(11) Ntmero de Publicacao: PT 2103694 E

i

b
wegpecie

(51) Classificagao Internacional:
C12Q 1/68(2011.01)

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(22) Data de pedido: 2004.08.16 (73) Titular(es):
UNIVERSITY OF SOUTH FLORIDA
(30) Prioridade(s): 2003.08.15 US 604779 3802 SPECTRUM BLVD., SUITE 100 TAMPA, FL
2004.01.14 US 481892 P 33612-9220 us
(43) Data de publicagao do pedido: 2009.09.23 (72) Inventor(es):
MATT EWERT us
5 PHIL AMUSO us
(45) Data e BPI da concesséo: 2011.05.25 ANDREW GANNONS us

141/2011

(74) Mandatario:
ANTONIO JOAO COIMBRA DA CUNHA FERREIRA
RUA DAS FLORES, Ne 74, 42 AND 1249-235 LISBOA PT

(54) Epigrafe: MATERIAIS E METODOS PARA A CAPTURA DE PATOGENIOS E A REMOGAO DE
ACIDO AURINTRICARBOXILICO DE UMA AMOSTRA

(57) Resumo: ) ) 3
A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A METODOS E MATERIAIS PARA A EXTRACCAO DE

PATOGENIOS INFECCIOSOS DE UMA AMOSTRA, TAL COMO O SANGUE, COMPREENDENDO
OS PASSOS DE CRIACAO DE UM AGREGADO DE FIBRINA QUE CONFINA OS PATOGENIOS E A
INTRODUGCAO DE UM REAGENTE DE LISE DE FIBRINA PARA EXPOR OS PATOGENIOS PARA
ANALISE. O REAGENTE DE LISE DE FIBRINA E PREFERIVELMENTE COMPOSTO POR
PLASMINOGENIO E ESTREPTOQUINASE CONGELADOS EM RELAGAO COINCIDENTE ATE QUE
O REAGENTE DE LISE DE FIBRINA SEJA NECESSARIO, PELO QUE A ESTREPTOQUINASE
REAGE POR VIA ENZIMATICA COM O PLASMINOGENIO PARA FORMAR PLASMINA APOS A
DESCONGELACAO. O PLASMINOGENIO E PREFERIVELMENTE SUSPENSO ANTES DA
CONGELAGCAO NUMA SOLUCAO SALINA AQUOSA, INCLUINDO NACL E NA3PO4. A PRESENTE
INVENCAO REFERE-SE TAMBEM A MATERIAIS E METODOS PARA A REMOCAO EFICIENTE DE
ATA A PARTIR DE UMA AMOSTRA COMPREENDENDO UMA COMPOSICAO DE ACIDO NUCLEICO.
OS METODOS EM QUESTAO PROPORCIONAM UMA COMPOSICAO DE ACIDO NUCLEICO
SUFICIENTEMENTE LIVRE DE ATA DE MODO QUE PODEM SER REALIZADAS UMA REACCAO
DE RT-PCR E OUTRAS REACCOES ENVOLVENDO TRANSCRIPTASE INVERSA.
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RESUMO

“Materiais e métodos para a captura de patogénios e a remogdo

de &acido aurintricarboxilico de uma amostra”

A presente invengao refere-se a métodos e materiais para
a extracgdao de patogénios infecciosos de uma amostra, tal como
0 sangue, compreendendo o0s passos de criacao de um agregado de
fibrina que confina o0os patogénios e a introducdo de um
reagente de lise de fibrina para expor os patogénios para
analise. O reagente de 1lise de fibrina é preferivelmente
composto por plasminogénio e estreptoquinase congelados em
relagao coincidente até que o reagente de lise de fibrina seja
necessario, pelo que a estreptogquinase reage por via
enzimdtica com o plasminogénio para formar plasmina apds a
descongelacdo. O plasminogénio ¢é preferivelmente suspenso
antes da congelagao numa solugao salina aquosa, incluindo NaCl
e NaszPO4.

A  presente 1invencdo refere-se também a materiais e
métodos para a remogao eficiente de ATA a partir de uma
amostra compreendendo uma composicdo de 4&cido nucleico. Os
métodos em questdo proporcionam uma composicao de acido
nucleico suficientemente livre de ATA de modo que podem ser
realizadas uma reacgao de RT-PCR e outras reacgdes envolvendo

transcriptase inversa.
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DESCRICAO

“Materiais e métodos para a captura de patogénios e a remogdo
de &cido aurintricarboxilico de uma amostra”

ANTERIORIDADE DA INVENCAO

O acido aurintricarboxilico (ATA) é um anido polimérico
que tem sido demonstrado na literatura como sendo um potente
inibidor de ribonuclease. O composto foi descrito como um
aditivo para tampdes de lise de amostras onde o objectivo é
extrair espécies de ARN de amostras de tecidos. Tem-se
mostrado que o extracto de 4&cido nucleico derivado de tais
procedimentos € adequado para andlises de hibridacao e de
electroforese em gel. No entanto, o ATA é um potente inibidor
da transcriptase inversa, a qual é essencial para a deteccgao
de espécies de ARN por reacgao em cadeia pela polimerase
(PCR). O0Os procedimentos publicados para remover ATA de
composigdes contendo 4dcido nucleico tém girado em torno de
procedimentos cromatograficos que eliminam ou retiram somente

uma porgaoc do ATA.

O uso de ATA num tampac de lise de uma proteinase K é
potencialmente superior a 1) sais caotrdficos (uma vez gue
estes tendem a reduzir a eficiéncia da hidrdélise proteica
gulada por proteinase K, tal como evidenciado pelos resultados
de PCR); 2) inibidores de ribonuclease a base de proteina (uma
vez que estes inibidores seriam partidos pela proteinase K); e
3) EDTA (o gual apenas inibe nucleases indirectamente através
de quelagao dos catides bivalentes usados por aqgquelas
nucleases). De facto, os catides Dbivalentes tém que ser
adicionados as preparagdes de ARN nas gquailis ¢ conduzida a
hidrdélise enzimatica do ADN. O gque nao foil demonstrado na arte
anterior ¢é um método onde, uma vez adicionado, pode ser
conseguida a completa remogcao de ATA a jusante de extractos de
dcido nucleico até ao ponto em que vai funcionar a Jjusante a

transcriptase inversa-PCR (RT-PCR).
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SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com a presente invencao, um método para a
extraccdo de acido nucleico a partir de uma amostra que contém
acido aurintricarboxilico (ATA), compreende o contacto da
amostra com uma composicgao compreendendo ureia e
dietilenotriaminopenta-acetato (DTPA). Este método proporciona
uma composigao de acido nucleico suficientemente isenta de ATA
para que possam ser realizadas uma reacgao RT-PCR e outras

reacgdes que envolvem transcriptase inversa.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 é uma vista em diagrama do método divulgado.

A Figura 2 é uma vista em diagrama da preparacao do
reagente de 1lise de fibrina, de acordo com o Protocolo 1
adiante descrito.

A Figura 3 ¢é uma tabela que fornece dados sobre o

protocolo sanguineo para o Bacillus anthracis.

A Figura 4 ¢é uma tabela que fornece dados sobre uma
comparagao de duas amostras de sangue de diferentes

individuos.

A Figura 5 ¢é uma tabela gue fornece dados sobre uma
avaliagdo do presente método por um funcionario do laboratério
do Departamento de Saude.

A Figura 6 ¢é uma tabela que fornece dados sobre o
protocolo sanguineo para Yersinia pestis.

A Figura 7 é uma vista em diagrama da preparacgao dos
reagentes de extracgcao de acordo com o Protocolo 1 adiante

descrito.

As Figuras 7-9 sao vistas em diagrama da recuperagao
bacteriana e da lise de fibrina, de acordo com o Protocolo 1

adiante descrito.
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As Figuras 10-13 sdao vistas em diagrama da 1lise
bacteriana e da extrac¢ao de acido nucleico de acordo com ©
Protocolo 1 adiante descrito.

A Figura 14a ¢é uma vista em diagrama dos passos de
extracgcao de reagentes de acordo com o Protocolo 2 adiante
descrito.

A Figura 14b ¢é uma vista em diagrama dos passos de
extracgao de reagentes de acordo com o Protocolo 2 adiante
descrito.

A Figura 15 é uma vista em diagrama dos passos de
extracgao de reagentes de acordo com o Protocolo 3 adiante

descrito.

A Figura 1l6a é uma vista em diagrama dos passos de
extracgao dos reagentes de acordo com o Protocolo 4 adiante

descrito.

A Figura 16b é uma vista em diagrama dos passos de
extracgao dos reagentes de acordo com o Protocolo 4 adiante

descrito.

A Figura 17 é uma tabela qgue fornece dados sobre os
pontos de cruzamento das bandas de ruido para amostras de
sangue com B. anthracis adicionado (“spiked”) e processadas
com plasminogénio, estreptoquinase, fosfolipase A,, ADNase I e

lipase com centrifugacgao ou filtracao.

A Figura 18 mostra a sedimentacao e a solubilizacao de
agregados de tecido a partir de amostras de sangue de 6 ml

expostas a varios tratamentos com detergente e enzimas.

A Figura 19 mostra as caracteristicas de filtragado de
amostras de sangue de 6 ml expostas a varios tratamentos com

detergente e enzimas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Sao adicionalmente descritos métodos de extraccao de
patogénios infecciosos de uma amostra bioldgica tal como um
volume de sangue e inclui os passos de criacao de um agregado
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de fibrina que confina os patogénios e a introducdo de um
reagente de lise de fibrina para expor os patogénios para
analise e ADNase para facilitar a extracgao do ADN. Os
reagentes de lise de fibrina podem ser compostos por ADNase,
plasminogénio e estreptoquinase congelados em relacgao
coincidente até gque o reagente de lise de fibrina seja
necessario, pelo que a estreptoquinase reage por via
enzimatica com o plasminogénio para formar plasmina apds a
descongelagao e a introdugcao na amostra de fibrina. O
plasminogénio é preferivelmente suspenso antes da congelagao
numa solugao salina aquosa, incluindo NaCl e NazPOs. O
reagente de lise de fibrina ¢é preferivelmente composto por
ADNase e Fosfolipase A,. A enzima ADNase ¢é wusada para
facilitar a ruptura fisica e gquimica dos elementos sanguineos
sedimentados que resultam do protocolo anteriormente descrito.
A Fosfolipase A, é utilizada para ajudar a digestdo de ADN
humano por destruigao das bicamadas fosfolipidicas e,

conseqguentemente, pela destruicao da membrana nuclear.

A presente divulgagao utiliza a ressuspensao das enzimas
secas numa solugdo tampdo usando fosfato de potassio como uma
ajuda para a solubilizacdo dos elementos sanguineos. E
imperativo que a estreptogquinase e o plasminogénio nao sejam
misturados com a solugao tampao até ao momento imediatamente
anterior a adig¢do da amostra de sangue. O intervalo de pH do
fosfato de potassio é de cerca de 7,8 a 8,0, o qual ¢é
diferente da arte anterior, que reivindica um intervalo eficaz
de pH de 7,2 a 7,6. A arte anterior usa solugbes de iao
fosfato com pH inferior para actuarem como um verdadeiro
tampao; o método presente permite, no entanto, actividade da
Fosfolipase A2 e solubilidade do Magnésio optimas. O magnésio
esta presente na solugdo tampao na forma do catido bivalente
gque acciona a actividade da Fosfolipase A,, na presencga de
ADNase. A arte anterior utiliza cdlcio na forma do catiao
bivalente classico para accionar a actividade da
Fosfolipase A,, no entanto, o calcio nado é compativel com os
ides fosfato essenciais para a solubilizacao dos elementos

sanguineos.

Uma concretizagao da presente divulgagao inclui a
concentragdao e a extraccao de particulas tais como prides,

toxinas, marcadores metabdlicos, matéria cancerosa, marcadores
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de estado de doencga, bactérias, virus e fungos, a partir de um
volume de sangue, através da introdugdo de uma combinagao
enzima-detergente para expor os patogénios na amostra de
sangue, e a analise da amostra de sangue relativamente as
particulas agora facilmente identificaveis através da
extracgcao. A enzima-detergente pode ser um reagente de lise de
fibrina compreendendo plasminogénio e estreptoquinase. O
plasminogénio e a estreptoquinase podem ser congelados em
relacao coincidente até o reagente de 1lise de fibrina ser
necessario. A estreptoquinase reage entdo com o plasminogénio
para formar plasmina apds a descongelacao. 0O plasminogénio
pode ser suspenso numa solugao salina aquosa antes da
congelagao. As solugdes salinas adequadas podem incluir NaCl,
NaPO, ou semelhantes. Para melhorar a analise, as particulas
podem ser replicadas através de reacgbes em cadeia pela
polimerase (PCR).

Com a introducao de ADNase, o processo ¢ facilitado pela
conversao de ADN em fragmentos curtos, contribuindo assim para
um processo de hidrdélise de proteinas mais rapido e eficiente
durante a extracgao de ADN e para a diminuigdo da carga de ADN
humano inibitdério. Do mesmo modo, a introdugdo de endonuclease

produz uma vantagem semelhante.

Como alternativa a congelacdo, a enzima-detergente pode
incluir estreptoguinase seca e plasminogénio seco como
reagentes de lise de fibrina. Os reagentes secos podem entao
ser misturados e distribuidos em recipientes de teste
descartaveis. Esta concretizacdao pode ser particularmente util
para ensaios de campo em locais onde estdao indisponiveis

equipamento de laboratdério sofisticado e controlos.

O plasminogénio pode ser combinado com Fosfolipase Ay,
ADNase, Endonuclease, Lipase e suas combinag¢gdes. A combinacao
seca enzima-detergente pode ser suspensa em peletes de tampao
de trealose e acondicionada em tubos na forma de um reagente
seco. Os reagentes secos podem entao ser ressuspensos num
tampao, adicionados a um volume de 1-10 ml de sangue e
incubados durante cerca de 5-20 minutos a temperatura
ambiente. Mails especificamente, o reagente seco é composto por
cerca de 1500-4500 KU de Fosfolipase A2, cerca de 5000-
10 000 U de Estreptoquinase, cerca de 2-10 U de Plasminogénio,
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cerca de 200-3650 U de ADNase, cerca de 200-4000 U de
Endonuclease e cerca de 10 000-100 000 de Lipase.

A solugao pode ser centrifugada durante aproximadamente
20 minutos a 5000-5500 x g, a uma temperatura de 10-20°C, o
sobrenadante decantado e a pelete lavada. A pelete pode ser
lavada trés vezes com uma solugdo de Ecotina 10-20 mM / HEPES
20 mM com pH 7,7 e/ou uma solucao de sacarose 10-20 mM / HEPES
20 mM com pH 7,7. A amostra resultante pode entao ser aplicada
a um método de extraccadao de acido nucleico comercialmente
disponivel.

A digestao da amostra pode incluir lise e inactivagao com
ADNase ou lise e 1nactivagao com endonuclease. Podem ser
utilizados 12,5-25 mg de proteinase K, SDS (dodecilsulfato de
sédio) a 1-105%, A&cido aurintricarboxilico 10-200 mM e tampédo
citrato de sdédio 10-20 mM com pH 7,8-8,4, permitindo-se
incubar a solugdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
amostra pode entao ser filtrada com uma unidade de filtragao
de 0,22-0,45 um, lavada com Acido Aurintricarboxilico 10-
200 mM, digerida com 1lise e 1inactivagdo com ADNase e/ou
inactivagao com Endonuclease e purificada.

A digestao da amostra pode incluir os passos de combinar
12,5-25 mg de proteinase K, sSDS a 1-1,5%, acido
aurintricarboxilico 10-200 mM e tampao citrato de sdédio 10-
20 mM, incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos e
eluir o lisado da superficie do filtro ©por adicao de
isotiocianato de guanidina 3,5-4,2 M com pH 6,4.

As solugdes podem ser aplicadas directamente num
dispositivo biossensor em que, em resposta a presenca dos
patogénios na amostra de sangue, 0 paciente desenvolve
marcadores de estado de doenga nativos ou patogénicos que
permitem a captura e a deteccao destes marcadores pelo
dispositivo biossensor. Alternativamente, a solugao pode ser
aplicada directamente a um dispositivo de cromatografia
liquida com espectrometria de massa pelo gue, em resposta a
presenca dos patogénios na amostra de sangue, o paciente
desenvolve marcadores de estado de doenca nativos ou
patogénicos que permitem a detecgao de assinaturas de massa
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associadas aos componentes estruturais dos patogénios
utilizando o dispositivo de espectrometria de massa.

O tampao pode compreender detergente e sais. Isto pode
ser conseguido ajudando a solubilizacgao dos elementos
sanguineos introduzindo fosfato de potéassio 10-30 mM num
intervalo de pH de 7,8 a 8,0, conduzindo a actividade da
Fosfolipase A2 por adigao de cloreto de magnésio 10-80 mM como
o catiadao bivalente, acrescentando Cloreto de Sédio 20-150 mM e
incluindo Acido Aurintricarboxilico 10-200 mM durante o)
processo de incubacado com ADNase. O tampao pode também incluir
Triton X-100 a 1,0-1,2%. Os passos adicionais podem incluir
combinar metil-6-0-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandésido 20-
35 mM e Saponina a 0,05-0,1%; e armazenar as enzimas
utilizando um tampdo de trealose. A armazenagem das enzimas €
conseguida por meio de um tampao de trealose em combinagao com
o metil-6-0-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandésido. O tampao
de armazenagem de trealose compreende tampao fosfato de
potassio 10 mM, Triton X-100 a 0,01-0,04%, Ditiotreitol 1-5 mM
e Trealose 0,3-0,5 M.

Na Figura 1, é realizada uma colheita de sangue 30 a um
paciente. E adicionada uma solucdo de PBS, pH 7,4, e Triton X-
100 a 1,2%, o sangue ¢é agitado no vértex e centrifugado 40
criando a pelete 60 num tubo de 15 ml 50. Preferivelmente
podem ser adicionados resinas, hidrdéxidos de metailis e/ou nano-
materiais com a solugdo de PBS/Triton X-100 para capturar
particulas tais como bactérias, virus, fungos, células
cancerosas, prides, toxinas e semelhantes, para contribuir com
uma maior densidade para estas particulas. O aumento na
densidade das particulas permite velocidades inferiores
durante a centrifugacao.

O sobrenadante ¢é decantado deixando um agregado de
fibrina. Um reagente de 1lise de fibrina 70 da invengao ¢é
adicionado ao tubo 50 que dissolve o agregado de fibrina e
deixa os patogénios 65 expostos para andlise. Os patogénios 65
sao agitados no vértex, centrifugados e sujeitos a lise para
extrair o ADN dos patogénios. O ADN é entdao replicado 90 e
analisado 100 quanto a identidade do patogénio suspeito.
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Divulga-se um dispositivo wutilizado para evitar a
necessidade de uma centrifuga. O dispositivo wutilizara
eléctrodos flexiveis semelhantes a uma bréanquia de peixe para
recolher particulas (tais como bactérias, virus, células
cancerosas, prides ou toxinas). Os eléctrodos também serao
usados para recolher resinas e nano-materiais que tém estas
particulas a eles associados. O dispositivo assemelhar-se-3a a
uma bolha numa superficie. Serda wutilizado um potencial
eléctrico para acelerar a captura de patogénios. O dispositivo
pode ser comprimido para permitir a eficiente remogao dos

conteldos. O dispositivo teria preferivelmente as seguintes

propriedades: (1) uma camada de base rigida e uma camada
superior flexivel; (2) “branquias” flexiveis para serem
montadas nas camadas superior ou inferior; (3) cadeias de

estreptavidina e acido hialurdénico funcionalizadas com
péptidos biocactivos, anticorpos, aptameros, polimeros
impressos molecularmente (“molecular imprinted polymers”), ou
metais que atraem particulas, tais como bactérias, virus,
fungos, toxinas, marcadores metabdlicos, marcadores de estado

de doenca ou agentes quimicos para serem depositados nos

eléctrodos de “branquias” flexiveis; (4) a camada flexivel
terda eléctrodos depositados sobre si; (5) contra-eléctrodos os
eléctrodos de “branquias” residirdao no lado oposto; (6) a
média de volume morto do dispositivo é de 300 microlitros - é

preferivel que nado haja material residual no dispositivo
depois de espremer o material para fora do dispositivo; e (7)
a poliimida formara a porgado flexivel e os eléctrodos serao
feitos de Pt, Au ou de carbono. 0 dispositivo é
preferivelmente wutilizado da seguinte maneira: (1) fazer
correr ligquido para o dispositivo e aplicar tensao nesse
momento; (2) adicionar produtos quimicos e agquecer o
dispositivo; e (3) espremer o dispositivo para remover todos
os contetdos. O dispositivo ¢é utilizado para preparar uma
amostra para analise de particulas (tais como Dbactérias,
virus, c¢élulas cancerosas, prides ou toxinas) wutilizando
espectrofotometria, espectroscopia de massa, anticorpos,
cultura ou sistemas de deteccado baseados no acido nucleico
(e.g. PCR, NASBA, TMA).

Pode ser usado um dispositivo de filtragdo para filtrar
as particulas de sangue tratado com as solugdes de Triton X-
100/PBS/magnésio com enzimas seleccionadas a partir do grupo



EP 2 103 694/PT

de estreptoquinase, plasminogénio, fosfolipase A,, ADNase e
lipase. Pode também ser usado um dispositivo de filtragao para
filtrar as particulas de sangue tratado com uma combinacao de
metil-6-0- (N-heptilcarbamoil)-a-D-glicopirandésido, saponina e
PBS / magnésio mais enzimas seleccionadas a partir do grupo de
estreptoquinase, plasminogénio, fosfolipase Ay, ADNase e
lipase. Depois da lavagem dos reagentes de tratamento enzima e
detergente e de gquaisquer componentes sanguineos quebrados
residuais, a particula esta pronta para analise ou

processamento posterior.

A preparagao de uma concretizacao de um reagente de lise
de fibrina ¢é mostrada como Protocolo 1 na Figura 2 onde o
NaCl, o MnCl, o DTT, a ADNase e o plasminogénio sao
adicionados ao tubo de mistura 110. E entdo adicionado fosfato
de sé6dio ao tubo de mistura 110 e a solugao € distribuida por
tubos de reagente de 1,5 ml 120 colocados em gelo. Os tubos de
reagente 120 sao congelados a -75°C durante aproximadamente
20 minutos. Adicionam-se cerca de 2700 U de estreptogquinase
130 a parede dos tubos de reagente 120 um pouco acima da
solugao de plasminogénio congelada.

As Figuras 3-6 fornecem os resultados de PCR provenientes
de ensaios com amostras de sangue semeadas com Bacillus
anthracis nao virulento vegetativo encapsulado, crescidas de
acordo com o protocolo CDC # CDC.DFA.l1.2, armazenadas em
glicerol TSB a 15% e congeladas a -75°C. Reservas de Yersinia
pestis nao virulentas crescidas em TSB a 37°C, armazenadas em
glicerol TSB a 15% e congeladas a -75°C. As contagens
bacterianas foram testadas no momento da colheita e novamente
testadas no momento da inoculagdao da amostra.

Os dados relativos a média de UFC de Bacillus anthracis
por seis ml de sangue humano sao derivados de ensaios apds
congelagcao tendo em conta o grande desvio padrao encontrado em
eventos de diluigcao apds congelacao Jjustapostos. Nao ¢é
reconhecida ou esperada morte celular significativa. A taxa de
morte celular de 30% é a mais elevada gque ¢é razoavelmente
esperada nas piores circunstédncias. Uma abordagem conservadora
seria aumentar todas as UFC calculadas de Bacillus anthracis
em 30%.
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Os dados relativos a média de UFC de Yersinia pestis por
seis ml de sangue sao derivados de ensaios pré-congelacgao. O
baixo desvio padrao dos replicados das contagens de pré-
congelagdo e a concordédncia com o0s ensaios de pds-congelacao
permitem a utilizagdo dos numeros da contagem bacteriana pré-
congelagao. Esta é uma abordagem conservadora dgue pode ser
utilizada tendo em conta os resultados agora previsiveis que

sao derivados do armazenamento e diluigao deste organismo.

A presente divulgacao é de um método que gera ADN analito
de modo reprodutivel adequado para o ensaio por PCR de
patogénios, tais como o Bacillus anthracis, utilizando
amostras de sangue de pacientes que tenham até 3 meses de
idade. A sensibilidade é de 100% para <10 UFC/ml de sangue
humano quando se utilizam 6 ml de sangue recolhido num Becton
Dickinson Vacutainer (Tabelas 1 e 2). Este protocolo também
permite a deteccgao de Yersinia  pestis com 100% de
sensibilidade para <10 UFC/ml para pelo menos um dos gquatro
conjuntos de oligos de acordo com os dados mais limitados
recolhidos para este organismo (Tabela 3). Deve notar-se que o
CDC nao considera amostras positivas para Y. pestis salvo se
dois conjuntos de oligos produzirem um sinal aceitavel para
PCR.

Em conformidade com o Protocolo 1, a Figura 7 mostra um
método preferido para a preparacao dos reagentes de extraccgao
de acordo com a invencao. As Figuras 8-9 mostram um método de
recuperagao bacteriana e 1lise de fibrina, de acordo com a
invengdao. As Figuras 10-13 mostram um método preferido de lise
bacteriana e extracgdo de acidos nucleicos de acordo com a

invencgao.

Numa concretizagao alternativa, como € mostrado nas
Figuras 14-16b, as enzimas individuais de plasminogénio e
estreptoguinase sao transformadas em pd seco, misturadas e em
seguida distribuidas por tubos descartaveis. Noutra
concretizacao, a Fosfolipase A, o plasminogénio, a ADNase ou
a endonuclease e a lipase sao suspensas € secas em peletes de
tampao de trealose. Embora seja preferida a Fosfolipase Ay,
também pode ser usada qualgquer enzima que destrua a membrana
nuclear, mantendo a parede celular bacteriana ou as cdapsulas
virais intactas. A estreptoguinase ¢é igualmente suspensa e
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seca em peletes de tampao de trealose. Pelo menos uma pelete
do plasminogénio e uma pelete da estreptoguinase sao
acondicionados em tubos na forma de reagentes secos.

Os reagentes secos aqui divulgados podem ser ressuspensos
em 10 ml de uma solugao tampao compreendendo fosfato de
potdassio cerca de 10-30 mM, cloreto de magnésio cerca de 10-
80 mM, cloreto de sdédio cerca de 20-150 mM, Acido
Aurintricarboxilico cerca de 10-200 mM e Triton X-100 a cerca
de 1,0-1,2%. O Acido Aurintricarboxilico é evidenciado para
proporcionar um nivel de protecgdao ao acido nucleico
bacteriano sem impedir a digestao do ADN humano. O uso de
Acido Aurintricarboxilico nao é descrito nos métodos
anteriores de digestao de ADN humano. O metil-6-0-(N-
heptilcarbamoil)-o-D-glucopiranésido e a saponina podem ser
substituidos por Triton X-100. Numa concretizagdo, o metil-6-
O-(N-heptilcarbamoil) -a-D-glucopirandésido é utilizado numa
concentragao de 20-35 mM e a saponina ¢é utilizada na
concentracao 0,05-0,19. O metil-6-0-(N-heptilcarbamoil)-a-D-
glucopirandésido é armazenado com a fosfolipase Ay, o)
plasminogénio, a ADNase I e a lipase num tampao de armazenagem
de Trealose. A substituigdao do Triton X-100 por metil-6-0-(N-
heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandésido e solugao de saponina
permite a actividade eficiente da Fosfolipase A;, proporciona
a accao de quebrar agregados proteicos sem desnaturacao, e é
mais genial para as paredes bacterianas do gque o Triton X-100.
0 uso de saponina e metil-6-0-(N-heptilcarbamoil)-o-D-
glucopirandésido nesta combinagdo nao ¢é descrito na arte
anterior. O tampao de armazenagem de Trealose pode incluir
fosfato de potéassio 10 mM, pH 7,4, Triton X-100 a 0,01-0,04%
ou metil-6-0-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandsido,
ditiotreitol 1-5 mM e Trealose 0,3-0,5. A mistura de tampao e
enzima é entdo imediatamente combinada com 10 ml de amostra de
sangue, que pode ser reduzida para 1 ml. A amostra ¢é entao
incubada a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. Os
componentes supracitados ajudam a solubilizacao dos elementos
sanguineos através da minimizacdao de certas particulas que, de
outra forma, entupiriam 0s filtros, prejudicariam 0s
dispositivos biossensores ou de espectrometria de massa e
impediriam a extracgdo de acidos nucleicos. A solubilizacgéo
ocorre enquanto o ADN humano é eficientemente digerido e o ADN

viral e/ou bacteriano permanecem intactos.
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Em conformidade com os Protocolos 2 e 4, uma combinagao
preferida de enzimas ¢é constituida por Estreptoquinase,
Plasminogénio, ADNase ou Endonuclease, Fosfolipase A, e
Lipase. Alternativamente, também podem ser usadas combinac¢des
de enzimas compreendendo Estreptoquinase, Plasminogénio,
ADNase ou Endonuclease e Fosfolipase A;. Noutra combinagao
alternativa podem ser usadas Estreptoquinase, Plasminogénio,
ADNase ou Endonuclease assim como ADNase ou Endonuclease,
Fosfolipase A, e Lipase. A ADNase ou a Endonuclease em
combinacdo com a Fosfolipase A, é ainda uma outra alternativa.
A eficacia das trés Ultimas combinagdes revelou-se igual.

Em conformidade com o Protocolo 3, uma combinacgao
preferida de enzimas ¢é constituida por Estreptoquinase,
Plasminogénio, ADNase ou FEndonuclease, Fosfolipase A; e
Lipase. Alternativamente, também podem ser usadas combinacdes
de enzimas compreendendo Estreptogquinase, Plasminogénio,
ADNase ou Endonuclease e Fosfolipase A;. Noutra combinacao
alternativa, pode ser usada Estreptoquinase, Plasminogénio,
ADNase ou Endonuclease.

Como é mostrado na Figura 14 com o Protocolo 2, a amostra
é centrifugada por um periodo de cerca de 20 minutos a 5000-
5500 x g, a uma temperatura entre 10-22°C, apds a incubacao. O
sobrenadante ¢é entao decantado e, em seguida, a pelete &
lavada trés vezes com uma solugdo de Ecotina 10-20 mM / HEPES
20 mM com pH 7,7 e/ou uma solucao de Sacarose 20-30 mM / HEPES
20 mM com pH 7,7.

Alternativamente, apobs a incubacao, a amostra do
Protocolo 2 é centrifugada de maneira semelhante e o)
sobrenadante ¢é decantado, seguido pela lise da amostra e
inactivagao com ADNase ou Endonuclease usando cerca de 12,5-
25 mg de proteinase K, dodecilsulfato de sddio (SDS) a cerca
de 1-1,5%, Acido Aurintricarboxilico a cerca de 10-200 mM e
tampao citrato de sdédio a cerca de 10-20 mM com pH 7,8-8,4.
Deixa-se a amostra incubar a temperatura ambiente durante
cerca de 10 minutos. A amostra digerida pode entao ser
aplicada a qualquer método de extracgdo de 4acido nucleico
comercialmente disponivel, mostrado na Figura 14b.
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No entanto, noutra alternativa, referida como Protocolo 3
e ilustrada na Figura 15, a amostra é filtrada com uma unidade
de filtracdo de 0,22-0,45 pm e lavada com 10-20 ml de Acido
Aurintricarboxilico a cerca de 10-200 mM, seguida pela lise da
amostra e 1nactivagadao com ADNase ou Endonuclease. A lise da
amostra e a 1inactivagdao com ADNase ou Endonuclease sao
realizadas utilizando cerca de 12,5-25 mg de proteinase K, SDS
a cerca de 1-1,5%, Acido Aurintricarboxilico a cerca de 10-
200 mM, e tampao citrato de sédio a cerca de 10-20 mM. A
amostra € entdo incubada a temperatura ambiente durante cerca
de 10 minutos. E necessadria a adicdo de isotiocianato de
guanidina a cerca de 3,5-4,2 M, pH 6,4, para eluir o lisado da
superficie do filtro. O extracto de acido nucleico pode entéo
ser adicionalmente purificado utilizando um método disponivel

comercialmente.

OQutra alternativa, referida como Protocolo 4 e ilustrada
na Figura 16a, aplica a amostra directamente num dispositivo
biossensor que 1ira capturar e detectar as bactérias, virus,
fungos, toxinas, prides, agentes gquimicos, marcadores
metabdlicos ou marcadores de estado de doenca nativos
desenvolvidos pelo préprio corpo do paciente, em resposta a

estes patogénios e a agentes presentes na amostra de sangue.

Ainda noutro Protocolo 4 alternativo, mostrado na
Figura 16b, a amostra é aplicada directamente num dispositivo
de cromatografia liquida com espectrometria de massa que ira
detectar as assinaturas massicas dos componentes estruturais
que constituem as bactérias, os virus, as toxinas, os prides e
os agentes quimicos presentes na amostra de sangue ou o0s
marcadores de estado de doenga nativos desenvolvidos pelo
préprio corpo do paciente, em resposta a estes patogénios e a
agentes presentes na amostra de sangue. Observar-se-a que o0s
objectos acima apresentados, e 0s que se tornam evidentes a
partir da descrigao anterior, sao eficientemente atingidos e,
como podem ser feitas determinadas alteragdes na construgao
anterior sem desvio ao ambito da invencao, pretende-se Qgue
todas as matérias contidas na descricao anterior ou mostradas
nos desenhos anexos sejam interpretadas como ilustrativas e

nao num sentido limitativo.
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A presente invengao refere-se a métodos que podem ser
utilizados para a remogao selectiva de ATA de uma amostra tal
Ccomo uma amostra de sangue contendo acido nucleico.
Tipicamente, o ATA ¢é usado em procedimentos de extraccao e
purificacdo do ARN de c¢élulas, virus, etc., devido a sua
actividade como um inibidor da ribonuclease. Numa
concretizagao da invengao reivindicada, o potente inibidor da
ribonuclease ATA estarda presente durante a parte do processo
de extracgao de acido nucleico onde se deixa prosseguir a
hidrélise de proteinas em condig¢des ideais (i.e., com ATA e
sais nao caotrdpicos, tais como o tiocianato de guanidina). As
composigdes para a remogao de ATA podem ser proporcionadas
tanto na forma de solugao como na forma de sdélido seco.
Preferivelmente, as composigdes sao proporcionadas na forma de
um soé6lido seco ao qual € subsequentemente adicionado um
liquido ou um fluido. Numa concretizagao exemplificada, é
usada uma composigac em combinagao com oS reagentes de lise

descritos neste documento.

Numa concretizacgao, um método da invengao compreende o
contacto de uma amostra que compreende ATA e acido nucleico,
com uma composigao de ureia/DTPA da invencgao. Numa
concretizacao, a amostra pode compreender qualquer combinacao
de reagentes, como descrito num tampao de lise da invencgao. A
composigdo de ureia/DTPA da invencgdo pode ser preparada pela
combinagao de ureia com DTPA e opcionalmente EDTA, citrato de
sédio, e guantidade suficiente de uma base, como o hidréxido
de sédio para atingir pH 8,0, tal como definido na Tabela 1.
Numa concretizacdo, a mistura é aquecida acima de cerca de
600°C durante cerca de 4 horas, seca, moida num pd e,
opcionalmente, combinada com proteinase K e metil-6-0-(N-
heptilcarbamoil)-o-D-glicopirandésido. O reagente de ureia/DTPA
é proporcionado de preferéncia numa forma seca de modo a
minimizar os volumes da amostra a Jjusante e evitar o
procedimento de ter gque adicionar proteinase K (PK) numa etapa
separada (uma vez gque a PK ndo ¢é estdavel durante 1longos
periodos de tempo em ureia 6,0 a 7,5 M). O reagente de
ureia/DTPA moido € seco sob vacuo e adicionado (a 360 mg/ml de
amostra de sangue) ao sangue tratado previamente com reagentes
de 1lise descritos neste documento. A amostra tratada com
ureia/DTPA é incubada cerca de 5-10 minutos a uma temperatura
de cerca de 65°C. Quando as amostras tratadas com ATA e um
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reagente de ureia/DTPA da invengdo sao combinadas com
protocolos de extracgdo de acido nucleico da arte anterior,
onde sado usadas matrizes ligantes, como a silica ou outros
materiais que ligam &cidos nucleicos na presenca de sais
caotrdépicos ou onde é usada a precipitacao e a centrifugacao,
o ATA ndo serd co-purificado com o extracto de acido nucleico.
Noutra concretizacao, a proteinase K pode ser inactivada por
exposigcdo a temperaturas superiores a cerca de 80°C durante 5-
10 minutos ou mals, a amostra € entao arrefecida abaixo de
cerca de 40°C, em que a urease é entao adicionada a cerca de
1000-100 000 U/ml para guebrar a ureia. A amostra pode entdo
ser aplicada directamente num dispositivo de array de acido

nucleico.

Usando os presentes métodos em conjunto com a PCR, podem
ser detectadas 10 UFC de Bacillus anthracis por 10 ml de
sangue. Nao houve também diferenca na cinética de RT-PCR
derivada de amostras em PBS onde 1 ng de ARN MS2 foi semeado
em extractos de acido nucleico feitos com e sem ATA. Foram
também detectadas 1000 ufp de virus da poliomielite
Sabin III / 8 ml de sangue completo SPS por RT-PCR quando o0s
reagentes de lise descritos neste documento foram combinados
com o reagente de ureia/DTPA e o protocolo acima descrito. Ao
utilizar um reagente de ureia/DTPA da invencado, o ATA Jue
estava presente antes do passo de digestao da proteinase K nao
teve um impacto negativo sobre a cinética da PCR usando os
extractos de acido nucleico que foram preparados utilizando os

presentes métodos.

Tabela 1. Conteldo do reagente de ureia/DTPA em pd (apds a
adigcdao de 1 ml de amostra a 360 mg reagente)

Ureia 6,0-7,5 M

Metil-6-0- (N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandsido 10 - 20 mg/ml

Proteinase K 600 - 1000 pg/ml
EDTA 20 - 70 mM

DTPA 20 = 70 mM
Citrato de sddio 120 mM

Hidréxido de Sdédio adicionado até pH 8,0
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Noutra concretizacao, se uma amostra nao é processada com
reagentes de lise tais como os descritos neste documento,
entdao pode ser adicionado as células um tampdao compreendendo
somente ATA, como um primeiro passo, e tratar-se

subsequentemente como acima descrito.

Noutra concretizacgao, pode ser adicionada ureia a cerca
de 6,0-7,5 M a uma amostra contendo ATA e entao pode ser
combinada com tampdes ligantes baseados em sais caotrdépicos,
da arte anterior e matrizes ligantes de silica, o protocolo
conduzido de acordo com a citagao na literatura ou as
especificagbes do fabricante com a excepgao do aquecimento do
ligante baseado em sal caotrdépico e do tampao de lavagem a
cerca de 55 - 65°C antes de os usar com a amostra. A reacgao
da ureia com o Acido Aurintricarboxilico (ATA) mais a
combinacdo desta solucdo com o sal caotrdpico a cerca de
55 - 65°C, seguida de aplicacdo numa matriz de captura de
acido nucleico a base de silica permite a ligacao selectiva do
dacido nucleico a matriz e a exclusdo do ATA (gue passa através
do fluxo na coluna). E a combinacdo da reaccdo com a ureia e o
calor que proporciona a exclusdao do ATA da matriz de captura
de silica engquanto o acido nucleico se 1liga facilmente. O
reagente de ureia/DTPA acima descrito produzido por
aquecimento acima de 600°C durante a produgao elimina a
necessidade deste passo de aquecimento do sal caotrdpico e
permite uma remogaoc mais completa do ATA.

Noutra concretizagao, as amostras de sangue podem ser
tratadas com misturas contendo ATA descritas neste documento
em combinagdo com a captura de patogénios usando péptidos
bicactivos funcionalizados em acido hialurdnico também como
descrito neste documento onde o &acido hialurdnico, por sua
vez, actua como um guia de ondas ©polimérico. O acido
hialurdénico é marcado com biotina através de grupos carboxilo
ou aminas e o excesso de biotina ndo ligada é posteriormente
removido através de didlise. A estreptavidina é reticulada e o
excesso de reticulante nao ligado € removido através de

didlise. A estreptavidina reticulada ¢é adicionada ao acido

hialurdénico biotinilado num excesso de 100 - 10 000 molar e
incuba-se cerca de 4 - 10 horas, com OuUu sSem um Ccampo
electroforético ou dielectroforético aplicado.

Alternativamente, a estreptavidina ¢ adicionada nas proporcgdes
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descritas, incubada durante cerca de 1 - 4 horas com agitacgao,
combinada com um reagente reticulante foto-activado, e
reticulada como num sistema de litografia, de modo a gerar
estruturas posicionadas num percurso do fluxo da amostra.
Neste sistema, é usada uma libertacao de calcio no local da
captura do patogénio através de um péptido biocactivo ou de
hibridagao de espécies de ARN na presenga de trombina (cerca
de 10 - 500 yug por mililitro) para accionar a conversao local

do fibrinogénio marcado com molécula repdrter (cerca de 10-

500 Wg por mililitro) num agregado de fibrina insoldavel no
local da captura do patogénio através de um péptido biocactivo
ou de hibridacdo de espécies de ARN a matriz do guia de ondas
polimérico acido hialurdnico. As moléculas repdrter podem ser
gquaisquer moléculas que possam ser detectadas e incluem, por
exemplo, moléculas fluorescentes (fluoresceina, etc.),
moléculas radiocactivas, enzimas, antigénios e similares. Como
utilizado neste documento, o0s péptidos biocactivos incluem
péptidos de ligagcao a virus nao especificos nativos e
modificados, a maioria optimamente, tais como lactoferrina ou
lactoferrina modificada com 4&cidos gordos, e péptidos de
ligagao a bactérias nao especificos nativos e modificados, a
maioria optimamente, como Cecropina Pl mas incluindo também,
por exemplo, protamina, Buforina I, Buforina II, Defensina,
D-Magainina II, Cecropina A, Cecropina B, Lectina PA-1 e
Tritrpticina. Os péptidos modificados podem ser alterados em
termos de conteudo de aminodcidos e incluem oS seus sails,

ésteres, amidas e suas formas aciladas.

Noutra concretizacao, 0s péptidos biocactivos
funcionalizados sobre o acido hialurédénico (que ¢é reticulado
através de biotina e estreptavidina) actuam como porgdes de
captura de patogénios. Apds a captura do patogénio ou do
biomarcador, o 4acido hialurdnico é qguebrado usando cerca de
1000 - 1 000 000 wunidades de hialuronidase/ml de amostra
dentro do dispositivo.

Noutra concretizagao, os componentes ATA, cloreto de
magnésio e fosfato de potéassio descritos no tampao de lise da
presente invencao sao combinados, levados a um pH de cerca de
9,2 - 10 em lotes de 100 ml, e aquecidos a ebuligdo até se

formar um residuo seco. O residuo seco é moido, adicionalmente
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seco sob vacuo e adicionado aos outros componentes enzima,

detergente e trealose, tais como os descritos neste documento.

Lisboa, 2011-07-19
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REIVINDICACOES

1. Método para a extracgdo de acido nucleico de uma
amostra que contém acido aurintricarboxilico (ATR),
compreendendo o contacto da amostra com uma composigado

compreendendo ureia e dietilenotriaminopenta-acetato (DTPA).

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em dque a
concentragao de ureia na amostra € de 6,0 - 7,5M.

3. Método de acordo com a reivindicacgao 1 ou a
reivindicagao 2, em gque a composicao compreende adicionalmente

citrato de sdédio.

4, Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em que a composicao compreende adicionalmente

hidrdéxido de sdédio.

5. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em que a composicao compreende adicionalmente

metil-6-0-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandsido.

6. Método de acordo com guaisquer das reivindicacdes
anteriores, em Qque a composicao compreende adicionalmente

proteinase K.

7. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em que a composicao compreende adicionalmente

etilenodiaminotetra-acetato.

8. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em que o pH da amostra é levado a cerca de 8,0.

9. Método de acordo com qguaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em gue o método compreende adicionalmente o

aquecimento da amostra.

10. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em gue a amostra compreende adicionalmente um sal

caotrdéfico.
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11. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em que o método compreende adicionalmente o

contacto da amostra com um sal caotrdéfico.

12. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes

anteriores, em que a composicao é um pd seco.

13. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, o qual compreende o passo prévio de aquecimento de
uma solugao de ureia e DTPA a pelo menos 600°C antes da

composigao ser combinada com uma amostra.

14, Método de acordo com a reivindicacao 13, em dque a
solucado de ureia e DTPA é aquecida durante cerca de quatro
horas.

15. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em que a extracgdo de acido nucleico compreende os
passos de lavagem e/ou ligacdo, e o0s reagentes utilizados para
0s passos de lavagem e ligacgao sao aquecidos a 55 - 65°C antes
ou durante o contacto da amostra com os reagemtes utilizados
para os passos de lavagem e/ou ligagédo.

16. Método de acordo com quaisquer das reivindicacbes 1 a
9, que adicionalmente compreende o contacto da amostra com

urease.

17. Método de acordo com a reivindicacdao 16, em gque sao
adicionadas 1000 - 100 000 wunidades da urease por ml de

amostra.

18. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes

anteriores, em gue a amostra é sangue.

19. Método de acordo com quaisquer das reivindicacgdes
anteriores, em gque a amostra ¢é constituida por bactérias
ligadas a particulas de fase sdélida funcionalizadas com
péptidos que se ligam as bactérias, em gque as bactérias se
ligam as referidas particulas numa composigao que

adicionalmente compreende acido aurintricarboxilico.
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20. Método de acordo com a reivindicagao 19, em qgue os
péptidos que se ligam a bactérias sado seleccionados entre
Cecropina P1l, protamina, Buforina I, Buforina II, Defensina,
D-Magainina 1II, Cecropina A, Cecropina B, Lectina PA-1 e
Tritrpticina, com ou sem alteracdo em termos de contetdo de
aminodcidos, seus sais, ésteres, amidas e suas formas
aciladas.

Lisboa, 2011-07-19
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PASSO 1F PASSO 1G N

100

Ce0e0O0

Anatisar os resultados da PCR
Tratar o ADN em ciclos quanto a presenga de patogénic
\ térmicos para andlise por PCR J J
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PASSO 2B

plasmincgénio

.

NaCl

110

Adicionar 200 yl de NaCl 0,5 gelado por 5 U de
plasminogénio. Usar uma pipeta para misturar
até estar dissolvido (ndo agitar no vortex)

N 33Po 4

Adicionar 200 pl de Na3PO4 0,1 M gelado e
misturar usando pipeta {ndo agitar no vortex)

/

Y

/ PASSO 2D / PASSO 2C
120 120
130 = e
110 ={|m= =
= EEEIEIE
Armazenar durante pelo menos 20 minutos a @ %
-75°C. Adicionar 2700 U de esfreptoquinase e
5 U de ADNase (130) a cada frasco mantendo - o .
o plasminogénio congelado. A estreptoguinase Adicionar imadiataments 65 yl da solugdo de
& preferivelmente adicionada a parede do tubo plasminagénio (110} a tubos de 1,5 mi colocados em

imediatamente acima da solugao de
plasminogénio congelada,

N

Qo. Congelar imediatamente a solugac a -?S"y
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Conjunto de dados do protocolo sanguineo para Bacillus anthracis

Numero da amostra Iniciadar de pXO2/ Inigiador gendmicof Média Comentarios ac tipo
Sondas — Ponto de Sondas — Panto de calculada de de amostra: Todas as
cruzamento no LightCycler | cruzamento no LighiCycler UFC/6 ml amostras testadas 2
de sangue dias apds inoculagao
M3200253BA1 36.75 37.76 13.75 Inoc. positiva
M3200253BA2 36.59 37.86 13.76 Inoe. positiva
M3200253BA3 35.97 38.10 13.75 Inoc. positiva
M3200253BA4 37.26 39.53 13.75 Inoc. positiva
M3200253BAS 35.36 4011 13.75 Inoc. positiva
M32002538BA8 36.35 . 45,19 13.75 Inoc. positiva
M3200253BA7 36.62 38.64 13.76 Inoc. positiva
M3200253BA8 37.04 39.51 13.75 Incc. positiva
M320020BA9 0.00 0.00 0.00 Branco
M/3200226BA1 37.18 39.35 1.38 Inoc. positiva
M/3200226BA2 36.79 40.28 1.38 Inoe. positiva
M/3200226BA3 37.92 39.84 1.38 Inoc. pasitiva
Mf3200226BA4 37.48 40.16 1.38 Inog. positiva
M/3200226BAS 39.66 40.26 1.38 Inoc. positiva
M/3200226BAG6 39.31 41.19 1.38 Inoc. positiva
M/3200226BA7 38.48 40.73 1.38 Inoc. positiva
M/320020BA8 0.00 .00 0.00 Branco
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Conjunto de dados do protocolo sanguineo para Bacillus anthracis: Comparag@o de sangue de dois
individuos diferentes e avaliagio da idade da amostra sanguinea

Nimero da amostra Iniciador de pXO2f Sondas Iniciador Média Comentérios ao
— Ponto de cruzamento no gendimico/ calculada de tipo de amostra:
LightCycler Sondas —Ponto | UFC/6mlde | Todas as amostras

de cruzamento no sangue extraidas 84 dias

LightCycler apds inoculagao

V210253BA1 3173 39.81 10.5 Dador de sangue 1
V210253BA2 36.74 39.05 10.5 Dador de sangue 1
V210253BA3 36.51 37.99 10.5 Dador de sangue 1
V210253BA4 38.12 39.79 10.5 Dador de sangue 1

V21020BAS5 0.00 0.00 0.00 Branco

M21 02533A1 37.86 39 .81 225 Dador de sangue 2
M210253BA2 37.84 39.22 2.25 Dador de sangue 2
M210253BA3 37.24 38.52 2.25 Dador de sangue 2
M210253BA4 38.68 30.33 2.25 Dador de sangue 2
M210208BA5 0.00 0.00 0.00 Brance '
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Fig. 5

Conjunto de dados do protocolo sanguineo para Baciilus anthracis: Avaliago do protocolo sanguineo por um
funcionario do laboratério do Departamento de Salde

Nimero da amostra Iniciador de pX0O2/ Iniciador Madia Comeniarios ao tipo
Sondas — Ponto de genémico/ calculada de de amostra: Todas
cruzamento no LightCycler Sondas — UFC /6 ml as amostras de
Ponto de de sangue sangue do mesmo
cruzamento no lote que na Tabela 1
LightCycler
M3200256BA1L 38.81 39.93 13.75 Inoc. positiva
M3200256BA2L 36.10 39.26 13.75 Inoc. positiva
M/3200223BA3L 36.77 38.58 138 Inoc. positiva
M320020BA4L 0.00 0.00 0.00 Branco

Fig. 6

Conjunto de dados do protocolo sanguineo para Yersinia pestis

Nomero daamostra | inigiador de | Iniciador de | iniciadorde | iniciador de Média Comentarios ao

YP 2f YP Y YP 12/ YP 16/ calculada fipo de amostra:
Sondas — Sondas — Sondas — Sondas — de UFC/ Todas as
Ponto de Ponto de Ponto de Ponto de & mlde amostras

cruzirgento cruza:]rgento cruze:]r‘l)'nento cruzamento sangue ext‘rai_das 2I die_ls

LightCycler LightCycler | LightCycler no LightCycler apos fnoetlageo
M3180251EYP1 0.00 0.00 0.00 37.97 12.0 " Inoe. positiva
M3180251EYP2 0.00 47.01 0.00 0.00 12.0 Inog. positiva
M3180251EYP3 41.56 0.00 0.00 40,29 12.0 {noc. positiva
M3180225EYP4 0.00 0.00 0.00 38.98 24.0 Inoc. positiva
M3180225EYP6 40.20 44.01 39.66 37.60 24.0  Inoc. positiva
M3180251FYP7 0.00 46.15 0.00 39.79 48.0 Ince. positiva
M3180251 FYPB 40.45 4359 41 70 35.47 480 - Inoc. positiva
M3180251FYPS 40.20 41.88 38.67 34.23 48.0 Inog, posiliva

M318020YP10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 Branco
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Fig. 7

Preparagac dos reagentes de extracgao

PASSO 7A

PASSO 7B

™ ﬂ

PASSO7C

Localizar uma superficis de trabatho
que née esteja normalmente exposta a
aerossdls de ADN bacteriano. Se puder
potencialmente exisfir contaminagao de

ADN bacteriano bruto, limpar a

As pipetas serologicas descartaveis
sdo adequadas para dispensar
volumes > 0,5 ml de reagente do
Roche Kit lll. Se for usada uma
.| micropipeta, ter a certeza de limpar

superficie de frabalho com uma
solugdo de lixivia a 10% feita de fresco.
Abrir um ROCHE MAGNA PURE LC

© corpo com uma solugéo de lixivia
a 10% se essa pipeta tiver
possibilidades da ter sido usada
numa extracgio prévia de ADN.

Se forem observados precipitados
nos frascos de reagente ROCHE
KIT Il tomar como refaréncia o
folheto informativo do kit. C kit &
armazenado a temperatura
ambiente (15-25°C). Os frascos de
reagentes séo numerados e

DNA ISOLATION KIT Il nesta
superficie de trabalho.

codificados par cores.

PASSO 7E

Enguanto se usa a supeificie de trabalho
relativamente isenta de ADN dividir em aliquotas
por N + 1 tubos de propileno de 15 ml a quantidade
de Tampdes de Lavagem |, [, LI, Tampéo de
Lise/Ligagdo e acetona necessaria para a amostra a
ser testada. Dividir em aliquotas de 300 pl de
Tampéo de Lise Bacteriana por amostra. Os
remanescentes 68 i (do total acima indicado) serao
usados no passo seguinte (7F). Agitar
exaustivamente no Vértex e dividir em aliguotas por
N + 2 tubos de 1,5 ml a quantidade requerida de

@Eas de Vidro Magnéticas e tampao de eluigdo. /

A
PASSO 7F

A

PASSO 7D \

O tampéo de Lise/Ligacdo contém isotiocianato
de guanidina. G tampao de lavagem | contém

Preparar a solugdo de Proteinase K por adigéo de
600 »l de Tampdo de Eluigho a Proteinase K seca e
misturar por agitagao manual comn pefo menos 20
rotagdes. Armazenar a solugéo a temperatura
ambiente enquanto a solugéo esta a ser usada.
Enquanto ndo estiver a ser usada, a solugéo pode
ser armazenada a 2-8°C até 4 semanas ou de -15
3 -20°C até 12 meses. Se congelada, a solugéo

deve ser descongelada s6 uma vez.

cloridrato de guanidina. Estes compostos séo
irritantes. Usar sempre fuvas e seguir os
protocolos de Higiene em Laboratdrio de Quimica
para derrames, exposigéoc e eliminagdo destes
reagentes. Ler o folheto informativo no produto da

ROCHE.

O Tampd&o de Lise de Proteinase K & composto
por Profeinase K e Tampé&o de Lise Bacteriana.
330 combinados um volume de 68,0 ul de Tampéo

PASSO 7G

%

/

» de Lise Bacteriana e 32,0 1 de solugdo de
Proteinase K por amostra. Muliiplicar o nimero de
amostras + 1 por cada um dos valores acima.
Manter este calculo pronto para ser usado durante

a extraccdo do 4cida nucleico.
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Recuperagao bacteriana e lise de fibrina

Fig. 8
PASSO 8A ( PASSO 88 \ ( PASSO 8C \

$30 sempre usadas luvas e batas. As gotas identificadas na superficie QO sangue humano (aproximadamente

Mudar de luvas imediatamente de trabalho durante o procadimento 8,0 ml) colhido em BECTON
quando é identificada ou mesmo se devem ser imediatamenta limpas DICKINSON lavender top Vacutainer
s6 houver a suspeita de com uma solugéo de lixivia a 10%. pode ser armazenado a 4°C X 60 dias.

contaminagao da luva por gotas ou
aerossol. As batas laboratoriais
podem ser uma fonte de
contaminagdo. Mudar de luvas

frequentemente durante o 3
procedimento, especialmente ( PASSO 8E \ ( PASSO0 8D \
quando se moverem itens para fora
de BSC. Usar uma pipeta seroldgica de 10 ml Seguindo as Precaugdes de
\ para depaositar 6,0 ml de solugdo de Seguranga Universais e usando a

PBS 1X/Triton X-100 a 1,2% no tubo BSC, a amostra de sangue é
Vacutainer vazio. removida da armazenagem e

/— \ decantada para um tubo CORNING

PASSO 8F de 15 ml.

Tapar ¢ tubo Vacutainer usando como
fecho de seguranga uma tampa

FISHERBRAND TAINER.
PASSO 8H PASSO 8l

/

Con;l::;'la; :;:;32‘:2;;;%{2 E] qu:mn Agitar no vértex o tubo de 15 mi
/ PASSO 8G \ centrifuga de 15 ml. Tapar e inverter na regulagio mé)ﬂma’ dufanie 10
a amoska de sangue varias vezes segundos. Segurar s6 a ponta da
a de modo a assegurar que os > tubo (& melhor usar o polegare o
Agitar o tubo no Vértex durante 10 elementos sanguineos nio se indicadar). O fubo & invertido
segundos. Comegar a agitagiio no tenham depositado no fundo do tubo. (tamEa para baixo e angulo de
vortex na regulagio média e 90 Con; o p_ra:jo do Vo’ﬂex) g
avangar entdio rapidamente para a / enquanto € agitado no vortex de
regulagio maxima. Comegar modo a facilitar a rotagio do fluido.
devagar e depois acelerar \ /

\minimizaré a formagéo de espuy

A 4

Continua na Fig. 9
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Fig. 9

Continuagéo da Fig. 8

PASSO 9A PASSO 9B

-

Os contelidos deste tubo de 50 ml
sdo entdo vertidos no frasco de
desperdicios bacterianos onde a
concentragéo final sera lixivia a 10%

\ r PASS0 9C \

Deixar que o tubo ds centrifuga de
15 ml permanega direito durante
3 min. enquanto o fluido residual é
recolhido no fundo do tubo.

Centrifugar o sangue diluido X 30 min.
@ 5500 RCF @ 22°C num rofor de
balde oscilante. Mover o rotor para a
BSC. Remover a coberiura do rotor e
colocar os tubos num suporte.
Decantar o sobrenadante para um

\_ /
- ™

h
PASSCO 9D

PASSO 9F PASSO 9E

~

Usando um extensor de
pipeta, depositar 60,0 yl da
solugdo de Lise de Fibrina

no topo da pelete
observavel no fundo do fubo

de centrifuga de 15 ml.

N

( PASS0 9G \

/

{ PASSO gH \

Usando uma pipeta de transferéncia de 6
polegadas, remover o fluido residual
presente imediatamente acima da pelete

Enquanto se espera, remover um frasco
(por amostra de sangue) do Reagente de
Lise de Fibrina dividido em aliquctas da
amazenagem a -75°C e cokca-lo no

abservavel. Tirar o frasco do Reagente de
Lise de Fibrina do balde de gelo. Se o
reagente permanecer congelade, rodar a
ponta do tubo entre dois dedos protegidos
por luvas. Quando descongelade, misfurar
com 5 golpes de dedos agressivos.
Assegurar a suspensio de quaisquer

gelo. O Reagente de Lise de Fibrina
pode ser deixado no gelo aié 15 minutos
antes de usar. Usar as Precaugbes
Universais enquanto se pipeia este
reagente, uma vez que é derivade de

precipitados visivels.

[ PASSO 9l \

plasma humano.

PASSO 9J

Agitar a amostra no
vortex na regulagio
maxima durante pelo
menos 30 segundos ocu
até a pelete se deslocar
do fundo do tubo. Se se
desenvolver espuma,
bater firmemente com a
exiremidade do tubo na
superficie de trabalho
2-3 vezes.

N

A

Incubar a amostra @ 37°C
X 30 min. num banho de
agua com agitagéo
{agitacdo regulada na
posigao méxima) com uma
repetigéo do passo 9F aos P

e/

5 min.

Adicionar 300 pl de
Tampéo de Lise
Bacteriana sem

proteinase K e agitar no
vadrtex X 30 segundos

Incubate the sample
@ 95°C X 10 min.
then vortex X 30
seconds as the
samples come out
of the incubation.
Allow the samples to
coalin the BSC X 5
min,

—
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Lise Bacteriana e Extracgdo de Acido Nucleico

Fig. 10

PASSO 10A

K PASSO 10B \

Trakalhando dentro da BSC e
usando uma micropipeta de
100-1000 ml, adicicnar 100,0 ml
de Tampéo de Lise Bacteriana de
Proteinase K (feito no Passo 104)
ao material da amostra residente
no fundo de cada tubo de
centrifuga de polipropileno de 15
ml. O corpo {parte ndo coberta
pela ponta descartdvel da pipeta)
expostae da micropipeta deve
permanecer pelo menos 1 cm
acima da borda do tubo de 15 ml.

N Y

4

f PASSO 10C \

Enquanto se espera que a amgstra arrefega durante os
5 minutos no Passo 8J da Fig. 9, combinar os volumes
calculados de Proteinase K & Tampado de Lise
Bacteriana {indicados no Passe 7G da Fig. 7). Rodar ou
inverter {néo agitar no vortex} a mistura 20 vezes. C
tamanho do tubo usado dependera do volume feito. Um
ml ou menos deve ser feito num tubo de 1,5 ml.
Volumes maiores devem ser feitos num tubo de 50 mi
ds modo a facilifar a agitagdo sem perda de reagente
nas paredes do tubo. Armazenar este Tampaoc de Lise
de Protelnase K a temperatura ambiente enquanto a
solugdo estd em uso. Descartar qualquer por¢éo ndo
usada de acordo com as praticas de Higiene em

Laboratério de Gulmica,

PASSO 10D

As amostras sdo transportadas para uma
drea de extracgao de acido nucleico
preferivelmente onde exista 100% de

exaustio efou tratamento com [uz UV. A
amostra de ADN cllnica ndo deve ser
extraida directamente perto de areas

Agitar no vértex o tubo da amostra
durante 30 segundos na regulagac
maxima. Incubar a amostra num
banho de agua a 65°C durante 30
minutos com agitagdo no vortex
cada 10 min. X 30 min. Incubar a

onde sdo armazenados e ou
manipulados ADN amplificado, reagentes
de extracgdo em volume ou reagentes de
amplificagdo em vclume. Adicionar 500
ml de Tamp3o de Lise/Ligagio a cada
amostra e agitar no vortex durante 10
segundos na regulagdo maxima.

/

L

amostra num banho de agua a 95°C
durante 10 minutos. A medida que
as amostras saem do banho de
agua a 95°C, agitar no vértex os
contelidos durante 30 segundos na
regulagdo maxima, deixar que as
amostras arrefegam durante 5
minutos a temperatura ambiente.

N /

Continua na Fig. 11
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Continuagéo da

Fig. 10

A
PASSO 11A \

Agitar no virtex a suspenséo de Particulas
de Vidro Magnéticas na posi¢do méxima
por 10 segundos. Assegurar que ndo
residem aglutinados de Particulas de Vidro

PASSO 11B

¥

Magnéticas (MGP} no fundo do frasco de
reagente. Usando uma pipeta de 20-200
ml, pipetar imediatamente 150 ml desta
suspensdo para a primeira amostra. Aplicar
a ponta da pipeta na parede do tubo
imediatamente abaixo da marca dos 9 ml.
Isto enviara as MGP pela parede do tubo
abaixo sem tocar com o corpo da pipeta no
rebordo do tubo. Agitar a amostra no voriex

imediatamente.

PASSO 11D

-

Agitar as MGP no v6rtex durante 3-5
segundos antes da adi¢ao a amostra
seguinte, Uma agitagio abundante no
vértex assegurard que as MGP ndo se
depositem fora da suspenséo. Agitar no
vortex cada amosfra de 2 em 2 minutos
durante 10 minutos. Ligar o temporizador
logo que a Gitima amostra for combinada
com as MGP. Quando ha agitagdo no
vdrtex, assegurar o deslocamento das
MGP que se depositaram na parte batida
do fundo do tubo da amostra. Estas
particulas serdo deslocadas se a ponta do
tubo for aplicada na fronteira da plataforma

do vdrtex.

L

PASSO 11C

Colocar dois dos tubos de 1,5 ml de

nos buracos no topo. A tampa
permanecera acima da superficie.
Aplicar o indicador e ¢ polegar na

uma vez no Separador de Particulas
Magnéticas (MPS). Os tubos ajustam-se

tampa. Rodar velozmente 20 vezes de
modo a gerar rotagéo no eixo horizontal.
A rotagdo causara a coalescéncia das
MGP num aglutinado na parede do
tubo. C Tampéao de Lise/ligagao & azul
portanto néo se conseguam ver as MGP.

Usando uma pipeta de transferéncia de 6
polegadas, mover a amostra lisada do fubo
de centrifuga de 15 mil para um tubo de
microcentrifuga com silicone de 1,5 ml. Os
tubos de 1,5 mi devem ser marcados na
tampa e na parede do tubo. Assegurar gue
se atinge uma transferéncia quantitativa
das MGP pretas. Nao sera problema se
algum liguido residual permanecer na
parede do tubo. Quaisquer MGP deixadas
no fundo devem ser transferidas para o
tubo mais pequeno par lavagem com uma

/

4

pequena porgdo da solugdo de lise.

Continua na Fig. 12
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Continuag&o da Fig. 11

Fig. 12

L

PASSO 12A PASSO 12B \

Usando uma pipeta de transferéncia, Adicionar 850 ml de Tampdao de Lavagem . Agitar no
remover a solugdc azul de Tampdo de vértex na regulagdo méaxima durante 10-15 sequndos. Os
LisefLigagao por aplicagéo da ponta da tampdes de lavagem e a acetona so transparentes e

pipeta 4 parede do tubo oposta ag MPS, permitirdo a visualizagao das MGP. Sera observavel e &

Seguir a redugao do nivel de liquido a aceitdvel a aglutinagio das particulas. Puxar o tubo para
medida que este desce para o fundo do fora e voltar a p&-lo numa sucesséo rapida na plataforma

tubo. Sugar qualquer liquido do vortex beneficiara a quebra dos aglutinados grandes.

remanescente e descartd-lo para o lixo Repetir os Passas 11D-12B. Adicionar 450,0 ml de

{de acordo com as orientacdes de Tampdo de Lavagem Il. Agitar no vortex na regulagdo
conduta em laboratério). Nao sugar as maxima durante 10-15 segundos. A aglutinacio das

MGP. Se as MGP forem sugadas, particulas serd uma vez mais observdvel sendo ainda

simplesmente substituir o fluido e repetir aceitavel. Puxar o tubo para fora e voltar a pé-lo numa
o Passo 11D. © MPS pode ser sucessdo répida na plataforma do vértex beneficiara

apanhado de modo a observar de perto novamenta a quebra dos aglutinados grandes.

\ a remogio do liquido. / /
/ PASSO 12D PASS0O 12C \

Enquanto se deixam as tampas Repetir os Passos 11D-12B. Adicionar 450,0 ml de
fora, incubar os tubos de amostra Tampao de Lavagem lll. Repetir o procedimento no vartex
de 1,5 ml no bloco de aquecimento como no Passo 12B acima. Repetir os Passos 11D-128.
a 65°C durante 10 minutos. As Adicionar 1,0 ml de acetona. Repetir o procedimento no
tampas devem ser colocadas com vortex do Passo 12B acima. Remover o sebrenadante de
um atastamento de 2 cm e «—— @acetona com uma micropipeta de 100-1000 ml em vez de
invertidas num pedaga limpo de usar a pipeta de transferéncia. Puxar o tubo para fora do
folha de aluminio ou outra MPS, bater com o tubo na superficie de frabalho, voltando
superficie livre de ADN analito. a colacar entdo o tubo ne MPS. Rodar o tubo lentamente
Nesta altura colocar também o algumas vezes de modo a trazer as MGP para cima na
frasco fechado do Tampéo de parede do tubo. Sem perturbar a pelete, remover a
eluigio no bloco de aguecimento. acetona residual recolhida no fundo do tubo usando uma
pipeta de 10-100 mi.

. )\ /

\ 4

Continua na Fig. 13
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Fig. 13

Continuagdo da Fig. 12

Y
PASSO 13A f PASSO 138 \

Incubar as amostras tapadas no
bloco de aquecimento a 65°C

Aplicar 50 mi de Tampé&o de Elui¢do

aquecido nas MGP no fundo dos tubos
de 1,5 ml. Tapar o tubo e agitar no
vortex na regulacdo maxima durante 10
segundos. [niciar a agitagéio no vortex
numa regulagéo na gama elevada e
depois, ac fim de 10 segundos, reduzir
lentamente a velocidade para a
regulacdo minima. Terminar a agitagido
no vértex com uma redugéo de
velocidade minimizara a deposigac das
gotas na parte superior do tubo de

durante 10 minutos. Agitar no
vértex as amostras de ADN
durante 10 segundos numa
regulacéo média, centrifugar
entdo a 16 000 RCF X 3 minutos.
As MGP formario uma pelete
firme. Usando um ajuste de 50
ml, pipetar o sobrenadante para
um fuba fimpo de 1,5 ml e
proceder @ PCR ou armazenar
as amostras a 20°C.

microcentrifuga. Algumas amostras

parecerao nao terem sofrido agitagio no
Q‘tex. Esta condigo & aceitévey \ j

/ PASSO 13C \

Para os oligos baseados
em Bacillus anthracis CDC,
0 ensaio por PCR deve ser
feito usando diluictes das
amostras de ADN de 1:15
e pelo menos um volume
final de reacgéoe de 20 mi.
Para os oligos baseados
em Yersinia pestis CDC,
deve ser usada uma
diluigdo das amostras de
ADN de 1:20 num volume
final de reaccéo de pelo
menos 35 ml.

- /
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VERSAQO 1

A estreptoquinase seca e o
plasminogénio sdo misturados e
mantidos em tubos descartaveis

v

VERSAQ 2

As peletes individuais de composto
de plasminogénio e estreptoquinase
séo armazenadas em tubos sob a
forma de reagentes secos

X

y

A Verséo 1 ou 2 & ressuspensa
com tampéo e adicionada
imediatamente a uma amostra de
sangue de 1-10 ml

A

Deixar incubar & temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

A

A amostra é centrifugada e o
sobrenadante & decantado

h 4

A pelete é lavada trés vezes com
soluglo de Ecotina efou Sacarose
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VERSAO 1

A estreptoquinase secae 0
plasminogénio sdo misturados e
mantidos em tubos descartaveis

L 4

VERSAOD 2

As peletes individuais de composto
de plasminogénio e estreptoquinase
séo armazenadas em tubos sob a
forma de reagentes secos

h

A Versdo 1 ou 2 & ressuspensa com
tampdo e adicionada imediatamente
a uma amostra de sangue de 1-10

mi

h 4

Deixar incubar & temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

l

A amostra é centrifugada e o
sobrenadante é decantado

\d

Lise e inaclivagdo com ADNase |,
com proteinase K, SDS, &cido
aurintricarboxilico e tamp&o de citrato
de sodio

Y

Incubagdo a temperatura ambiente

durante 10 minutos
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Fig. 15

VERSAQ 1

A estreptoguinase seca e 0
| plasminogénio séo misturados e
mantidos em tubos descartaveis

v

15/20

VERSAQ 2

As peletes individuais de composto
de plasminogénio e estreptoquinase
s80 armazenadas em tubos sob a
forma de reagentes secos

\

Y

A Versdo 1 ou 2 é ressuspensa
com tampéoe e adicionada
imediatamente a uma amostra de

sangue de 1-10 mi

l

Deixar incubar a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

hJ

Filtrar e lavar seguidamente com
acido aurintricarboxilico

Lise e inactivagdo com ADNase |,
com proteinase K, SDS, 4cido

aurintricarboxilico e tampéao de citrato
de sédic

l

Adigéo de isctiocianato de guanidina
para eluigdo do lisado
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Fig. 16a
VERSAQ 1 VERSAD 2

A estreptoquinase seca ¢ o As peletes individuais de composto de
p]asminogénio sd0 mfsturaC!OS_e plasminogénic e estreptoquinase séo
mantidos em tubos descartaveis armazendadas em ttubos sob a forma

e reagentes secos
1}

com tampé&o e adicionada
imediatamente a uma amostra de
sangue de 1-10 ml

Deixar incubar & temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

Aplicar ao dispositivo biossensor
para captura e detecgéo de
patogénios
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Fig. 16b
VERSAO 1 VERSAQ 2
A estreptoquinase secae 0 As peletes individuais de composto
plasminogénio sac misturados e de plasminogénic e estreptoquinase
mantidos em tubos descartaveis sao armazenadas em tubos sob a
forma de reagentes secos

} }

A Versido 1 ou 2 é ressuspensa
com tampdo e adicionada
imediatamente a uma amostra de
sangue de 1-10 ml

) 4

Deixar incubar & temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

Aplicar a um dispositivo de
cromatografia liquida com
espectrometria de massa para detectar
assinaturas méassicas de componentes
estruturais de patogénios
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Fig. 17
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Pontos de cruzamento de bandas de ruido para amostras sanguineas inoculadas com B.
anthracis e processadas com plasminogénic, estreptoquinase, fosfolipase A2, ADNase |l e
lipase com centrifugacao ou filtracéo

Centrifugagao Filtragao

Quantidade de

B. anthracis Pontos de cruzamento de Media Desvio Padréc Pantas de cruzamento de Média | Desvio Padréo
semeada (ufc) bandas de ruido bandas de ruido

<0.01

<001

<t0 40.33 39.29 40.11

<10 37.79 37.79

<20 40.36 37.69 39.03

<20 4193 40.31 41.12

<50 4047 40.47 3780 37.70 37.79 37.80 .10

<50 3811 40.36 39.24 3645 36.05 36.81 36.45 036

<£50.0 37.53 3624 3790 31.22 0.87 35.75 3412 3498 3495 0.82

<500 36.45 38.15 3849 37.70 1.09 3524 3418 34.68 34.70 0.53
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Sedimentac&o e solubilizacéo de agregados de tecido a partir de amostras de sangue de 6§ ml
expostas a varios tratamentos com enzimas e detergentes

Tratamentos com enzima num tampaoe PBS/Triton X-100"

Titon | PLIU | Pa’ [ PIF1U | Dn“Img | Dn“1} 8 Dn'lmg
X-100 Ph.® Ph. PIF1U
em PBS PR
% Observavel de agregado de tecide 100 100 100 100 90 10 10
sedimentado apés a centrifugacao
Tempo (min) para a solubilizagao de >360 > 60 > 60 > 60 <10 <05 <05
agregado de tecido visivel em BLBd

% ADNase | do Roche MagNa Pure LC DNA Kit i

b Fosfolipase A,

‘ Plasminogénio e 10K U de estreptoguinase
d Tampé&c de Lise Bacteriana do Roche MagNa Pure LC DNA Kit IIl
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Fig. 19

Caracteristicas de filiragao de amostras de sangue de 6 ml expostas a varios
fratamentos com enzimas e detergentes

Tratamentos com enzima num tampao PBS/Triton X-100

Triton Du“img | Dn.” 1 mg | PL°5U PL°5U PLE5U PL7 10U
X-100 Ph? Dn. img | Dn“ 0.2mg [ Dn.“0.2mg
em PBS Ph' Ph® Ph.?

‘Nao filtravel + + +

Filtravel com agregados de

tecido observaveis + +

Filtravel sem agregados de

tecido observaveis + +

? ADNase | do Roche MagMa Pure LG DNA Kit 1l
b Fosfolipase A,
¢ Plasminogénic convertido em plasmina com 10K U de estreptoquinase
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