 do amplificador em tempo real
de &cidos nucleicos 200 pela unidade de coluna, de acordo
com os tipos dos é&cidos nucleicos alvo, de forma
correspondente a diferentes tipos de &acidos nucleicos alvo

respectivamente separados e purificados pelos instrumentos
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automatizados de purificacdio e distribuigdio 100, armazena
informagdes sobre as amostras bioldgicas de instrumentos
automatizados de purificagdo e dispensagdo 100 de forma
correspondente aos respectivos pogos atribuidos pela
unidade de c¢oluna, realiza a amplificag¢do simultédnea nas
mesmas condic¢des do bloco de circulagdo de temperatura e
realiza a gestdo integrada de modo dque os resultados de
amplificagdo, pelos quais os &cidos nucleicos alvo
respectivos sdo analisados quantitativa e qualitativamente,
correspondam &as amostras bioldgicas respectivas submetidas
A separa¢do e a purificag¢do por instrumentos automatizados
de purificagdo e dispensagdo 100; e uma unidade de video
300 que gera os resultados da andlise gualitativa ou
quantitativa em tempo real a partir do controlador.

Na atribuigdo dos miltiplos pogos no bloco de
circulacdo de temperatura 210 do amplificador em tempo real
de &cidos nucleicos 200 pela unidade de coluna, de acordo
com tipos de &cidos nucleicos alvo, e no armazenamento de
informagdes sobre as amostras bioldgicas de acordo com os
instrumentos automatizados de purificacdo e dispensac¢do 100
de maneira correspondente aos respectivos pocos atribuidos
pela unidade de coluna, as informag¢des sobre uma amostra
padrdo positiva, uma amostra padrdo negativa, ou uma
amostra padrdo quantitativa podem ser adicionalmente
armazenadas.

O amplificador em tempo real de &cido nucleico 200
pode compreender kits de diagndstico carregados no bloco de
circulacdo de temperatura de miltiplos pog¢os 210, sendo que
os kits de diagndstico contém diferentes tipos de A&cidos

nucleicos obtidos a partir da pluralidade de instrumentos
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automatizados de purificacdo e distribuigdo 100;

O bloco de circulagdo de temperatura de mGltiplos
pogos 210 pode ser um bloco de circulagdo de temperatura de
96 pogos composto por 12 colunas x 8 fileiras de pogos.

Os itens de medigdo podem ser seletivamente definidos
no bloco de circulagdo de temperatura de miltiplos pogos
210 pela unidade de coluna.

O controlador, gquando um controle positivo interno
(IPC) é separado juntamente com varios tipos de amostras
biolbégicas em cada instrumento automatizado de purificagédo
e dispensag¢do 100, pode determinar a partir do produto de
amplificacdo pelo amplificador em tempo zreal de A&cidos
nucleicos 200 se o dcido nucleico & separado com é&xito pelo
instrumento automatizado de purificag¢do e dispensa¢do 100
e, dessa maneira, determinar se a separag¢do de acido
nucleico é repetida.

O controlador ©pode detectar qualitativamente a
presenca ou auséncia de &cidos nucleicos alvo, através da
comparag¢do dos valores de Ct das respectivas amostras
bioldégicas, gque sdo obtidos por meio de amplificacgdo
simulté&nea nas mesmas condi¢des do amplificador em tempo
real de &cidos nucleicos 200, com um valor de Ct
fundamental.

0 controlador pode determinar quantitativamente o
destino de &acidos nucleicos dentro da amostra, através da
comparagdo dos respectivos valores de Ct obtidos por meio
de amplificagdo simultdnea de uma concentrag¢do conhecida da
amostra  padrdo quantitativa e respectivas amostras
bioldégicas nas mesmas condi¢des do amplificador em tempo

real de acidos nucleicos 200, com um grafico quantitativo
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do valor de Ct da amostra padrdo quantitativa, a fim de
calcular o ntmero de Acidos nucleicos alvo.

o] instrumento automatizado de purificacdo e
dispensacdo 100 pode incluir um cartucho contendo véarias
amostras bioclégicas contendo &acidos nucleicos e tampdes
utilizados para a extragdo de &cidos nucleicos dessas, um
bloco de congelamento, um bloco de alta temperatura, um
barril de licor residual, um cartucho de pipeta, e um bloco
de pipeta, sendo o bloco de pipeta mdével em um substrato
sobre o qual os blocos e os cartuchos sdo fornecidos,
permitindo a fixagdo e o desprendimento de pipetas, e
incluindo uma unidade de aplicagdo de campo magnético para
a aplicag¢do ou o cancelamento de um campo magnético para as
pipetas, e informag¢des sobre as respectivas amostras padrdo
e amostras bioldgicas e informag¢gdes sobre os &acidos
nucleicos alvo de acordo com os instrumentos automatizados
de purificagdo e dispensagdo 100 podem ser armazenados no
controlador.

O amplificador em tempo real de &cidos nucleicos 200
pode incluir o bloco de circulagdo de temperatura de
mGltiplos pogos, cuja temperatura varia de acordo com oS
niveis de temperatura pré-determinados, uma fonte de luz de
irradiacdo para a irradiagdo de 1luz sobre os tubos de
reacdo carregados no bloco de circulagdo de temperatura, e
um sensor de detecgdo de 1luz fluorescente para o
recebimento de luzes geradas a partir dos tubos de reagdo,
e os itens de medigdo sdo definidos e armazenados pela
unidade de coluna de pogos atribuidos.

0 aparelho para a andlise integrada em tempo real de

dcidos nucleicos pode incluir ainda uma unidade de banco de
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dados de armazenamento 400 que armazena os resultados da
andlise.

Em outro aspecto geral, um método para a detecgdo de
dcidos nucleicos qﬁe utiliza um aparelho para a andlise
integrada em tempo real de acidos nucleicos alvo inclui: 1)
a separagdo e a purificagdo de &cidos nucleicos contidos
nas respectivas amostras a partir de varias amostras
bioldégicas contendo amostras-padrdo e &acidos nucleicos por
uma pluralidade de instrumentos automdticos de purificagdo
e separacdo 100 e, entdo, a aplicagdo da solugdo assim
separada e purificada em um tubo de reagdo de mistura de
reagdo de amplificag¢do de acido nucleico;2) a atribuigdo de
po¢os em um bloco de circulagdo de temperatura de mGltiplos
210 pela unidade de coluna, de acordo com os tipos de
adcidos nucleicos alvo, de modo que o bloco de circulagdo de
temperatura de miltiplos 210, sobre o qual os tubos de
reagdo de mistura de reagdo de amplificagdo de acido
nucleico devem ser carregados, e os Aacidos nucleicos alvo
respectivos separados e purificados pelos instrumentos
automdticos de purificagdo e dispensagdo 100, correspondam
entre si, e o armazenamento de informagdes nas amostras-
padrdo e nas amostras bioldgicas separadas pelos
instrumentos automdticos de purificagdo e dispensacdo 100,
de forma correspondente aos respectivos pogos atribuidos
pela unidade de coluna; 3) o carregamento dos tubos de
reagdo preparados na etapa 1) nos respectivos pogos em
concordancia com as informa¢des armazenadas nas amostras
biolbégicas nos respectivos pogos dos blocos de circulacgdo
de temperatura de miltiplos pogos 210 do amplificador em

tempo real de 4&acidos nucleicos; e 4) a amplificag¢do
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simultanea dos respectivos acidos nucleicos alvo carregados
no bloco de circulag8do de temperatura 210 do amplificador
em tempo real de &dcidos nucleicos sob a mesma condig¢do e a
realizacdo da andlise qualitativa ou andlise quantitativa
dog &cidos nucleicos alvo respectivos para a pluralidade de
amostras bioldgicas, e, assim, obter os resultados de
amplificagdo.

Na etapa 1), um controle positivo interno (IPC) pode
ser adicionado & amostra bioldgica, seguida da separagdo do
dcido nucleico, no instrumento automatizado de purificagdo
e dispensagdo 100, e a eficidcia na detecgdo do acido
nucleico alvo pode ser determinada por determinag¢do, a
partir dos resultados da amplificagdo, de se o a&acido
nucleico alvo €& separado, com éxito, no instrumento
automatizado de purificagdo e dispensagdo 100, e da
eficiéncia de amplificacgdo.

O tubo de reagdo de mistura de reag¢do de amplificagdo
de acidos nucleicos pode ser preparado através da aplicagdo
da solug¢do de &cido nucleico separada e purificada em um
tubo de reagdo, no qual os componentes necessarios para a
amplificagdo de &acidos nucleicos est@o contidos em um tipo
de seco, e da mistura da solu¢do com os componentes.

O controle positivo interno pode ser particula de
virus mosaico do tabaco quando o acido nucleico alvo for o
RNA.

O controle positivo interno pode ser DNA de plasmideo
ou produto de PCR quando o &dcido nucleico alvo for o DNA.

Efeitos Vantajosos

Conforme estabelecido acima, o aparelho para a andlise

integrada em tempo real de &acidos nucleicos pode executar
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automaticamente a separacdo e a purificagio de &cidos
nucleicos a partir de varios tipos de amostras bioldgicas,
através da utilizacdo de ao menos dois instrumentos
automatizados de purificacdo e dispensac¢do, pode analisar
simultaneamente varias amostras de uma s vez no
amplificador em tempo real de &cidos nucleicos, e pode
reduzir o tempo e o custo para o teste utilizando um
controlador que gerencia os instrumentos automatizados de
purificagdo e dispensagdo e o amplificador em tempo real de
dcidos nucleicos.

Além disso, de acordo com o método de detecg¢do de um
dcido nucleico alvo que utiliza o aparelho para a andlise
integrada em tempo <real de &cidos nucleicos, pode-se
confirmar se os Acidos nucleicos para as amostras
biolégicas respectivas s8o separados ou ndo, e se ocorrem
problemas durante o procedimento de amplifica¢do no
amplificador em tempo real de &cido nucleico, através da
adicdo de controles internos positivos da presente invengédo
juntamente com as amostras bioldgicas no instrumento
automatizado de purificacdo e dispensagdo durante a
separag¢do e a purificagdo de acido nucleico.

Além disso, miltiplos pog¢os do bloco de circulagdo de
temperatura de miltiplos pogos podem ser atribuidos de
acordo com os tipos dos &cidos nucleicos alvo, de forma
correspondente para diferentes tipos de &cidos nucleicos
alvo separados e purificados nos instrumentos automatizados
de purificag¢do e dispensagdo, e, assim, os testes de varios
alvos requeridos de varias amostras podem ser realizados
paralelamente através de wuma Unica etapa. Portanto, a

presente invengdo pode ser eficientemente utilizada por
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hospitais ou o similares que necessitem de um rapido
diagnéstico das doengas.

Descrigdo dos Desenhos

Os objetosg, caracteristicas e vantagens acima e outros
da presente invengdo se tornardo evidentes a partir da
descricio a seguir das modalidades preferidas, fornecidas
em conjunto com os desenhos de acompanhamento, nos quais:

A FIG. 1 é uma vista esquemdtica de um aparelho para a
anidlise integrada em tempo real de 4&acidos nucleicos de
acordo com a presente invengdo;

A FIG. 2 é uma vista de um bloco de circulag¢do de
temperatura de mdltiplos pogos 210 fornecido em um
amplificador em tempo real de A&acidos nucleicos de acordo
com a presente invengao;

A FIG. 3 & uma vista de uma unidade de video 300 de
acordo com a presente invencao;

A FIG. 4 é& uma vista que mostra um diagrama de fluxo
do aparelho para a andlise integrada em tempo real de
dcidos nucleicos de acordo com a presente invengdo;

A FIG. 5 & uma vista que mostra uma parte de pogo de
carregamento de amostras de um cartucho em um instrumento
automatizado de purificag¢do e dispensac¢do de acordo com a
presente invengdo;

A FIG. 6 & uma vista que mostra um grafico de reacdes
em cadeia da polimerase em tempo real (PCRs) do virus do
mosaico do tabaco modelos padrdo (TMV) em relacdo as
particulas de virus mosaico do tabaco (IPC), de acordo com
a presente invengao;

A FIG. 7 é& uma vista que mostra uma curva padrdo

(inclinagdo: -0,283, R2:1) para o grafico das PCRs em tempo
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real dos modelos padrdo do virus mosaico do tabaco modelos
padrdo (TMV) a partir de particulas do virus mosaico do
tabaco (IPC), de acordo com a presente invengdo;

A FIG. 8 & uma vista que mostra um grdfico de PCRs em
tempo real dos DNAs do modelo padrdo de HBV em um
amplificador de &cidos nucleicos em tempo real, utilizando
kits de PCR quantitativos de HVB, de acordo com a presente
invengao;

A FIG. 9 é uma vista gque mostra uma curva padrdo
(inclinag¢do: -0,2882, R2: 0,9997) para o grafico de PCRs em
tempo real dos DNAs do modelo padrdo de HBV em um
amplificador de &acidos nucleicos em tempo real, utilizando
kits de PCR quantitativos de HVB, de acordo com a presente
inveng¢do;

A FIG. 10 é uma vista que mostra um grafico de PCRs em
tempo real dos RNAs do modelo padr3o de HCV em um
amplificador de &cidos nucleicos em tempo real, utilizando
kits de RT-PCR quantitativos de HCV, de acordo com a
presente invencgdo; e

A FIG. 11 é uma vista que mostra uma curva padrio
(inclina¢do: -0,2970, R2: 0,9998) para o grafico de PCRs em
tempo real dos RNAs do modelo padrdo de HCV em um
amplificador de &cidos nucleicos em tempo real, utilizando
kits de RT-PCR quantitativos de HCV, de acordo com a
presente invencdo;

Descrigdo Detalhada dos Elementos Principais

100: instrumento automatizado de purificacdo e
dispensacao
200: amplificador em tempo real de acidos nucleicos

300: unidade de wvideo



10

15

20

25

30

14/68

400: unidade de banco de dados de armazenamento

Melhor Modo

Aqui, um aparelho para a andlise integrada em tempo
real de &cidos nucleicos serd descrita em detalhes com
referéncia aos desenhos de acompanhamento. Os desenhos a
seguir s3o fornecidos a titulo de exemplo para que a ideia
da presente invengdo possa ser suficientemente transferida
aos técnicos no assunto ao gqual se refere a presente
invencdo, e possa ser elaborada exageradamente.

Salvo indicag¢do em contrario, deve-se compreender gue
todogs os termos wutilizados no relatédrio descritivo,
incluindo os termos técnicos e cientificos, possuem o mesmo
significado que aqueles que compreendidos pelos técnicos no
assunto, e que, adicionalmente, na descrigdo e nos desenhos
de acompanhamento abaixo, as fungdes ou construgbes bem
conhecidas ndo serdo descritas em detalhes uma vez que elas
podem obscurecer desnecessariamente o entendimento da
presente invengdo.

Exemplo 1

O Exemplo 1 é direcionado a um aparelho para a analise
integrada em tempo real de &cidos nucleicos de acordo com a
presente invengdo. A FIG. 1 & uma vista esquemdtica de um
aparelho para a andlise integrada em tempoc real de &cidos
nucleicos de acordo com a presente invencdo, e, doravante,
a presente invencdo serd descrita em maiores detalhes.

O aparelho para a andlise integrada em tempo real de
dcido nucleico inclui wuma pluralidade de instrumentos
automatizados de purificagdo e distribui¢do 100 para a
separagdo e purificagdo dos acidos nucleicos alvo a partir

de varios tipos de amostras bioldgicas contendo os &acidos
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nucleicos alvo; A amostra bioldgica significa um material
biolégico separado do ambiente natural e que contém &acidos
nucleicos. A amostra biolégica de acordo com a presente
invencdo pode ser uma solug¢do de Acido nucleico,
microrganismo, tecidos, fluidos biocldégicos, ou células, que
sdo purificados ou separados. Os exemplos de fluido
biolégico podem incluir sangue, plasma, saliva, wurina,
fluido espinhal cerebral, 1liquido de lavagem gastrica,
leucoforese, varias amostras obtidas do corpo humano, e
similares, mas sem limitagdo a esses. A amostra da presente
invencdo pode ser uma amostra derivada de qualquer planta,
animal, corpo humano, germe ou virus, contendo acidos
nucleicos. Os exemplos do &cido nucleico da presente
invencdo podem geralmente incluir DNA, RNA, PNA, hibrido de
DNA e RNA, ou um material contendo esses, mas sem qualquer
limitacdo. O aparelho da presente invengdo pode ser
utilizado na separagdo e na detecgdo de um material, tal
como uma proteina.

Com referéncia a Fig. 1, os instrumentos automatizados
de purificagdo e dispensagdo 100 da presente invengdo podem
ser instalados em pluralidade, de preferéncia, de 2 para 6,
a fim de separar os acidos nucleicos de um Gnico tipo de,
pluralidade de tipos de, ou varios tipos de amostras. O
instrumento automatizado de purificacg¢do e dispensagdo 100
da presente invengdo caracteriza-se pelo fato de que uma
particula magnética & ligada de maneira reversivel a um
dcido nucleico para a separag¢do do acido nucleico, a fim de
separar os acidos nucleicos de um grande nGmero de solugdes
de amostras bioldgicas.

o) instrumento automatizado de purificagédo e
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dispensacdo 100 automaticamente purifica e dispensa os
dcidos nucleicos, e inclui um cartucho contendo varias
amostras bioldégicas que contém &acidos nucleicos e tampdes
utilizados para a extragdo de A&acidos nucleicos a partir
desses, um bloco de congelamento, um bloco de alta
temperatura, um barril de licor residual, um cartucho de
pipeta, e um bloco de pipeta. O bloco de pipeta pode mover
para sobre um substrato no qual os blocos e cartuchos acima
sd3o fornecidos, permitindo a fixac¢do e o desprendimento de
pipetas, e incluindo uma unidade de aplicagdo de campo
magnético para a aplicagdo ou o cancelamento de um campo
magnético para as pipetas. O bloco de pipeta pode permitir
a fixacd3o e o desprendimento das pipetas 8 a 16.

As particulas magnéticas utilizadas na separagdo dos
dcidos nucleicos de um grande nUimero de solugdes de
amostras bioldégicas se ligam aos acidos nucleicos em um
tampdo. Se um campo magnético for aplicado a pipeta
enquanto os &dcidos nucleicos ligados 4as particulas
magnéticas sdo aspirados na pipeta, as particulas
magnéticas ligam-se ao aglomerado de &cidos nucleicos na
pipeta e aderem a um interior da pipeta, e os outros
materiais s8o descarregados para fora da pipeta.

Assim como a particula magnética da presente invencéo,
uma particula magnética fina dotada de uma ampla superficie
é preferivelmente utilizada.

Na presente invengdo, um Imd& permanente ou um
eletroimd pode ser utilizado como uma unidade de aplicagdo
de campo magnético para a aplicagdo do campo magnético na
pipeta, e o campo  magnético pode ser aplicado

reversivelmente na pipeta. A solug¢do pode ser descarregada
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por um pistdo conectado & pipeta durante a operagdo da
pipeta, e a pipeta & movivel por uma unidade movedora de
pipeta.

Assim como o instrumento automatizado de purificagdo e
dispensacgao 100 da presente invengao, um aparelho
automatizado de purificagdo e dispensagdo comumente
conhecido pode ser utilizado, e, por exemplo, um aparelho
descrito no registro de ©patente coreana n° 148239,
Us85702590, US5647994, EP 0691541, US 5336760, US5897783,
UsS6187270, e no pedido de patente coreana n°® 10-2008-
0032904 pode ser utilizado. Além disso, o Sistema
totalmente Automatizado de Purificac¢do de Proteinas de
DNA/RNA ExiPrepTM 16 da Empresa Bioneer pode ser utilizado
preferencialmente como o instrumento automatizado de
purificagdo e dispensagdo 100 da presente invengdo.

0 acido nucleico separado e purificado pelo
instrumento automatizado de purificag¢do e dispensag¢do 100 é
dispensado em um kit de diagndéstico constituido de um tubo
de unidade de reacdo previamente nele carregado. O kit de
diagnéstico constituido de um tubo em tiras de 8 pogos, no
qual o &cido nucleico ¢é dispensado no instrumento
automatizado de purificag¢do e dispensagao 100, é retirado,
e selado com uma pelicula transparente e, em seguida,
carregado na coluna atribuida em um amplificador de &cidos
nucleicos em tempo real. Uma operag¢do em tempo real do
amplificador de &acidos nucleicos & executada, e, assim, os
resultados sdo automaticamente elaborados.

Uma unidade de reconhecimento de cédigo de barras (ndo
mostrada) pode ser adicionada a pluralidade de instrumentos

automatizados de purificagdo e distribuig¢do 100 para a
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separagdo e a purificagdo dos dcidos nucleicos alvo a
partir de varias amostras bioldégicas contendo os &cidos
nucleicos alvo. As informagdes de amostra bioldgica
reconhecidas pela unidade de reconhecimento de cdédigo de
barras podem ser armazenadas como banco de dados em um
controlador, que é um software gerenciador de sistemas
dentro do aparelho para a andlise integrada em tempo real
de 4&cidos nucleicos, e essas informag¢des podem ser
automaticamente aplicadas também no amplificador em tempo
real de &cidos nucleicos 200. O cdédigo de barras apresenta
um contelido necessédrio para a distingdo dentre amostras,
tais como sexo, idade, tipos e similares das amostras
biolégicas.

A presente invengdo inclui um amplificador em tempo
real de acido nucleico 200 que inclui diferentes tipos de
dcidos nucleicos alvo obtidos a partir da pluralidade de
instrumentos automatizados em tempo real de purificagdo e
distribuicado 100;

0 amplificador de &cidos nucleicos em tempo real 200
da presente invengdo inclui um bloco de circulagdo de
temperatura de miltiplos pogos 210, no gqual os kits de
diagnéstico correspondentes aos &cidos nucleicos separados
e purificados a partir do instrumento automatizado de
purificagdo e dispensagdo 100 sd3o carregados, e cuja
temperatura varia de acordo com os niveis de temperatura
pré-determinados, uma fonte de luz para a irradiagdo de luz
em tubos de reag¢do carregados no bloco de circulagdo de
temperatura, e um sensor de detec¢do de 1luz fluorescente
para o recebimento da luz gerada a partir de etiquetas

detectaveis dentro dos tubos de reagdo. O sensor de
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deteccdo de 1luz fluorescente permite os resultados da
andlise qualitativa e quantitativa em tempo real em relagdo
aos &cidos nucleicos alvo.

Assim como o amplificador de &cido nucleico em tempo
real 200 da presente invengdo, que & um aparelho dgue
permite a PCR em tempo real, um aparelho para a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) de &cido nucleico em tempo real
pode ser wutilizado, e, preferivelmente, um aparelho
descrito na patente coreana n° 794703, um aparelho descrito
no PCT/KR2008/064558, ou o Bloco Térmico Quantitativo em
Tempo Real Exicycler ™ 96, um produto da empresa Bioneer,
s3o selecionados e utilizados.

O amplificador em tempo real de &cido nucleico 200
inclui o bloco de circulacdo de temperatura de miltiplos
pogos 210. O Dbloco de circulagdo de temperatura de
mGltiplos pogos 210 & composto por 96 pogos de 12 colunas X
8 fileiras. Os respectivos pog¢os sdo particionados pela
unidade de coluna, e, dessa maneira, atribuidos pela
unidade de coluna. Assim, a quantidade de amplificag¢do de
adcidos nucléicos respectivos e das informag¢des alvo de
acordo com diferentes tipos de &acidos nucleicos alvo pode
ser exibida pela unidade de coluna através da unidade de
video 300 em tempo real. No presente exemplo, os itens de
deteccdo de 4&cidos nucleicos alvo sd3o definidos pela
unidade de coluna de pog¢os, mas, sem limitacdo a esses;
eles podem ser definidos pela unidade de linha ou pela
unidade de pogo.

Na presente invengdo, o aparelho para a andlise
integrada em tempo real de &cidos nucleicos pode incluir

ainda uma unidade de banco de dados de armazenamento 400
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que armazena os resultados da andlise.

O amplificador em tempo real de &cidos nucleicos 200
da presente invengdo armazena informagdes sobre os tipos de
dcidos nucleicos alvo separados e purificados pelos
instrumentos automatizados de purificag¢do e dispensagdo 100
e as amostras bioldégicas. Além disso, o amplificador em
tempo real de acido nucleico 200 atribui miltiplos pogos no
bloco de circulagdo de temperatura de miltiplos 210 pela
unidade de coluna, de acordo com os tipos de &cidos
nucleicos alvo separados dos instrumentos automdticos de
purificagdo e dispensagdo 100. Uma ou mais colunas s&o
preferencialmente atribuidas no bloco de circulagdo de
temperatura de miltiplos pogos. Os &cidos nucleicos
separados da amostra bioldgica e das amostras-padrdo sédo
colocados nos respectivos pogos dentro de cada Aarea
atribuida que é definida para apresentar o mesmo destino de
deteccdo, e as informag¢des relacionadas sd3o armazenadas
para cada pogo.

Na presente invengdo, um “pogo 21la” significa cada
pogo do bloco de circulagdo de temperatura de miltiplos
pogos 210 sobre o qual um tubo de reagdo do kit de
diagnéstico pode ser carregado. Os respectivos alvos de
deteccdo gdo definidos pela unidade de coluna do bloco de
circulagédo de temperatura de maltiplos pogos do
amplificador de &cido nucleico de acordo com os tipos de
kits de diagnéstico.

A presente inveng¢do inclui um software gerenciador de
aparelhos para a andlise integrada em tempo real de &cidos
nucleicos controlando os instrumentos automatizados de

purificagdo e dispensag¢do 100, controlando o amplificador
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em tempo real de &cidos nucleicos 200, transmitindo as
informagdes a partir do aparelho automatizado de
purifica¢do e dispensagdo para o amplificador de acidos
nucleicos em tempo real, e armazenando e gerenciando as
informa¢des do amplificador de &cidos nucleicos em tempo
real.

O kit de diagnéstico utilizado na presente invengéo
inclui uma etiqueta detectavel, e & composto por tubos de
reacdo 500 nos quais um iniciador (primer) para a
amplificagdo de um &cido nucleico alvo especifico, e um
tamp3o estdo contidos na mesma quantidade.

Na presente inveng¢do, o “tubo de reagdo 500” significa
um recipiente gue contenha uma amostra nele. De 1 a 96,
preferencialmente 8, 12, 16 ou 96 tubos de reag¢do podem ser
preparados. O tubo de reagdo pode ser um dente ou um tubo
formado em um material plastico ou similar, e pode ser um
tubo tendo um padrdo regular, por exemplo, um tipo de
trelica de placa de reagdo de 96 pogos ou placa de reagdo
de 384 pog¢os, ou tipo tira de 8 pogos.

Um iniciador (primer) para a amplificag¢do do A&acido
nucleico alvo, uma etiqueta detectavel, e um tampdo estdo
contidos no tubo de reagdo 500 para o kit de diagndéstico, e
o &cido nucleico separado & a ele adicionado. O volume
total desse &, de preferéncia, de 10 a 50 P, mas sem
limita¢des. Os diferentes iniciadores (iniciador (primer)s)
e sondas nos diversos kits de diagnéstico sdo amplificados
na mesma temperatura de anelamento (Tl1l). Cada tubo da
unidade de reagdo do kit de diagndstico contém um iniciador
e uma sonda projetados para a amplificagdo de um &cido

nucleico alvo diferente.
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"Na presente invencdo, o kit de diagnéstico & preparado
por secagem de uma composigdo na qual um iniciador (primer)
especifico para a amplificag8o de uma parte especifica de
um &cido nucleico, uma sonda tendo fluorescéncia nele
afixada, uma DNA polimerase, e dNTP s3o secagem. Um
estabilizador pode ser adicionado. A secagem pode ser
realizada por liofilizagdo (criodessecagdo), secagem por
aquecimento, secagem a vacuo sob pressdo reduzida ou
similares. Portanto, uma vez que a composi¢do do kit de
diagndstico estd presente em um tipo de secado, uma
quantidade predeterminada de solugdo de &cido nucleico
separada e purificada é adicionada, sem regulacdo da
quantidade da composigdo, e, assim, prepara diretamente uma
mistura de reacgdo de amplificacgdo de acidos nucleicos.

Os iniciadores (iniciador (primer)s) para a deteccdo
dos &acidos nucleicos alvo, que utilizados nos respectivos
kits de diagnéstico na presente invencdo, usam sequéncias
de base projetadas para que tenham pontos de fusdo
semelhantes (Tm, °C) para o teste de diagndstico de &cidos
nucleicos alvo respectivos. O ponto de fusdo (Tm, °C) foi
projetado com base em uma parte da sequéncia de base do
dcido nucleico alvo, e é importante para definir a mesma
condigdo de temperatura de reagdo a fim de amplificar
simultaneamente e seletivamente os varios &4cidos nucleicos
alvo com base em uma temperatura de anelamento. De acordo
com a presente invengdo, varios acidos nucleicos alvo podem
ser simultaneamente detectados a partir de amostras de uma
pessoa ou amostras de varias pessoas. Por exemplo, os
testes para o diagnéstico de AIDS, hepatite B, hepatite C,

e doengas venéreas podem ser executados simultaneamente em
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um Gnico amplificador de acidos nucleicos em tempo real sob
a mesma condicdo de amplificacgdo uma vez.

A FIG. 2 & uma vista de um bloco de circulagdo de
temperatura de mGltiplos pogos 210 tendo uma pluralidade de
po¢os nos quails a pluralidade de tubos de reagdo 500 para
os kits de diagnéstico sdo carregados, respectivamente. Na
presente invengdo, o tubo de reagdo 500 pode ser feito em
um tipo de 8 tiras, um tipo 16 tiras ou tipo de placa de 96
pogos.

Com referéncia a Fig. 2, os tubos de reagdo, nos quais
os &cidos nucleicos separados e purificado a partir de um
mesmo tipo de amostras bioldgicas sdo injetados, sédo
carregados em pogos 2lla nas colunas atribuidas, e o
iniciador (primer) e/ou a sonda projetados para a
amplificagdo do mesmo &acido nucleico alvo estdo contidos em
cada um dos tubosg de reagdo carregados nas mesmas colunas.

Com referéncia a Fig. 2, o bloco de circulagdo de
temperatura de maltiplos pogos 210 €& composto de uma
pluralidade de pogos. Os tubos de reagdo 500 para os kits
de diagnéstico podem ser carregados nos pogos 211°%
respectivos. Na presente inveng¢do, varios tubos de reagdo
diferentes para os kits de diagndstico podem ser carregados
no bloco de circulagdo de temperatura de mGltiplos pogos, e
os miltiplos pog¢os do bloco de circulagdo de temperatura de
miltiplos pogos sd3o atribuidos pela unidade de coluna, de
acordo com os tipos de &cidos nucleicos alvo. Uma
pluralidade de Kkits de diagndéstico para os diferentes
dcidos nucleicos alvo é carregada no bloco de circulagdo de
temperatura de mdltiplos pogos, e, assim, os maltiplos

po¢os no bloco de circulagdo de temperatura de mltiplos
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pocos sdo atribuidos para os respectivos tipos de &cidos
nucleicos alvo pela unidade de coluna, de modo
correspondente aos diferentes tipos de &cidos nucleicos
alvo. No entanto, os testes de diagnéstico sdo realizados
sob a mesma condig¢do de reagdo de amplificagdo.

O bloco de circulagdo de temperatura de mGltiplos
pogos 210 do amplificador em tempo real de &cido nucleico
da presente invengdo pode ter um tipo de 96 pogos (2
colunas x 8 fileiras). Os miltiplos pogos no bloco de
circulagao de temperatura de mGltiplos pogos sdo
preferivelmente definidos para que sejam atribuidos para os
alvos de detecg¢do pela unidade de uma ou duas colunas
adjacentes, sem limitagdes.

O amplificador de &cidos nucleicos em tempo real 200
da presente invengdo tem uma temperatura, que &
repetidamente variada entre uma primeira temperatura como
uma  temperatura de anelamento (T1) e uma segunda
temperatura como uma temperatura de expansdo (T2), sob
controle do controlador.

Portanto, os tubos de reagdo para os kits de
diagnéstico carregados no pogos 2lla tém uma temperatura
entre a primeira temperatura como uma temperatura de
anelamento (T1) e a segunda temperatura como uma
temperatura de expansdo (T2), e, assim, os &cidos nucleicos
sdo amplificados, e uma terceira temperatura pode ser
necessdria para a desnaturagdo. A primeira temperatura como
uma temperatura de anelamento (T1l), a segunda temperatura
como uma temperatura de expansdo (T2), e a terceira
temperatura do Dbloco de circulagdo de temperatura de

mdltiplos pogos 210 podem ser definidas de forma variada,
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dependendo do tipo de &acido nucleico alvo.

O amplificador de &cidos nucleicos em tempo real 200
mede os graus de amplificagdo e as gquantidades dos
respectivos &dcidos nucleicos alvo simultaneamente, com base
nas informacdes sobre os tipos de &acidos nucleicos alvo e
nas amostras biolbégicas correspondentes aos pogos
atribuidos no bloco de circulagdo de temperatura de
maltiplos pogos. Os &cidos nucleicos alvo sd3o medidos por
valores numéricos de sinais de etiquetas detectaveis
contidas nos tubos de reagdo.

O nivel do sinal gerado pela etiqueta & proporcional a
quantidade de &cidos nucleicos alvo amplificados. O sinal
da etiqueta detectavel pode ser qualquer tipo de sinal que
inclua, por exemplo, um sinal luminescente, um sinal de
corante colorido ou um sinal radioativo. O sinal detectével
é, de preferéncia, o sinal luminescente. (0] sinal
luminescente pode ser um sinal fluorescente ou um sinal
quimioluminescente. A luz & iluminada assim que se inicia a
amplificagdo do 4&cido nucleico alvo, e o tempo de
iluminagdo e a intensidade de iluminac¢do sdo variados a
depender da quantidade de amplificagdo do &acido nucleico
alvo. Eles permitem o monitoramento da gquantidade de
amplificagdo do acido nucleico alvo.

Na presente invengdo, uma sonda ligada a uma tinta
fluorescente pode ser utilizada para a detecg¢do de sinais,
e uma tinta fluorescente, tal como uma tinta intercalante,
pode ser utilizada. De preferéncia, uma sonda duplamente
etiquetada pode ser utilizada principalmente para a

amplificacdo de &acidos nucleicos.

O amplificador de &cidos nucleicos em tempo real 200



10

15

20

25

30

26/68

inclui um controlador. O controlador armazena as
informagcdes sobre os tipos de &cidos nucleicos alvo
separados pelos instrumentos automatizados de purificacgdo e
dispensacdo 100 e as respectivas amostras bioldgicas
separadas € purificadés pelos instrumentos automatizados de
purificagdo e dispensagdo 100, atribui varios pogos para os
respectivos tipos de &cidos nucleicos alvo de forma
correspondente aos diferentes tipos de 4&cidos nucleicos
alvo separados e purificados por instrumentos automatizados
de purificagdo e dispensagdo 100, simultaneamente amplifica
todos os acidos nucleicos alvo sobre o bloco de circulagdo
de temperatura de miltiplos pogos nas mesmas condigdes, e
mede e determina os &cidos nucleicos alvo respectivos que
sdo simultaneamente amplificados, com base nas informag¢des
sobre os tipos de acidos nucleicos alvo correspondentes as
colunas atribuidas e das amostras bioldgicas atribuidas
para os respectivos pogos.

Todas as informag¢des mantidas pelo controlador sdo
inseridas a partir de um usudrio, e as informagdes de
entrada (inseridas) deverdo ser armazenadas e mantidas.

Neste amplificador de &acidos nucleicos em tempo real
de 200, a quantidade de amplificac¢do de &cidos nucleicos de
destino respectivos e as informagdes alvo sdo apresentadas
através da unidade de video 300 em tempo real, de acordo
com os tipos de kits de diagndstico para a detecgdo de
dcidos nucleicos alvo diferentes, que sd3o carregados no
bloco de circulagdo de temperatura de mGltiplos pogos 210
pela unidade de coluna ou pela unidade de pogo.

A FIG. 3 & uma vista de uma unidade de wvideo 300 de

acordo com a presente invencdo. Com referéncia & Fig. 3, a
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unidade de video 300 pode incluir uma primeira unidade de
video 302 de exibicdo das informa¢des nas colunas
atribuidas do amplificador de &cidos nucleicos em tempo
real 200, uma segunda unidade de video 301 de medigdo e
representagdo grafica da quantidade de &acido nucleico alvo
amplificado no tubo de reagdo da unidade, e um seletor de
po¢o 303 de permissdo para um usudrio selecionar e
visualizar individualmente os pogos 2l1lla. Pela seleg¢do do
usudrio através do seletor de pogos 303, os resultados de
diagnéstico para um ou mails tubos de reagdo da unidade s&o
exibidos em cores diferentes ao mesmo tempo, e, assim, as
diferengas nos resultados do diagndésticos podem ser
exibidas claramente e forma distinguivel.

O aparelho para a analise ihtegrada de A&cidos
nucleicos em tempo real de acordo com a presente invengdo
inclui um controlador para o gerenciamento integrado dos
instrumentos automatizados de purificagdo e dispensac¢do e o
amplificador de &cido nucleico em tempo real, e, mais
especificamente, para a transmissdo de dados de amostras
bioldégicas da purificagdo automatizada e instrumentos de
dispensa para o amplificador de &cidos nucleicos em tempo
real, e para a andlise qualitativa ou quantitativa dos
resultados de amplifica¢do e informagdo de acidos nucleicos
alvo dos diferentes tipos de acidos nucleicos alvo, que sdo
obtidos a partir do amplificador em tempo real de &cidos
nucleicos.

O aparelho integrado para a andlise de A4cidos
nucleicos em tempo real da presente invencdo & operado por
um software do controlador, que é dividido em quatro, ou

seja, 1) entrada de informag¢des, 2) separagdo e purificacédo
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de 4cido nucleico no instrumento automatizado de
purificagdo e dispensagdo 100, 3) execugdo do amplificador
em tempo real de é&cidos nucleicos 200, e 4) atualizacgdo do
resultado e da andlise, conforme mostrado na Fig. 6. O
software do controlador da presente inven¢do controla toda
a operagdo. O software executa a fungdo de BD e manutencdo,
controle e manutencdo dos instrumentos automatizados de
purificagdo e dispensagdo, executar, andlise, controle e
manutencdo do amplificador de &cidos nucleicos em tempo
real, e similares.

O aparelho para a andlise integrada em tempo real de
dcidos nucleicos da presente invengdo & composto de dois
computadores, trés instrumentos automatizados de
purificacdo e dispensacdo, e um amplificador em tempo real
de acidos nucleicos. Primeiramente, o software do
controlador baseia-se nos dados de entrada em um software
gerenciador de aparelhos de andlise integrada em tempo real
de &cidos nucleicos por um usuario. Un dos dois
computadores é um computador para o software gerenciador de
aparelho integrado de andlise em tempo real de A&cidos
nucleicos no gqual um BD local, um software gerenciador de
sistema integrado em tempo real de &cidos nucleicos, e um
programa de instrumento automatizado de purificagdo e
dispensagdo sdo instalados. O outro computador & para um
programa de amplificador de &cidos nucleicos em tempo real.
Os computadores respectivos transmitem e recebem dados
através de TCP/IP. O computador para o software gerenciador
de andlise integrada em tempo real de &acidos nucleicos se
comunica com os trés instrumentos automatizados de

purificacdo e dispensagdo através de TCP/IP. O computador
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para o amplificador de &cidos nucleicos em tempo real se
comunica com o amplificador de &cidos nucleicos em tempo
real através de uma USB. O aparelho para a andlise
integrada em tempo real de &acidos nucleicos €& constituido
de um ambiente cliente servidor dentre os computadores, e
um ambiente de <cliente servidor entre o software
gerenciador de aparelhos de andlise integrada em tempo real
de &cidos nucleicos e os instrumentos automatizados de
purificagdo e dispensagdo.

Mais especificamente, um BD principal estd presente em
cada sitio do hospital. Os dados relacionados as amostras
sdo inseridos no banco de dados (BD) principal pelo
programa gerenciador de aparelhos de anadlise integrada de
dcidos nucleicos em tempo real. Através desse trabalho, é
fornecida uma lista de trabalho no DB local utilizado no
aparelho para a andlise integrada de &acidos nucleicos em
tempo real. A lista de trabalho fornecida & atribuida aos
respectivos instrumentos automatizados de purificagdo e
dispensacdo utilizando um cédigo de barras ou tipo de
atribuicdo automdtica pelo wusuario. Apds a conclusdo da
atribuicdo, os instrumentos automatizados de purificagdo e
dispensac¢do sdo operados. Apds a conclusdo de uma operagdo,
é realizada a atualizacdo. O computador para o software
gerenciador de aparelhos de andlise integrada em tempo real
de &acidos nucleicos verifica se hd a atualizac¢do e, assim,
conclui a atualizagdo no BD local. O software gerenciador
de andlise integrada em tempo real de &acidos nucleicos da
presente inveng¢do pode controlar varios instrumentos de
purificagdo e dispensagdo de &cido nucleico simultaneamente

e individualmente, e pode gerenciar o seu estado de
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operagdo.

O computador para o software gerenciador de aparelho
integrado de &cidos nucleicos em tempo real notifica o
usudrio de que o amplificador de &cidos nucleicos em tempo
real estd pronto. OS tubos de reagdo sdo carregados em um
bloco de circulacdo de temperatura de mGltiplos pogos do
tipo de 96 pogos, apds o recebimento da notificacldo, por
parte do usuario. Quando hd a conclusdo do carregamento dos
tubos de reagdo, o amplificador de &cidos nucleicos em
tempo real é executado. Apds a conclusdo da execugdo, ©
computador para o software gerenciador de aparelhos
integrados em tempo real de &cidos nucleicos notifica o
usudrio se um programa de anadlise & em execug¢do, ou ndo.
Apds a conclusdo da andlise, a conclusdo e a finalizacgdo
sdo realizadas pelo usuidrio. O computador para o software
gerenciador de aparelhos integrados em tempo real de &acidos
nucleicos verifica a conclusdo de todas as operagdes e
andlises. O BD 1local é atualizado apds a conclusdo da
verificacgdo.

Em primeiro lugar, as informa¢des de dados precisam
ser inseridas a fim de operar o aparelho para a andlise
integrada em tempo real de &acidos nucleicos da presente
invengdo. A entrada de informa¢des de dados significa que o
usudrio insere as informagdes de dados de acordo com é
amostra em conformidade com o banco de dados dentro do
programa gerenciador integrado do computador para o
software gerenciador de aparelhos integrados de &cidos
nucleicos em tempo real. Quando had a entrada de informac¢des
de dados, os protocolos utilizados de acordo com os kits de

diagnéstico sdo definidos. Em outras palavras, um nome de
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uma amostra € inserido, e um kit de diagndstico, um tipo de
dcido nucleico, um tipo de fonte de amostra, e um protocolo
de separac¢do sdo selecionados. O nimero de amostras a ser
inserido é selecionado e, em seguida, o botdo “entrada” &
pressionado. No instrumento automatizado de purificagdo e
dispensagdo, os pogos do cartucho sd3o respectivamente
watribuidos” utilizando as informag¢des de dados inseridas.
Na presente invengdo, os termos “auto atribuicdo” e
“atribuicdo” de cdédigo de barras sdo suportados como
“atribuicdo”. A ‘“atribui¢do de” & executada automaticamente
em uma ordem na qual as amostras a serem purificadas sdo
clicadas (escolhidas). Quando a “atribuigdo” & concluida,
cada um dos instrumentos automatizados de purificagdo e
dispensagdo se encontra em um estado operédvel. Os
respectivos instrumento e unidades do instrumento
automatizado de purificag¢do e dispensagdo sdo operados pelo
usuario. 0 software do instrumento automatico de
purificagdo e dispensagdo armazena todas as informagdes
relacionadas & operacgéo. O software do instrumento
automdtico de purificagdo e dispensagdo fornece informagdes
de progresso sobre o tempo, o estado de progresso, e
similares, no momento da operag¢do, ao usudrio. O tempo de
operag¢do do instrumento automatizado de purificagdo e
dispensagdo & de cerca de 40 a 50 minutos. Quando a
operag¢do do instrumento automatizado de purificagdo e
dispensa¢do €& concluida, o software gerenciador de
aparelhos de andlise integrada em tempo real de &cidos
nucleicos realiza a detec¢do automdtica. Apds a deteccgdo

automdtica, uma operagdo do amplificador em tempo real de

dcido nucleico, que & um processo seguinte, & instruida.
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"No presente exemplo da presente invengdo, um
computador correspondente para o amplificador em tempo real
de &cidos nucleicos é definido separadamente e, assim, O
usuario faz o programa do amplificador em tempo real de
4dcidos nucleicos entrar em execugdo. A lista de trabalho é
transferida do instrumento automatizado de purificagdo e
dispensacdo para o amplificador de &cidos nucleicos em
tempo real e, assim, & fornecida automaticamente ao
usuario. Os kits de diagnéstico a serem experimentados sédo
selecionados pela execugdo do programa do amplificador de
acido nucleico através do software gerenciador de andlise
integrada de &cidos nucleicos em tempo real. Na presente
invencdo, os controles sd3o automaticamente atribuidos,
dependendo do kit de diagndstico selecionado. O trabalho é
realizado pelo usudrio de acordo com a lista de trabalho
realizada pelo instrumento automatizado de purificacdo e
dispensac¢do de 4&cido nucleico. Os miltiplos pogos sdo
“atribuidos” em conformidade com a ordem na gqual as
amostras s&8o clicadas. Os kits de diagnéstico sdo
carregados em conformidade com as informac¢des
correspondentes. O amplificador de &cidos nucleicos em
tempo real & operado. A operagdo do amplificador de acidos
nucleicos em tempo real 1leva cerca de 2 a 3 horas.
Terminada a operagdo de s/w (software) do amplificador em
tempo real de &cidos nucleicos, um arquivo de resultado
correspondente é transmitido para o software gerenciador.
Quando a operagdo é concluida, o estado de operagdo &
automaticamente reconhecido, os resultados sdo atualizados,
e a 1lista de trabalhos & transferida para um préximo

processo através do software “gerenciador” de aparelho de
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andlise integrada em tempo real de &cidos nucleicos. Todos
os resultados s8o atualizados através da execugdo da
atualizagédo dos resultados por meio do programa
“gerenciador”. As amostras a serem atualizadas s&o
selecionadas de acordo com os pogos dos miltiplos pogos. A
atualizacdo n3oc é realizada com relagdo as falhas das
amostras, que sdo retornadas (devolvidas) para um processo
correspondente, tal como um processo de separagdo ou um
processo de amplificac3o. E exibida a janela de “Andlise” a
fim de mostrar toda a andlise atual, que permite ao usuério
analisar o estado de amplificagdo.

O controlador do aparelho para a andlise integrada em
tempo real de acidos nucleicos da presente invengdo conecta
automaticamente cinco programas, ou seja, o banco de dados
local da “lista de trabalho”, o software gerenciador do
aparelho de andlise integrada em tempo real de A&cidos
nucleicos, e} software do aparelho automatizado de
purificagdo e dispensag¢do, o software de operagdo do
amplificador em tempo real de &cido nucleico, e o software
de andlise de amplificador de &acidos nucleicos em tempo
real, e, assim, fornece uma série de processo automiatico.
Uma tela relativa & atribuicdo & fornecida no momento da
“atribuicdo”, a fim de evitar erros humanos, e todos os
dados sdo rastreaveis. Os arquivos de log sdo criados no
momento do funcionamento de todas as unidades e
instrumentos.

O aparelho para a andlise integrada em tempo real de
dcidos nucleicos de acordo com a presente invencdo pode
incluir ainda resultados da andlise do armazenamento da

unidade de banco de dados 400 dos tubos de reagdo da
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unidade dos kits de diagnéstico respectivos.

Exemplo 2

O Exemplo 2 é direcionado a um método para a detecc¢do
de um &cido nucleico alvo utilizando um aparelho para a
anidlise integrada em tempo real de &acidos nucleicos de
acordo com a presente invengdo, e, doravante, esse serad
descrito em maiores detalhes.

A presente invengdo fornece um método para a detecgdo
de &cidos nucleicos que utiliza um aparelho para a andlise
integrada em tempo real de &acidos nucleicos, sendo que o
método inclui:

1) a separagdo e a purificagdo de &cidos nucleicos
contidos nas respectivas amostras a partir de varias
amostras bioldégicas contendo amostras-padrdo e acidos
nucleicos por uma pluralidade de instrumentos automaticos
de purificagdo e separagdo 100 e, entdo, a aplicagdo da
solucdo assim separada e purificada em um tubo de reacdo de
mistura de reagdo de amplificacdo de acido nucleico;

2) a atribuicdo de pogos em um bloco de circulacdo de
temperatura de maltiplos 210 pela unidade de coluna, de
acordo com os tipos de &cidos nucleicos alvo, de modo que o
bloco de circulagdo de temperatura de miUltiplos 210, sobre
o qual os tubos de reagdo de mistura de reagdo de
amplificagdo de &cido nucleico devem ser carregados, e os
acidos nucleicos alvo respectivos separados e purificados
pelos instrumentos automdticos de purificag¢do e dispensacgdo
100, correspondam entre si, e o armazenamento de
informa¢des nas amostras-padrdo e nas amostras bioldgicas
separadas pelos instrumentos automidticos de purificacdo e

dispensagdo 100, de forma correspondente aos respectivos
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pocos atribuidos pela unidade de coluna;

3) o carregamento dos tubos de reagdo preparados na
etapa 1) nos respectivos pogos em concordincia com as
informacdes armazenadas nas amostras biocldgicas nos
respectivos pogos dos blocos de circulagdo de temperatura
de maltiplos pogos 210 do amplificador em tempo real de
dcidos nucleicos; e

4) a amplificagdo simulté@nea dos respectivos &cidos
nucleicos alvo carregados no bloco de circulagdo de
temperatura 210 do amplificador em tempo real de A&cidos
nucleicos sob a mesma condigdo e a realizac¢do da anidlise
qualitativa ou andlise quantitativa dos &cidos nucleicos
alvo respectivos para a pluralidade de amostras bioldgicas,
e, assim, obter os resultados de amplificacgdo.

Na presente invengdo, a etapa 2) e a etapa 3) podem
ser executadas simultaneamente, ou a etapa 3) pode ser
realizada antes da etapa 2).

Na presente inveng¢do, os &acidos nucleicos purificados
e dispensados a partir dos instrumentos automatizados de
purificagdo e dispensagdo 100 podem ser A&acidos nucleicos
diferentes, ou varios tipos de amostras biolégicas podem
ser utilizados na separag¢do dos &acidos nucleicos na etapa
1).

Na presente invengdo, um controle positivo interno
(IPC) pode ser adicionado & amostra bioldgica, seguida da
separagdo do acido nucleico, no instrumento automatizado de
purificagdo e dispensagdo 100, e a eficdcia na detecgdo do
dcido nucleico alvo pode ser determinada por determinacgédo,
a partir dos resultados da amplificagdo, de se o &cido

nucleico alvo & separado, com éxito, no instrumento
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automatizado de ©purificagdo e dispensagdo 100, e da
eficiéncia debamplificagéo.

Na presente invengdo, na etapa 1), o tubo de reacdo de
mistura de reacdo de amplificagdo de acidos nucleicos pode
ser preparado através da aplicagdo da solugdo de acido
nucleico separada e purificada em um tubo de reag¢do, no
qual os componentes necessdrios para a amplificagdo de
dcidos nucleicos estdo contidos em um tipo seco, e da
mistura da solugdo com os componentes.

Uma vez que o kit de diagnéstico da invengdo presente
compde-se de uma composigdo seca, a solugdo de A&cido
nucleico separada e purificada & adicionada a essa, para,
dessa maneira, preparar diretamente uma mistura. Quando a
solugdo de &cido nucleico separada €& adicionada ao kit de
diagnéstico em um estado de solug¢do, o volume reativo &
aumentado e a concentragdo de acido nucleico separada é
reduzida.

Na presente invengdo, o controle positivo interno pode
é uma particula de virus mosaico do tabaco quando o acido
nucleico alvo for o RNA.

Na presente invengdo, o controle positivo interno é
DNA de plasmideo ou produto de PCR quando o &acido nucleico
alvo for o DNA. O produto de amplificagdo de PCR significa
o DNA produzido pela amplificag¢do da PCR.

Na etapa 1), o controle positivo interno podera
igualmente incluir amostras-padrdo quantitativas que sé&o
adicionadas de acordo com as concentrag¢des conhecidas.

Na etapa 1), um controle negativo (NTC) e um controle
positivo (PC) podem ser ainda utilizados como amostras-

padréo.
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Como a iniciador (primer) e a sonda para a
amplificacdo do controle positivo interno, as sequéncias
representadas pela Tabela 1 abaixo podem ser utilizadas.

Na presente invengdo, o controle interno (ou controle
positivo interno, IPC) é aplicado a partir de uma etapa de
separacdo e purificagdo de Aacidos nucleicos, e a
amplificagdo ¢é realizada no amplificador de &cidos
nucleicos em tempo real apds a separagdo do acido nucleico
a partir da amostra. Isso €& utilizado para resolver o
problema pelo fato de ser dificil a confirmagdo de se a
causa da amplificacdo insuficiente de acido nucleico situa-
se num procedimento de purificagdo ou um procedimento de
amplificagdo. Na presente invengdo, o controle positivo
interno (IPC) dotado de uma concentrag¢do conhecida é
adicionado & amostra do procedimento de separagdo, separado
e purificado juntamente com &acido nucleico, e assim, pode
se confirmar se a separagdo & executada apropriadamente no
instrumento automatizado de purificag¢do e dispensagdo de
dcido nucleico ou ndo, bem como se pode facilmente ver se a
causa da amplificacdo 1insuficiente de &cido nucleico
durante o procedimento de amplificacdo apds a separacgdo
situa-se na etapa de separac¢do ou na etapa de amplificacéo.
Na presente inveng¢do, um virus mosaico do tabaco &
utilizado como controle positivo interno (IPC). O virus
mosaico do tabaco (TMV), que & um virus de RNA, pode ser
utilizado corretamente como controle positivo interno (IPC)
quando um virus de RNA, tal como o subtipo HIN1l do virus da
influenza A, & um alvo para a detecgdo.

As vantagens da utilizagdo do virus mosaico do tabaco

(TMV) sd8o de acordo com o que segue. Na técnica anterior, o
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controle positivo interno (IPC) ndo é utilizado junto com o
dcido nucleico quando o A&cido nucleico tiver de ser
separado da amostra, e um tipo especifico de RNA &
adicionado & amostra de &cido nucleico separada, somente no
momento da reacdo de amplificagdo de &cidos nucleicos. No
entanto, na invencdo presente, as prdprias particulas de
virus sdo submetidas a separacgdo, purificagdo e
amplificagdo, Jjuntamente com o A&acido nucleico, desde a
etapa de separagdo da amostra & reagdo de amplificagdo de
dcidos nucleicos em tempo real e, portanto, eles sdo fteis
no ensaio de eficiéncia. O virus mosaico do tabaco (TMV),
que é um virus de planta, permite a purifica¢do de massa e
ndo acompanha o0s riscos inerentes ao tratamento. Uma vez
que um virus humano e um virus de planta possuem diferentes
“receptores” reativos, os humanos ndo sdo infectados pelo
virus da planta. Além disso, pelo fato de o virus de planta
possuir uma relagdo distante com o virus humano, uma
sequéncia de bases tem muita ou pouca concordincia com uma
sequéncia de bases de um &acido nucleico alvo de humano no
momento da preparagdo de um iniciador (primer) ou sonda ou
no momento da rea¢do de amplificag¢do de acidos nucleicos.
Na presente invengdo, o kit de diagnéstico & composto
por um controle positivo interno (IPC), um iniciador
(primer) correspondente ao acido nucleico alvo amplificado,
uma etiqueta detectavel para a deteccdo do &acido nucleico
alvo, e um tampdo, que sdo fornecidos na mesma quantidade
dentro de um tubo de reag¢do da unidade. Pode ser utilizada
uma tira de 8 pogos como o tubo de reagdo de unidade. Além
disso, os reagentes para a amplificag¢do de &acido nucleico,

dentro do tubo de reagdo de unidade, sdo caracterizados
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Na presente invengdo, o resultado da amplificagdo, a

M

partir do qual o controle positivo interno (IPC)
adicionado & amostra Dbiolégica a £fim de separar e
identificar os &cidos nucleicos em tempo real no
amplificador de &cido nucleico em tempo real 200, pode ser
confirmado a partir da separagdo ou ndo-separagdo do &acido
nucleico obtido a partir do instrumento automatizado de
purificagdo e dispensagdo 100 e do procedimento de
amplificacdo da de realizagdo -da amplificag@o simulténea
sob a mesma condigdo, utilizando o amplificador de &cido
nucleico em tempo real 200.

O aparelho para a andlise integrada em tempo real de
dcidos nucleicos de acordo com a presente invencdo pode
simultaneamente amplificar os &cidos nucleicos separados a
partir da pluralidade de instrumentos automatizados de
purificagdo e dispensa¢do simultaneamente através do
amplificador em tempo real de acidos nucleicos 200.

Além disso, a presente inven¢do inclui ainda a coleta
de informa¢des sobre os A&acidos nucleicos alvo a serem
detectados a partir dos 4&cidos nucleicos respectivos
simultaneamente amplificados.

Por exemplo, os &cidos nucleicos podem ser separados
do sangue, urina, saliva, células e similares através de
procedimentos diferentes, mas os acidos nucleicos separados
desses podem ser amplificados simultaneamente em um fGnico
amplificador. Na presente inven¢do, os acidos nucleicos sdo
separados por varios instrumentos automatizados de
dispensagdo e purificagdo. Os &cidos nucleicos sio

respectivamente separados do sangue, urina, saliva e
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amostras de saliva pelos trés instrumentos automatizados de
purificagdo e dispensagdo. Os &acidos nucleicos separados
podem ser aplicados na detecgdo simulténea de AIDS,
hepatite B, hepatite C, malaria, tuberculose e doengas
venéreas, utilizando, portanto, os kits de diagndéstico.

A fim de detectar simultaneamente as causas dessas
doencas pelo amplificador em tempo real de 4&cidos
nucleicos, mGltiplos pogos no bloco de circulagdo de
temperatura de mGltiplos pogos podem ser particionados pela
unidade de coluna, e, dessa maneira, atribuir um pogo
especifico para a detecgdo. Por exemplo, as colunas do
bloco de circulagdo de temperatura de miltiplos pogos sédo
atribuidos de forma que a primeira coluna é atribuida para
a AIDS, uma segunda coluna para a hepatite B, uma terceira
coluna para a hepatite ¢ e uma quarta coluna para doengas
venéreas, e, em seguida, sf8o definidas as respectivas
condigdes de amplifica¢do da mesma maneira. Entdo, os kits
de diagndstico contendo os &acidos nucleicos separados sdo
respectivamente carregados em pogos atribuidos no bloco de
circulagdo de temperatura de maltiplos pogos, e, entdo, a
reacdo de amplificagdo & realizada. A fim de definir as
condigdes de reagdo da amplificagdo da mesma maneira, os
valores de Tm das condigdes de reagdo dos kits de
diagnéstico respectivos s8o determinados da mesma maneira
ou de forma similar. A amplificag¢do simultd@nea é realizada
no amplificador de &cido nucleico de 96 pogos sob a mesma
condigdo de reacgdo da PCR, no qual o iniciador (primer) ou
sonda é definida para possuir o mesmo valor de Tm. Como
resultado, a conveniéncia pode ser melhorada e o tempo de

detecgdo pode ser encurtado. Sobretudo, o erro de tempo,
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que é provocado por detecgdo sequencial de varios tipos de
alvos um por um, pode ser reduzido. Além disso, um
procedimento de identificagao pode ser facilmente
realizado, uma vez que uma pluralidade de DNAs ou RNAs alvo
sdo simultaneamente detectados na mesma condigdo pelo
amplificador em tempo real de A&acido nucleico em vez de
detectar apenas um tipo de patdgeno alvo de uma vez. Assim,
vadrios patdgenos podem ser simultaneamente identificados em
um periodo curto, pela separagdo de A&acidos nucleicos de
varios tipogs de amostras derivadas de uma pessoa ou
amostras derivadas de varias pessoas e pela detecgédo
simultdnea de varios &cidos nucleicos a partir desses ao
mesmo tempd. Na presehte invengdo, os itens de teste de um
patdgeno especifico sdo atribuidos pela unidade de coluna
do bloco de circulagdo de temperatura de miltiplos pogos.
Um procedimento de separag¢do e purificacdo dos &acidos
nucleicos a partir das amostras bioldégicas, utilizando a
pluralidade de instrumentos automatizados de purificacgdo e
dispensag¢do 100 de acordo com a presente invengdo estd de
acordo com o descrito a seguir. Na presente modalidade
exemplar, o instrumento totalmente automatizado de extracdo
de &cido nucleico ExiPrepTM da empresa Bioneer Company foi
adotado e wutilizado como instrumentos automatizados de
purificagdo de &acidos nucleicos, e o kit de ektracéo
ExiPrepTM da empresa Bioneer Company foi modificado e
utilizado como um kit de purificacdo de &cidos nucleicos.
Na presente inveng¢do, o kit de purificagdo de &acidos
nucleicos do instrumento automatizado de purificacdo e
dispensagdo & composto de um conjunto de cartuchos no quais

os tampdes utilizados na extragdo de A&acidos nucleicos de
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‘varias amostras bioldgicas contendo &acidos nucleicos sdo

incluidos, e um conjunto de consumiveis plasticos
utilizados na purificag8do. O conjunto de cartuchos &
composto de cartucho I e cartucho II. O cartucho I contém
protease para a protedlise intracelular, uma solugdo de
lise para a lise celular, particulas magnéticas de silica
para ligagdo do &cido nucleico eluido, e uma solugdo de
ligagcdo para a ligag8o de &cido nucleico eluido e das
particulas magnéticas de silica. O cartucho II contém pelo
menos um tipo de solugdo de lavagem para a lavagem de
materiais com excegdo do &cido nucleico ligado nas
superficies das particulas magnéticas de silica e uma
solucdo de eluigdo para a separagdo eficiente dos &cidos
nucleicos das superficies das particulas magnéticas de
silica. O conjunto de consumiveis plasticos é composto de
uma ponta de filtro descartdvel utilizada no transporte e
na transferéncia de varios tipos de tampdes, um tubo de
reacdo utilizado em um procedimento de lise celular pela
protease, e um tubo de eluigdo para o armazenamento do
dcido nucleico finalmente purificado.

O cartucho do kit de purificag¢do de &acido nucleico é
um cartucho de miltiplos pogos, e um cartucho de 96 pogos
pode ser preferivelmente utilizado. O kit de DNA/RNA viral
ExiPrep™ da empresa Bioneer Company pode ser adotado e
utilizado como o kit de purificagdo de acidos nucleicos a
fim de separar o RNA da nova influenza A (HIN1). Um
processo de extragdo de RNA viral compde-se de um
procedimento de pré-tratamento de amostra, um procedimento
de adig¢do de um controle positivo, um controle negativo, um

controle positivo interno (IPC), e amostra, e um
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bf5bedimento de extracdo de acidos nucleicos utilizando o
instrumento automatizado de purificacg¢do e dispensagdo. Uma
vez gque o é&cido nucleico extraido €& automaticamente
misturado com um kit de diagndéstico para o RT-PCR em tempo
real, o RNA viral deve ser manualmente inserido no kit de
diagnéstico, apds a extracéo do &acido nucleico.

Para um exemplo especifico, um procedimento de
purificagdo de &cido ribonucleico viral a partir de um
virus da nova influenza A através da utilizag¢do do
instrumento automatizado de purificagdo e dispensagdo e o
kit de purificag¢do nucleico do aparelho para a andlise de
dcido nucleico em tempo real & de acordo com o descrito a
seguir.

A amostra é colhida a partir da cavidade oral e da
cavidade nasofaringeal utilizando um cotonete. Um tubo para
o armazenamento de amostra, no qual o meio de transporte de
virus (VTm) estd contido, é fortemente agitado por 1 minuto
através do uso de um agitador de vértice (Vortex), e,
assim, permite a retirada eficaz do cotonete para o meio de
transporte de virus, antes da utilizag¢do da amostra na
purificagdo do &cido nucleico. A solugdo (PBS, salina
normal, meios de transporte, ou similares) é bem misturada
durante um minuto ou mais utilizando o agitador de vbértice
de modo que o virus seja retirado do cotonete para a
solugdo. 1 ml de uma solugdo de amostra misturada é
transferido para um tubo de ensaio de 1,5 ml, seguido de
separag¢do centrifuga a 13.000 rpm por 5 a 10 segundos. 200
P de um sobrenadante sdo retirados para serem utilizados
na extrag¢do de RNA viral.

0 instrumento automatizado de purificacgdo e
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dispensacdo é ligado, e, assim, é inicializado. O software
gerenciador de aparelho de andlise integrada em tempo real
de acidos nucleicos & em grande parte dividido em dois, ou
seja, uma parte de controle do instrumento automatizado de
purificagdo e dispensagdo de &cido nucleico e uma parte de
controle do amplificador em tempo real de acido nucleico. A
fim de extrair o RNA viral, um kit de diagnéstico a ser
testado €& selecionado, clicando em uma imagem do
instrumento automatizado de purificagdo e dispensagdo, que
estd do lado esquerdo em uma tela principal do software.
Quando uma caixa de entrada de kit de diagndéstico & clicada
e um kit de diagnéstico para a detecgdo da nova influenza é
selecionado, o tipo de &cido nucleico a ser extraido &
selecionado automaticamente. O tipo de amostra de acordo
com o tipo de amostra do paciente & inserido na janela de
entrada do “tipo de fonte da amostra”. Quando o tipo da
amostra & inserido, a janela pop-up para inquirir o estado
do cartucho é exibida automaticamente. Confirma-se se ha,
ou ndo, a presenga de pogos utilizados, com referéncia ao
cartucho de tampdo I, e quando os pogos utilizados estdo
presentes, po¢os utilizados sdo marcados por meio de
clique, de modo dque eles ndo sejam mais utilizados. Os
pocos residuais do cartucho I sdo automaticamente marcados
para o controle negativo e o controle positivo. Um tnico
NTC e um Gnico PC s8o definidos como base, e dois NTPs e
dois PCs podem determinados de maneira alterivel. Se houver
uma lista ser testada novamente, a lista testada de novo é
exibida nessa etapa, e se botdes numéricos para a amostra

ser novamente testada na lista forem selecionados, os pogos

s8o sequencialmente “atribuidos”. Uma caixa de “nome da
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amostra” é clicada, e informac¢des de amostra s3o nela
inseridas utilizando um leitor de cdédigo de barras ou um
teclado. A fim de aplicar as informagdes inseridas no
aparelho para a andlise integrada de &acidos nucleicos em
tempo real, o botdo “aplicar” & clicado.

200 de controle positivo interno (IPC) sdo inseridos
em cada um dos po¢os na primeira coluna e na segunda coluna
do cartucho I do kit de purificagdo de A&acidos nucleicos,
sobre a placa de trabalho. 200 de um controle positivo
(PC) sd3o colocados dentro do po¢o em um local do controle
positivo (PC), ou seja, no local A-1 do cartucho I, e 200u2
da 4&gua destilada tercidria (controle negativo, NTC)
tratados com DEPC sdo colocados dentro do pog¢o no local B-1
do cartucho I, correspondentemente aos teores inseridos no
aparelho para a andlise integrada de &cido nucleico em
tempo real. 2000 da amostra do paciente sdo colocados em
cada um dos outros pog¢os nos locais de C-1 a o H-1 e A-2 a
H-2. Aqui, as amostras de &cido nucleico certamente
precisardo ser colocadas no cartucho correspondentemente
aos locais inseridos a partir do aparelho para a andlise
integrada em tempo real de &cidos nucleicos. As pontas de
filtro descartaveis e os tubos de reacdo de unidade sdo
carregados nas prateleiras dentro dos instrumentos
automatizados de purificagdo e dispensa¢do respectivos,
correspondentemente aos locais dos pogos do cartucho, no
qual o material padrdo, a agua destilada tercidria tratada
com DEPC, e as amostras dos pacientes estdo contidos,
respectivamente.

Além disso, o tubo de eluigdo e o kit de diagnéstico

para o teste de diagndéstico da nova influenza, nos quais se
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encontram os &cidos nucleicos, s8o carregados no bloco de
congelamento. O conjunto de cartuchos preparado e o
conjunto de consumiveis plésticos sdo carregados em cada um
dos instrumentos automatizados de purificacgdo e
dispensagédo. Entdo, o botdo "EXECUTAR" no software
gerenciador de aparelho de andlise integrada em tempo real
de 4&cidos nucleicos é «clicado a £fim de operar os
instrumentos automatizados de purificacdo e dispensagdo,
purificando, assim, o RNA do virus na nova influenza a
partir das amostras dos pacientes. Quando a purificacgdo de
dcidos nucleicos €& concluida, o tubo de eluigdo para o
armazenamento de &cidos nucleicos e o kit de diagnéstico
para o teste de diagndstico sdo retirados do bloco de
congelamento. O tubo de eluigdo para o armazenamento de
dcido nucleico é tampado utilizando uma tampa de tubo
fornecida e, entdo, armazenado a uma temperatura de -
80°C... Para o kit de diagndstico, uma extremidade superior
de um tubo de tiras & selada utilizando um filme &ptico de
adesivo Optico e, em seguida, transferida para o
amplificador de &cidos nucleicos. Em seguida, a RT-PCR em
tempo real é executada no kit de diagndéstico. Quando a
extragcdo & concluida, 50ul. da solugdo de extracgdo de &cidos
nucleicos estdo contidos em cada tubo de eluigdo e o tubo
de reacdo para o kit diagndéstico dentro do instrumento de
purificagdo e dispensagdo de acidos nucleicos.

Na modalidade exemplar presente da presente invengdo,
um Bloco Térmico Quantitativo em Tempo Real ExicyclerTM 96
foi adotado e wutilizado como o amplificador de 4&cidos
nucleicos em tempo real, e o kit AccuPowerDiagnostics da

empresa Bioneer foi adotado e utilizado como o kit de
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diagnéstico.

Os resultados da amplificagdo a partir do amplificador
em tempo real de A&cidos nucleicos s3o obtidos pelo
procedimento a seguir. Em primeiro lugar, uma figura do
amplificador de &cidos nucleicos em tempo real & clicada no
aparelho para a andlise integrada de &cidos nucleicos em
tempo real. As listas de amostras cuja extracdo for
concluida s3o armazenadas de acordo com os kits, no
software gerenciador. Uma lista correspondente é
selecionada através no clique no botdo “Obter a Lista de
Amostras".

Aqui, é exibida a janela pcop-up para a determinag¢do de
qual local do bloco de circulagdo de temperatura de
miltiplos pogos o kit de diagndstico é selecionado. As
amostras sdo atribuidas aos miltiplos pogos, através da
selecdo das caixas de verificagdo (ckeckbox) da lista de
amostras de acordo com as tiras do tubo de reacgdo. Quando
cada pogo é selecionado, a 1localizagdo de cada kit de
diagnéstico é determinada. Agqui, os locais desejados dos
kits de diagndéstico sdo selecionados enquanto uma figura de
miltiplos pogos & exibida na tela.

Considerando o nimero de tubos de tiras do kit de
diagnéstico, um nimero de coluna e um ndmero de fileira sdo
selecionados a fim de determinar onde os tubos de tiras s&o
carregados no bloco de circulagdo de temperatura. Por
exemplo, se o kit de diagndéstico no qual os 4&acidos
nucleicos sdo dispensados for um tipo de 8 tiras, o kit de
diagndéstico é posicionado no centro do bloco de circulagdo

de temperatura de maltiplos pog¢os do amplificador de &acido

nucleico através do clique no botdo para um local
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correspondente de 96 pogos. Quando a selegdo & concluida, é
exibida uma caixa na qual um nome de dados é inserido.
Quando um nome desejado & inserido e o botdo & clicado, é
gerada uma lista de trabalho a ser amplificada por &acidos
nucleicos.

Os kits de diagnéstico sdo carregados no bloco de
circulagao de temperatura de miltiplos pogos do
amplificador em tempo real de dcidos nucleicos
correspondentemente as localizag¢des “atribuidas”, e, em
seguida, o software do amplificador de &cidos nucleicos em
tempo real & executado. Quando a operagdo do amplificador
de &4cidos nucleicos em tempo real & concluida, os dados dos
resultados sdo transmitidos para o software gerenciador. No
aparelho para a andlise integrada de &cidos nucleicos em
tempo real, o botdo “resultado da atualizagdo” é
selecionado clicando no botdo “tap” em uma parte do menu do
software gerenciador do controlador e, assim, os resultados
da PCR sdo trazidos. Os resultados sdo trazidos através da
selegdo do botdo “lista de trabalho”, que & gerado na parte
superior esquerda de uma Jjanela aberta recentemente. Os
valores do resultado séé confirmados em um formato de
arquivo do excel a fim de que os kits de diagndstico sejam
‘atribuidos”. Os graficos dos resultados de acordo com as
respectivas amostras podem ser analisados em conexdo com um
programa de andlise a eles conectado. Para as amostras,
cujos resultados sd3o confirmados, a atualizacdo dos
resultados ¢é realizada no programa gerenciador. Caso
contriario, um novo teste a partir da etapa de amplificacio,
ou um novo teste a partir da etapa de purificacdo &

selecionado, e, assim, uma lista de novo teste é criada.
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~ Mails = especificamente, as = prateleiras = (racks)
respectivas do tubo de reagdo, uma prateleira de ponta
descértével, uma prateleira de tubo de eluigdo e um
cartucho I de tampdo sdo carregados em uma placa do
instrumento automatizado de purificacdo e dispensagdo
preparado dentro de um gabinete de seguranga bioldgica
(BSC) . Os  tubos de reagao, as pontas de filtro
descartaveis, os tubos de eluig¢do e os kits de diagndstico
sado colocados em prateleiras respectivamente,
correspondentemente ao nimero de amostras. Os orificios sé&o
formados nos filmes de vedag¢do do cartucho I de tampdo e do
cartucho II de tampdo utilizando um “furador” (hole-punch)
fornecido, correspondentemente ao nimero de amostras e ao
nimero de controles positivos (PCs) e controles negativos
(NTCs), que devem ser utilizados como amostras-padrdo. Com
referéncia & Fig. 5, 20 de controle positivo internc das
plantas (IPC) s8o colocados em cada pogo, correspondente
aos locais onde as amostras, os controles positivos (PCs) e
os controles negativos (NTCs) sdo inseridos. 200Wf de &gua
destilada tratada com DEPC sd8o colocados em cada um dos
pogos de controle negativo (NTC). 2000 de controle
positivo (PC) sdo adicionados em cada um dos pogos para o
controle positivo (PC). 200 de amostras de paciente
preparados acima s8o colocados em cada um dos pogos do
cartucho. Apds os pogos serem fechados com tampas acrilicas
transparentes, os cartuchos s&o colocados no instrumento
automatizado de purificacdo e dispensacgdo.

o) instrumento automatizado de purificacgdo e
dispensagdo & operado a fim de levar um programa ao teste

da nova influenza. Apds a confirmag¢do do instrumento a ser
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utilizado, os pogos, nos quais o controle positivo (PC) e o
controle negativo (NTC) estdo respectivamente contidos, sdo
marcados. A respeito dos pogos para as amostras com excegdo
dos pogos para o controle positivo (PC) e os pogos para o
controle negativo (NTC), as informag¢des de pacientes (sexo,
idade, parte responsdvel (encarregada) e similares) para as
amostras sdo inseridas por um leitor de cddigo de barras ou
manualmente. O botdo “EXECUTAR” & pressionado a fim de
iniciar a extracdo do RNA Viral.

Apds a conclusdo da extragdo de RNA Viral, quando a
“porta” & aberta e a “Placa Base” & puxada, a prateleira do
tubo de eluigdo, sobre a qual os tubos de eluigdo e o kit
de diagnéstico sdo carregados, pode ser vista.

L4, had 50pl do RNA viral extraido em cada tubo eluicdo
e no kit de diagndstico. Portanto, ndo h& nenhuma
necessidade de adicionar o RNA ou o destilado tratado com
DEPC. O kit de diagndstico necessario para o teste da nova
influenza pode ser retirado da prateleira de tubo de
eluicdo e diretamente aplicado na RT-PCR em tempo real
utilizando o amplificador de A&acidos nucleicos em tempo
real. O RNA viral contido no tubo de eluigdo é utilizado no
momento do re-teste. O RNA viral extraido & armazenado a
uma temperatura de -80°C até ser utilizado, se possivel. A
prateleira do tubo de eluigdo & mantida a uma temperatura
de 4°C a fim de armazenar o &cido nucleico extraido.

Um reagente de andlise de amplificagdo de 4&cidos
nucleicos contido no kit de diagnéstico wutilizado na
presente invencdo inclui um reagente de andlise que contém
todos os componentes necessdrios para a amplificagdo de

dcido nucleico alvo. O reagente de andlise constitui-se em
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DNA ou RNA alvo dentro da amostra qualitativa ou
quantitativamente, utilizando o amplificador de acidos
nucleicos em tempo real.

O reagente de andlise no kit de diagnéstico utilizado
na presente inven¢do inclui um tampdo para a reagdo, MgCl2,
quatro tipos de dNTP, polimerase, iniciador (primer) e
etiqueta de detecgdo, que sdo necessarios para a
amplificagdo de 4&cido nucleico, e seletivamente um
estabilizador. O reagente de andlise é& feito em um estado
seco. A etiqueta de detecgdo é& caracterizada por ser um
corante fluorescente ou uma sonda etiquetada com um corante
fluorescente. Além disso, de acordo com a presente
invengdo, uma composig¢do para o reagente de andlise &
preferencialmente secada através de liofilizagdo, secagem a
vacuo, secagem por agquecimento, secagem sob pressdo
reduzida, ou similares.

Como o kit de diagndéstico wutilizado na presente
invengdo, por exemplo, o kit de PCR AccuPower da empresa
Bioneer pode ser adotado e utilizado. Um iniciador
(primer), uma sonda fluorogénica duplamente etiquetada, DNA
polimerase, dNTPs, e um estabilizador, que s8o para a
amplificagdo de uma parte especifica de um genoma da nova
influenza A (HIN1l) e o virus da Influenza A, estdo
incluidos na nova pré-mistura New Inf A(HIN1) & Inf A
Premix da empresa Bioneer. O produto de amplificacgdo é
confirmado pela medigdo de fluorescéncia ligada a uma sonda
especifica durante ciclos térmicos. A amplificagdo de
acordo com o ciclo do produto da PCR & medido em tempo

real, através da medigdo de um corante repdrter retirado da
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sonda de medicdo. Além disso, os controles positivos da
nova influenza A HIN1 & Influenza A (New Inf A HIN1 & Inf A
Positive controls) estd3o contidos no kit de diagndstico
para a andlise qualitativa das amostras.

No caso onde o reagente da andlise de amplificagdo de
dcido nucleico é utilizado em uma etapa de amplificagdo, o
dcido nucleico separado é colocado no tubo de tiras no qual
o estd contido o reagente de andlise. Aqui, o reagente de
RNA de controle positivo da nova influenza A HIN1 %
influenza A e o zreagente de RNA de controle positivo
interno (IPC) s8o adicionados no tubo. Uma solugdo de
mistura & preparada pela mistura de &gua destilada tratada
com DEPC e RNA de controle positivo interno (IPC) em
quantidade calculada, e 45u2 da solugdo de mistura sdo
dispensados em cada pogo da tira.

A tira, na qual é concluida a dispensag¢do de todos os
reagentes e do RNA, é fechada com uma tampa ou selada com
um filme de vedacdo, misturando plenamente, assim, os
teores da solucdo de mistura. Aqui, um procedimento de
rotagdo & de preferéncia executado utilizando o ExispinTM
(Cat. N°: A-7040, Bioneer Co., Coreia), apds a mistura.
Ent3o, a tira é carregada no bloco de circulagdo de
temperatura de miltiplos pogos do amplificador de &cidos
nucleicos em tempo real (bloco térmico quantitativo em
tempo real ExicyclerTM 96, empresa Bioneer Company), e, em
gseguida, o amplificador de &cidos nucleicos em tempo real é
executado.

Um interruptor, que €& disposto em uma parte inferior

de uma superficie traseira do amplificador em tempo real de

dcidos nucleicos (ExicyclerTM 96), é ativado. Quando o
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bloco de circulacdo de temperatura de miltiplos pocos de 96
pogos é movido na frente da maquina, as tiras ou placas da
PCR sd3o inseridas de acordo com a direg¢do dos pogos do
bloco de circulagdo de temperatura de mGltiplos pogos.
Quando o botdo “porta” é novamente pressionado, o bloco de
circulacdo de temperatura multi-paredes de 96 pogos (bloco
térmico) é movido interiormente. Um programa de operagdo
(executa o icone ExiDiagnosis) do Exicycler™ 96 &
executado. A fim de executar um método de operagdo
necessdrio para a reagdo da PCR, é clicado o botdo
“Experimento de Projeto-Arquivo” na parte superior.

Entdo, quando é exibida a "“Selecionar a Janela do Kit
de Diagnéstico”, o botdo “Kit da PCR em Tempo Real da Nova
Inf A e InfA” & selecionado. Quando a selegdo de
“Selecionar Kit de Diagnéstico” for concluida, um arquivo
do excel, no qual as informa¢des sobre a posicdo da tira
dentro do bloco de circulac¢do de temperatura de miiltiplos
pocos de 96 pogos sdo inseridas, é selecionado e aberto.

Quando toda a selegdo estiver concluida, uma janela de
exibig¢do de informa¢des de protocolo e placa, através da
qual as condigdes de reagdo PCR adequadas para os kits e as
informa¢des de posig¢do selecionadas podem ser exibidas, &
confirmada.

Quando o botdo “Executar tap” & clicado, uma nova
janela, na qual um nome de arquivo para O armazenamento de
resultados pode ser inserido, & exibida. Quando informacdes
sobre a data e amostra do experimento sdo inseridas e o
botdo "OK" & pressionado, a PCR é iniciada. Os resultados

podem ser confirmados a partir do programa de andlise,

utilizando o nome do arquivo de entrada.
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Og resultados de amplificacdo a respeito da
amplificag¢8o de &cidos nucleicos s&o analisados por meio do
programa de analise Exicycler™ 96. O “Arquivo de dados da
PCR (.exe3)” a ser analisado é selecionado. A andlise
personalizada é possivel através da 'Subtragdo de linha de
base (modo manual)”, na tela do “Grafico de gripe” do
resultado de amplificag8o, e os resultados da anélise
basica provenientes do programa de analise podem ser
confirmados utilizando o botdo “auto escala”. No caso do
controle negativo (NTC), os RNAs de Nova Inf A & Inf A ndo
sdo adicionados. Portanto, valores fluorescentes FAM e
Texasred ndo sdo medidos. No caso do RNA de controle
positivo interno (IPC), os valores fluorescentes TAMRA
precisam ser medidos ao longo de todos os pogos.

Quando a PCR é realizada, os pogos predeterminados sdo
atribuidos dentre pogos, e, por exemplo, Al e Bl sdo
atribuidos para os controles negativos (NTCs) e Cl e D1 sdo
atribuidos aos controles positivos (PCs). O controle
positivo e o controle negativo s3o utilizados como
amostras-padrdo. Se os dois controles ndo atenderem a
referéncia, uma mensagem de erro pode ser gerada no
programa de anédlise. Na presente inven¢do, o software
funciona para a andlise “Auto” (automdtica) no momento da
andlise diagndéstica. Os resultados sdo analisados
automaticamente, e os resultados analisados sdo exibidos.

[Exemplo 3]

O Exemplo 3 é direcionado & detecgdo simulténea de
controles positivos internos e diversas amostras utilizadas
na separag¢do e na purificagdo de &cidos nucleicos, em um

método para a detecgdo de um acido nucleico alvo utilizando
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o aparelho para a andlise integrada em tempo real de acordo

com a presente invengdo.

(1) Projeto e aplicac¢do do iniciador (primer) e sonda

de controle positivo interno de plantas

Para o controle positivo interno de planta (IPC), uma
sequéncia de base foi selecionada entre as sequéncias de
base n° 4903 e n° 5709 (gene da proteina de movimento, MP)
e entre as sequéncias de base n° 5712 e n° 6191 (gene da
proteina capsidial, CP) de um RNA de genoma (banco de
genoma GeneBank n° de Acesso NC001367) de um virus mosaico
do tabaco (TMV) de modo a conter um comprimento de 18 a 28
bp e um valor de Tm de 55°C para 62°C e, assim, a sequéncia
de Dbase selecionada foi utilizada como um iniciador
(primer) direto e um iniciador (primer) reverso.

Além disso, qualguer sequéncia de base foi selecionada
a partir das sequéncias de base de modo a possuir um
comprimento de 19 a 30 bp e um valor de Tm de 67°C a 72°C, e
a sequéncia de base selecionada foi utilizada como sonda
[tabela 1]. Valores de TM sdo verificados wutilizando o

programa de Iniciador Plus.

[tabela 1]

" N° fm-s_ciadgr Direto Iniciador Revexrso . Sonda Tag¥an (Direto)
1 m smlmxﬁmummmw GARACCOGCTRACKTCTT ACGEOATCAAMACETCTGOCAMGT
2 W2 . TCAGTTCAALGTCRTTICC GAGAMGCHGACAGAALCC ﬁCGG&%Hl%ﬁaﬁﬁilﬂ(ﬁYﬁﬁkthfMMg
3 | WS ACMTTOCAGAGGAGGTG : TGEGAACGACCTTGAACT CTGOTGRACAAMAGGATEGANGAGE
4 |CP1| AMCTOGAACTGTCGTIC CTAACAGEGCTGTGACTA | AGACAATTCAGTGAGGTGTGGAMACCTT
5 [Pz GOTGIGGAMIACCTICAC  CAACTICTATTATICTATTICTAGTGTC | AGTGACTTTAAGGTGTACAGGTACANTGC
6 (P3| TGACTITAAGGTGTACAGG  CGTCTACICTACGAGTAG ; ATAGUG TTGAMATCAGECGAICCCC

Um procedimento para descobrir as combinag¢des de

iniciador (primer) apropriado foi realizado combinando o



10

15

20

25

30

56/68

iniciador (primer) do virus mosaico do tabaco (TMV) de
acordo com os grupos e utilizando o SYBR Grenn (reagente de
dcido nucleico para a detecgdo do acido nucleico) e o bloco
térmico quantitativo ExicyclerTM (empresa Bioneer, Coréia)
como ‘um amplificador quantitativo em tempo real.

Seis conjuntos combinados de iniciadores do virus
mosaico do tabaco (TMV), um reagente para corar os acidos
nucleicos, agua destilada (DW) e um modelo de virus mosaico
do tabaco foram adicionados e, em seguida, submetidos & RT-
PCR em tempo real. Esses foram submetidos a 45 ciclos de
95°C por 10 minutos para a desnaturagdo, 95°C por 20
sequndos e 55°C por 30 segundos. Como ciclos de PCR
respectivos foram realizados, os valores fluorescentes
amplificados foram medidos consecutivamente uma vez a cada
ciclo apds a reagdo a 55°C para cada ciclo de 30 segundos.

Como resultado, os conjuntos de iniciadores 1, 2 e 3
(conjuntos de MP 1, 2 e 3) tém uma taxa mais elevada de PCR
do que os conjuntos (grupos) de iniciadores 4, 5 e 6
(conjuntos de CP 1, 2 e 3), e, assim, os conjuntos de MP 1,
2 e 3 foram selecionados.

Em um experimento, um procedimento de selegdo de
conjunto de sondas apropriado de sonda foi ainda realizado
utilizando uma sonda de detecg¢do de &acidos nucléicos de
sequéncia especifica em vez do reagente nédo espécifico de
dcido nucleico de coloragdo. 5P de tampdo 10x, MMLV 600U,
unidade Tag 7.5, 3 dJdNTP 20 mM, estabilizador, um
iniciador (primer) da concentra¢do melhorada (15 p), uma
sonda e similares, e o RNA do virus mosaico do tabaco (TMV)
extraido de folhas doentes adicionadas, alcang¢aram um

volume total de 50U dentro de um tubo, e uma RT-PCR em
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tempo real foi realizada. Este material resultante foi
submetido & RT-PCR a 45 °C durante 15 minutos, seguido por
45 ciclos de 95°C por 10 minutos para desnaturagdo, 95°C por
20 segundos e 55°C por 30 segundos.

Dentre os conjuntos 1, 2 e 3 de iniciador e sonda do
virus mosaico do tabaco, o conjunto de Conjunto de Sondas 1
(MP 1) apresentou a melhor eficiéncia de amplificagdo de
PCR e Conjunto de Sondas 3 (MP 3) e Conjunto de Sondas 2
(MP 2) haviam seguido o Conjunto de Sondas 1 (MP 1) nessa
ordem.

O experimento de aplicagdo de RT-PCR em tempo real do
modelo padrdo foi realizado utilizando os Conjunto de
Sondas 1 e 3 dos conjuntos de sondas, utilizando o RNA do
virus mosaico do tabaco (TMV) como o RNA de controle
positivo interno na solugdo de mistura de RT-PCR tendo a
composigdo acima, e adicionando o RENA da nova influenza
como modelo. Os resultados do experimento confirmaram que,
apesar dos Conjunto de Sondas 1 (MPl) e 3 (MP3) terem
reagido com 1x106 do RNA de controle positivo interno
cépia, ndo houve nenhuma grande efeito sobre a amplificagdo
do modelo de RNA da nova influenza e a amplificagdo dos
controles positivos internos também foi bem realizada de
forma independente.

(2) Preparacgdo do controle positivo interno da planta,

Aplicagdo desse durante o procedimento de extragdo de acido

nucleico, e Aplicagdo da RT-PCR em tempo real

A fim de preparar um controle positivo interno de
planta passivel de uso com outras amostras bioldgicas, o
virus mosaico do tabaco foi cultivado. B100 a 200 sementes

do tabaco Nicotiana tabaccum cv. Samsun (disponibilizadas
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por um laboratério de virus de planta da Administragdo de
Desenvolvimento Rural) foram semeadas, e, 10 dias depois,
os brotos jorraram. Apdés 10 dias a partir desse, cada
objeto foi transplantado para um pequeno vaso de flores e,
entdo, foi ainda cultivado por 10 dias. As folhas de doenga
do virus mosaico do tabaco (disponibilizadas por um
laboratério de virus de planta da Administragdo de
Desenvolvimento Rural) foram colocadas num morteiro, e
entio moidas com 0,01 M de tampdo fosfato (pH 7,2),
preparando, assim, um suco. O suco preparado foi coberto
nas folhas de tabaco sobre as gquais o carborundo foi
aspergido e, assim, a inoculagdo de TMV realizou-se através
da lesdo das folhas.

Apbs 10 dias de inoculagdo, as marcas de mosaico, a
distorcdo de folha e similares foram observados nas folhas
de tabaco. O rendimento de reprodug¢do do virus mosaico do
tabaco foi aumentado através de um crescimento adicional
das folhas de tabaco por cerca de 20 dias. Em seguida, 30 g
de folhas de doenga de TMV foram colhidas, e os
experimentos para a purificag¢dio das particulas de virus
foram realizados.

Especificamente, 30g de folhas da doenga do virus
mosaico do tabaco (TMV), 90 ml de 0,1 M de tampdo fosfato
(pH7,2) e 0,6 ml de R-mercaptoetanol foram colocados em um
misturador, seguido de moagem das folhas e filtragem com
gaze, e, em seguida, 12 ml de n-butanol foram adicionados,
seguido por agitagdo por 1 hora e 30 minutos a 4°C. A
mistura resultante foi submetida a separac¢do centrifuga de
8000 rpm em 4°C durante 20 minutos, e, entdo, apenas o

sobrenadante foi colhido, e entdo filtrada com tecido de
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fibra de Mira. PEG tendo 8% do volume do 1liquido
sobrenadante e 0,1 M de NaCl foram adicionados, seguido por
agitagdo durante 3 horas (mantida a 4°C).

A mistura assim obtida foi submetida & separagdo
centrifuga de 10000 rpm a 4°C durante 20 minutos e, em
seguida, o sobrenadante foi removido e o pallet (palete)
foi bem dissolvido em 7,5 ml de 0,1 m de tampdo fosfato. O
material resultante foi novamente submetido a separagdo
centrifuga de 10000 rpm a 4°C durante 20 minutos, e, enm
seguida, o sobrenadante foi retirado e submetido a
separagdo centrifuga de 28000 rpm a 4°C por 2 horas e 30
minutos. Apds a remogdo do liquido sobrenadante, o pallet
residual é dissolvido em &agua destilada na qual 300 de
DEPC foram adicionados, extraindo, assim, as particulas de
virus mosaico do tabaco (TMV). As particulas extraidas
foram confirmadas por imagens de microscopia eletrdnica e
SDS-PAGE. A concentragdo do virus foi quantificada pela
medicdo da absorvincia (260nm) com um espectrbmetro de UV
(produto de empresa Shimazu Company, Japdo) e utilizando a
seguinte equagdo.

[absorvincia a 260nm/ 3,09 (coeficiente de absorvéancia
T™V)] x fator de diluicgdo

Com base no resultado da quantificacgdo da
concentra¢do, o nimero de cdpia de RNA foi calculado pela
seguinte equagdo.

6,02 x 1023 x concentragdo (concentragdo medida por um
espectrdmetro de UV, mg/ml) / 6395 (tamanho do genoma do
virus mosaico do tabaco, bp) x 330

Foi realizado um experimento de selecgdo da

concentracdo ideal a fim de aplicar as particulas do virus
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mosaico do tabaco extraidas do experimento acima mencionado
a partir da etapa de purificagdo, que €& uma etapa de
extracdo de RNA. Em primeiro lugar, 2004 de uma solugdo de
diluicd3o de particulas do virus mosaico do tabaco foram
utilizados para a extragdo de 50W através de um
instrumento de separagdo e purificagdo de &acidos nucleicos
(ExiPrepTM, produto da empresa Bioneer Company, Coréia), e
essa foi utilizada como RNA de controle positivo interno.
1yl do RNA de controle positivo interno foi colocado em um
tubo no qual Syl de tampdo 10x, MMLV 600U, 7,5 unidade de
Tagq, 30 de 20 mM dNTP, estabilizador, um iniciador
(primer) da concentragdo otimizada (15 p), uma sonda, e
similares, e o RNA da nova influenza como um modelo padrdo
e &gua destilada foram adicionados, atingindo, assim, o
volume total de 50Uf. Em seguida, a RT-PCR em tempo real
foi realizada no amplificador de &cidos nucleicos. Este
material resultante foi submetido & RT-PCR a 45 °C durante
15 minutos, seguido por 45 ciclos de 95°C por 10 minutos
para desnaturacgdo, 95°C por 20 segundos e 55°C por 30
segundos.

Como resultado, confirmou-se que 2x108 a 2x109 /2004
do RNA de controle positivo interno por uma solucdo de
reacdo exibiram a maxima eficiéncia de PCR no momento da
separagdo e da purificagdo.

Em seguida, as particulas mosaicas do tabaco extraidas
junto com as amostras da nova influenza s8o aplicadas em
experimentos apds a etapa de extragdo de RNA para a RT-PCR
em tempo real e, entdo, comparadas com o controle positivo
interno existente utilizado (controle positivo interno

contido no kit de diagnéstico AccuPower da Bioneer Company
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RNA, 2x108 a 2x109 cdpia/20pf do RNA em conformidade com as
concentracdes selecionadas pelos experimentos acima foram
misturados com 200 P de amostra da nova influenza, e eles
sdo separados e extraidos pelo instrumento de purificagdo e
dispensag¢do de &cidos nucleicos. No momento da RT-PCR em
tempo real no amplificador de &cido nucleico, o iniciador
(primer) e conjuntos de sondas 1 e 3 (MP1L e MP3)
selecionados no Exemplo 2 foram usados.

0 resultado do experimento confirmou  que a
concentracdo ideal das particulas de virus mosaico do
tabaco no momento da extragdo de RNA & de 2x108 de
cépia/20p. Por conseguinte, & preferivel a mistura de 20
de 1x107 de cépia/Pl da particula do virus mosaico do
tabaco com 200 P da amostra na etapa de purificagdo. Além
disso, foi mostrado que o Iniciador (primer) e o Conjunto
de sondas (MP 1) possuem maior eficiéncia na amplificacgdo
do controle positivo interno do TMV.

Além disso, quando esse resultado foi comparado com os
resultados de reagdo de controle ©positivo interno
existentes em relagdo & mesma amostra da nova influenza,
confirmou-se que, apesar de o virus mosaico do tabaco ter
sido extraido junto com a amostra e serem submetidos a
rea¢do, ndo houve nenhum grande efeito sobre a amplificagédo
do modelo de RNA da nova influenza e a amplificagdo do
controle positivo interno da planta também foi realizada de
forma independente, e o resultado foi bom. Além disso,
confirmou-se que o valor fluorescente foi superior, em
comparacdo ao controle positivo interno utilizado no kit de

diagnéstico existente da empresa Bioneer Company, e, assim,
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a intensidade de reacdo foi maior.

Além disso, a fim de confirmar que & possivel a
realizacdo da andlise quantitativa, a extrag¢do de RNA foi
realizada pelo instrumento de separagdo e purificacdo de
dcido nucleico e a RT-PCR em tempo real foi interpretada no
amplificador de &cido nucleico enquanto que as particulas
do virus mosaico do tabaco foram utilizadas nos teores de
102 a 108 de cédpia/reagédo.

Como resultado, as particulas de TMV aplicadas em
concentracdes de 102 a 108 de cdpia/reagdo sdo detectaveis
pelo menos até 103 de cdépia/reacdo (FIG. 6). Quando um
grafico padrdo do modelo padrdo de RT-PCR em tempo real foi
feito, uma inclinacdo foi de -0,28 e o valor de R2 foi 1
(FIG. 6). Aqui, R2 representa um coeficiente de correlagdo
mostrando a linearidade do grafico no grafico padrdo da PCR
em tempo real, e isso significa que, como o valor de R2
estad mais prdéximo de 1 (uma vez que o grafico estd mais
perto da 1linha reta), a PCR & mais preferivelmente
realizada. Em comparagdo com o grafico padrdo quando a RT-
PCR em tempo real do modelo padrdo foi executada em RNA de
TMV, a concentracd3o das particulas do virus mosaico do
tabaco possuem uma tendéncia a serem reduzidas a 1/10 apds
a extracdo de RNA. No entanto, o gréafico padrdo mostrou um
espaco uniforme de acordo com as concentragdes do virus
mosaico do tabaco, o gque confirmou que a andlise
quantitativa foi possivel.

(3) PCR em Tempo Real utilizando quatro tipos

diferentes de acidos nucleicos (DNA/RNA)

Confirmou-se ser possivel, ou ndo, a detecgdo e o

diagnéstico dos diferentes tipos de &acidos nucleicos alvo



10

15

20

25

30

63/68

separados e purificados a partir de varias amostras
biolégicas. Como um amplificador de &cido nucleico que
constitui um aparelho para a andlise integrada de &cidos
nucleicos em tempo real da invengdo presente, o Bloco
Térmico Quantitativo ExicyclerTM (produto da empresa
Bioneer, Coréia) foi utilizado e os kits de diagndstico da
empresa Bioneer foram utilizados. Como kits de diagnéstico
utilizados na PCR em tempo real, quatro tipos de kits de
diagnéstico, ou seja, Kit de PCR Quantitativo de HBV
(produto de empresa Bioneer, n° cat HBV-1111l), o Kit de RT-
PCR quantitativa de HCV (produto de empresa Bioneer, n°.
Cat. HCV-1111), Kit de RT-PCR em tempo real da Nova InfA
(H1N1) (produto de empresa Bioneer, n°. cat. HCV-1111l), e o
Kit de RT-PCR em tempo real de CT&NG (produto de empresa
Bioneer, n°. cat. STD2A-1111) foram utilizados.

O Kit de PCR quantitativo do HBV é constituido a fim
de permitir a andlise quantitativa por amplificagdo do DNA
de HBV extraido da amostra de soro, a fim de determinar se
a infecg¢do por hepatite b ocorre ou ndo. Para o Kit de PCR
quantitativo do HBV, uma solugdo de mistura de PCR de 5 ¢
de tampdo de PCR 10x, 5U de wTfi polimerase , 5 W de 20 mM
de ANTP, pirofosfatase termoestivel, PPi, e similares, e um
iniciador (primer) e uma sonda projetados para
especificamente amplificar apenas DNA de HBV sdo
liofilizados (Tabela 2).

O kit de PCR em tempo Real de CT & NG & constituido a
fim de amplificar simultaneamente o DNA de Chlamydia
Trachomatis (CT) e DNA de Neisseria gonorrheae (NG)

extraidos das amostras de urina ou cotonetes no tubo de uma

reacdo, a fim de determinar se a infecg¢do venérea ocorre ou



10

15

20

64/68

nio. O kit de PCR em tempo Real de CT & NG possui a mesma
solucdo de mistura de PCR que o kit de diagnéstico do HBV,
uma sonda projetados

(primer) e para

e um iniciador
especificamente amplificar somente o DNA de cT ou NDA de NG
sdo liofilizados (Tabela 2).

Os dois kits de diagnéstico acima tém semelhanga na
amplificagdo do DNA, mas tém uma diferenca no fato de que o
kit de diagndéstico do HBV amplifica um tipo tGnico de DNA
viral extraido do soro e o kit de diagnéstico de CT & NG

amplifica simultaneamente dois tipos de DNA bacteriano, ou

seja, o DNA de CT e o DNA de NG extraidos de urina de uma

sé vez. Além disso, o kit de diagndstico do HBV & projetado
para a andlise guantitativa de DNA e o kit de diagndstico

de CT & NG destina-se & andlise qualitativa do DNA.

[Tabela 2]
Iniciador Direto iﬁiciador Reverso Sonda E
HBV CCAATCACTCACCAACCTCTIGT | AGCAGGATGAAGAGGAATATGATAARL ? TCCTGGCTATCOCRGGATGTGTCTGE.
HCV GOGGRACCUGTGAGTACAC TCAGGCAGTACCACAAGHL CTGOCCCCGCAAGACTECT
T GGTATTAGTATTTGOCGCTTTGAGT GTOGATCATAAGGCTTCOTTCAG CTGCTTCCTCCTTGCAAGCTCTIE
NG COTAATACOGCATACGTCTIGAGA COOCAACCAGCTANTCAGATATC CITCORECCTTROGCTATCO6A
Nova HINI GHCTCOATCCTOGGAAATC TCGATGAAATCTCCTGOGTALC j ACTCTCCACAGCAAGCTCATGGTCC
O Kit de RT-PCR quantitativo de HCV, que &

desenvolvido para diagnosticar se a infecgdo por hepatite c¢

ocorre ou ndo, é semelhante ao kit de diagndéstico do HBV

pelo fato de que a andlise guantitativa é& possivel através
da amplificagdo do &cido nucleico extraido do soro, mas
diferente do kit de diagndstico do HBV pelo fato de que o
kit de diagnéstico de HBV amplifica o DNA viral e o kit de

diagndéstico de hepatite c amplifica o RNA viral através de
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RT-PCR.

O Kit de RT-PCR da Nova InfA (HIN1) em tempo real,
desenvolvido recentemente para diagnosticar se infecgdo da
nova influenza ocorre ou ndo, tem uma semelhang¢a pelo fato
de o RNA alvo ser amplificado, mas possui uma diferenca
pelo fato de o RNA ser extraido de um 6rgdo respiratdrio em
vez de soro, em comparag¢do ao kit de diagnéstico de HCV.
Além disso, o Kit de RT-PCR da nova InfA (HIN1l) em tempo
real & projetado para a andlise qualitativa, ao contréario
do kit de diagnéstico de HCV permitindo a analise
quantitativa. Como para o kit de diagnéstico de HCV ou o
kit de diagnéstico da nova InfA (HIN1l) para a RT-PCR do
RNA, uma solu¢do de mistura de RT-PCR, 5 P de tampdo de RT
10x, 600U de MMLV, 5 unidades de wTfi, 3 ¢ 20 mM de dNTP,
50 mM de DTT, 15U de RNasin, estabilizador e similares, e
um iniciador  (primer) e uma sonda projetados para
amplificar seletivamente o RNA de HCV ou o RNA da nova InfA
(H1N1) s3o0 liofilizados (Tabela 2). O iniciador (primer) e
a sonda incluidos em cada kit de diagndéstico sdo projetados
para apresentar valores de Tm semelhantes que variam de
55°C a 657°C, e, assim, é possivel executar as PCRs
utilizando quatro tipos diferentes de kits de diagndstico
ao mesmo tempo.

A fim de executar simultaneamente as PCRs ou RT-PCRs
utilizando quatro tipos diferentes de kits de diagndstico
no amplificador de &cido nucleico, primeiramente, Sue do
DNA ou RNA modelo, 1u2 de DNA ou RNA para o controle
interno positivo (IPC) e 44 de 4&gua destilada sdo
colocados na mistura de PCR seca, e misturados para atingir

o volume total de 50W. O RNA ou DNA do modelo foi
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sintetizado utilizando uma parte especifica de cada alvo,
que é selecionada por meio de um processo de alinhamento,
por um método de sintese de gene (NBiochem. Biophys. Res.
Commun.1998, 248, 200-203) na empresa Bionner e, em
seguida, clonado utilizando um vetor pPGEM-T-Easy Vector (da
empresa Promega, EUA).

Os kits de diagndéstico de HBV, HCV, CT & NG € nova
InfA (H1IN1) foram carregados no bloco de circulagdo de
temperatura de um Gnico amplificador de &acidos nucleicos em
tempo real, e as colunas e pogos sdo definidos no programa
de software correspondentemente & &rea atribuida. As PCRs
foram simultaneamente realizadas sob a condigdo de PCR de
uma reacdo transcrigdo reversa a 45 °C durante 15 minutos,
seguida por 45 «ciclos de 95°C por 5 minutos para
desnaturacdo, 95°C por 5 segundos e 55°C por 5 segundos.
Como kit de diagnéstico de HBV e o kit de diagnéstico de
HCV, 101 a 107 de cbdpia/reagdo de DNAs de modelo foram
respectivamente utilizados para a andlise quantitativa.
Como kit de diagnéstico de CT & NG e kit de diagnéstico de
nova InfA (H1N1l), apenas um tipo de concentra¢do de DNA ou
RNA modelo de controle positivo foi wutilizado para a
anadlise qualitativa.

O DNA ou RNA para o controle positivo interno & um
gene projetado para ser amplificado independentemente sem
apresentar qualquer efeito na amplificagdo do DNA ou RNA
modelo, e utilizado para verificar se ndo ha problemas na
PCR, por meio da confirmagdo de se o DNA ou RNA de controle
positivo interno é apropriadamente amplificado ou ndo, a
partir do resultado do controle negativo no qual o modelo

P

de DNA ou RNA nunca é amplificado.
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Como resultado, o DNA modelo do kit de diagnéstico de
HBV aplicado em concentragdes de 101 a 107 de cdpia/reagdo
sdo detectaveis pelo menos até 101 de coépia/reagdo (FIG.
6), e quando um grafico padr@o do modelo padrdo de RT-PCR
em tempo real foi feito, uma inclinagdo foi de -0,28 e o
valor de R2 foi 1 (FIG. 9). Agqui, R2 representa um
coeficiente de correlacdo mostrando a 1linearidade do
grafico no grafico padrdo da PCR em tempo real, e isso
significa que, como o valor de R2 estd mais prdximo de 1
(uma. vez que o grafico estd mais perto da linha reta), a
PCR é mais preferivelmente realizada. Ademais, no caso do
kit de diagndstico de HCV, o modelo de RNA foi detectéavel
pelo menos até 101 de cépia/reagdo (FIG. 10), e quando um
grafico padrdo do modelo padrdo de RT-PCR em tempo real foi
feito, uma inclinacdo foi de -0,29 e o valor de R2 foi
0,9998 (FIG. 11). Os resultados acima confirmaram que as
PCRe de RNA e DNA poderiam ser simultaneamente realizadas
em um Gnico amplificador de &cidos nucleicos em tempo real,
independentemente de uma diferenga entre o RNA e o DNA.

Também no caso do kit de diagnéstico de CT & NG
projetado para a andlise qualitativa, quando as PCRs foram
realizadas juntamente com os kits de diagndstico de HBV e
HCV, que sdo kits de anadlise quantiﬁativa, ao mesmo tempo,
todo o DNA de controle positivo de CT, DNA de controle
positivo de NG, e DNA para o controle positivo interno sao
normalmente amplificados. A fim de confirmar o limite
detectavel, 101 a 107 de cdpia/reacgdo de DNAs modelo de CT
e NG foram submetidos & reac¢d3o. Os resultados confirmaram
que 101 de cdépia/reagdo dos DNAs modelo de CT e NG foram

todos detectdveis. Quando um grafico padrdo do modelo
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padrdo de RT-PCR em tempo real foi feito, uma inclinacdo
foi de -0,28 e o valor de R2 foi 0,9997 em CT e uma
inclinacdo foi de -0,30 e o valor de R? foi de 0,9996 em
NG.

Também no caso onde o kit de diagndstico da nova InfA
(H1N1) foi aplicado no método semelhante ao kit de
diagnéstico de CT & NG, confirmou-se que o RNA de controle
foi amplificado normalmente. A fim de confirmar o limite
detectdvel, 101 a 107 de cdpia/reagdo de DNAs modelo da
nova InfA (H1IN1l) foram submetidos & reag¢do. Os resultados
confirmaram que 101 de cdédpia/reagdo dos DNAs modelo da nova
InfA (HIN1l) foram detectdveis. Quando um grafico padrdo da
RT-PCR em tempo real do modelo padrdo foi feito, uma
inclinacdo foi de -0,28 e o valor de R2 foi 0,9996.
Portanto, confirmou-se que as PCRs que utilizam até mesmo
os kits projetados para a andlise quantitativa ou andlise
qualitativa podem ser executadas simultaneamente.

Os resultados do experimento acima confirmaram gue, na
realizacdo de PCR e RT-PCR utilizando um Gnico amplificador
em tempo real de acidos nucleicos incluido no aparelho para
a andlise integrada de &acidos nucleicos em tempo real, o
DNA e o RNA extraidos de amostras diferentes, tais como
soro, urina, um Orgdo respiratdrio e similares podem ser
amplificados simultaneamente nas mesmas condig¢des, mesmo
quando sdo utilizados quatro tipos diferentes de kits de
diagndstico projetados para a andlise quantitativa ou para

a andlise qualitativa.



1/3

REIVINDICACOES

1. Método para deteccéo simulténea de uma
pluralidade de 4&cidos nucleicos alvo executado por um
sistema de anédlise integrada em tempo real de &cidos

5 nucleicos compreendendo uma pluralidade de instrumentos
automadticos de purificacdo e separacdo, um amplificador em
tempo real de &4cidos nucleicos, e um controlador, o método
compreendendo:

1) a separacdo de 4acidos nucleicos a partir de

10 véarias amostras bioldgicas e purificando os dcidos
nucleicos separados, pela pluralidade de instrumentos
automdticos de purificacédo e separacéo;

2) a aplicacdo dos &cidos nucleicos purificados a
uma pluralidade de tubos de reacdo, em que a pluralidade de

15 tubos de reacdo inclui um primeiro tubo de reacdo para a
deteccdo de um primeiro &cido nucleico alvo e um segundo
tubo de reacdo para a deteccdo de um segundo acido nucleico
alvo diferente do primeiro &cido nucleico alvo;

3) a atribuicdo de pocos de um bloco de circulacéo

20 de temperatura de multiplos pocos para a pluralidade de
tubos de reacdo de acordo com o acido nucleico alvo, em dque
um primeiro poco ¢é atribuido ao primeiro tubo de reacdo e
um segundo poco é atribuido ao segundo tubo de reacdo, e
armazenando informacdo nas amostras para cada poco de cada

25 dos grupos de pocos;

4) 0 carregamento de cada uma da pluralidade de
tubos de reacdo preparados na etapa 2) para um pPoco em
concordéncia com a informacdo nas amostras biocldgicas, em
que o primeiro tubo de reacdo é carregado no primeiro poco

30 e o segundo tubo de reacdo é carregado no segundo pPogo; e
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5) a amplificacdo simulténea do primeiro 4acido
nucleico alvo carregado no primeiro poco e o segundo acido
nucleico alvo carregado no segundo PpPoco Sob a mesma
condicdo de temperatura e a realizacdo de pelo menos uma

5 anadlise qualitativa e uma anédlise quantitativa dos &cidos
nucleicos alvo respectivos separados da pluralidade de
amostras bioldgicas, e, assim, obter os resultados de
amplificacdo, em que um primeiro conjunto de iniciador e
uma primeira sonda é adicionado ao primeiro tubo de reacédo

10 para amplificar e detectar o primeiro acido nucleico alvo,
e um segundo conjunto de iniciador e uma segunda sonda é
adicionado ao segundo tubo de reacdo para amplificar e

detectar o segundo &cido nucleico alvo, caracterizado pelo

fato de que:
15 - na etapa 1), &acidos nucleicos sédo também separados a
partir de amostras padréo;

- na etapa 3), uma primeira informacdo em uma amostra
padrdo e amostra bioldgica do primeiro tubo de reacldo e uma
segunda informacédo em uma amostra padrao e amostra

20 Dbioldégica do segundo tubo de reacdo é armazenado; e

em que o primeiro e segundo conjuntos de iniciadores e
a primeira e segunda sondas sdo diferentes um do outro e
ftem um ponto de fusdo semelhante de tal forma dgue a
amplificacdo simultdnea e andlise dos &acidos nucleicos séo

25 executadas sob as mesmas condicdes de temperatura, e

em que o primeiro &acido nucleico alvo é separado a
partir de uma primeira amostra bioldgica e o segundo acido
nucleico alvo é separado a partir de uma segunda amostra
bioldbgica diferente da primeira amostra bioldgica.

30 2. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,
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caracterizado pelo fato de que na etapa 2), o tubo de

reacdo é preparado através da aplicacdo da solucdo de acido
nucleico separada e purificada em um tubo de reacdo, no
qual contém os componentes secos necessarios para a
5 amplificacdo de &cidos nucleicos e a solucdo separada e
purificada e os componentes secos sdo misturados no tubo de

reacao.
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