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“METODO PARA DETECTAR E QUANTIFICAR UM ACIDO
NUCLEICO DE HIV EM PELO MENOS UMA AMOSTRA DE
SANGUE”

A invencdo refere-se ao campo da medicina. Mais
particularmente, a invengdo refere-se a diagnéstico. A invencdo refere-se
especialmente a deteccdo e/ou quantificacdio de um 4cido nucleico de
interesse em uma amostra.

As infecgdes com patdégenos sdo comumente observadas no
mundo todo. Estas infec¢des, por exemplo, incluem infec¢des virais,
bacterianas, fungicas e parasiticas. O diagnéstico prematuro de uma infecgao
¢ com freqiiéncia preferido para um tratamento eficaz, que pode evitar severos
sintomas patolégicos. As vezes, o diagndstico prematuro é um pré-requisito
para uma possibilidade de tratamento, para prolongar o tempo de vida e/ou
para melhorar a qualidade de vida. Os exemplos destas infecgdes
compreendem virus de hepatite C, virus de hepatite B, tuberculose, maléria e
HIV, como HIV-1.

A epidemia de HIV-1 se espalha rapidamente no mundo todo e
com a difusdo do virus, os subtipos circulantes do virus HIV-1 ndo sao mais
limitados a uma 4rea geografica no mundo. Este desenvolvimento requer a
aplicacdo de testes diagnoésticos (acido nucleico) que possam detectar todos os
subtipos de virus HIV com igual acuricia e precisio.

A globalizacdo da epidemia e especialmente a severidade em
paises de poucos recursos (Africa sub-saariana, e sudeste da Asia) tem levado
os paises desenvolvidos a auxiliar no combate a infeccdo nos paises menos
desenvolvidos com programas de acesso a farmacos. No entanto, a fim de

ajudar de modo eficaz as pessoas infectadas com HIV-1 no mundo menos

Petigdo 870190000876, de 04/01/2019, pag. 10/23



.10

15

25

desenvolvido, € necessario desenvolver no local um diagndstico apropriado,
por exemplo para monitorar a eficdcia de um tratamento. Estes diagnésticos
apropriados s30 especialmente os testes de carga viral que medem a
quantidade de RNA de HIV-1 em um fluido corporal, como sangue, plasma
de sangue, leite materno, s€men, fluido linfatico, cuspe, liquidos, saliva e/ou
urina de individuos infectados. Do mesmo modo, os testes de carga de acido
nucleico apropriados sdo desejados para outras doencgas relacionadas com
infeccdo.

O estado atual de testes de carga de acido nucleico apropriados
¢ de tal elevado padrio técnico que estes ndo sdo facilmente transferidos para
areas localizadas em distancia consideravel dos recursos tecnoldgicos, como
na Africa sub-saariana e sudeste da Asia. Isto requer um investimento
significante em infra-estrutura que é impossivel no ambiente destas regides.
Uma solugdo alternativa é uma andlise das amostras de pacientes em
laboratorios no mundo desenvolvido (por exemplo Europa e América do
Norte). Esta alternativa €, no entanto, impossivel de colocar em pratica devido
aos problemas logisticos. As amostras de fluido corporal, como amostras de
sangue ou plasma de sangue, de individuos precisam ser expedidas para o
laboratorio em condigdes congeladas em temperaturas bem abaixo de 0°C,
geralmente em uma caixa com gelo seco. Este modo de enviar material
clinico € muito caro e requer a disponibilidade de gelo seco no local da
expedi¢do. O ultimo ndo € com freqiiéncia o caso em paises do mundo menos
desenvolvido. Devido aos custos e a falta de disponibilidade de gelo seco, o
teste remoto de amostras em laboratorios (“testes por servigo postal”) ndo ¢
uma op¢do para estes paises e para as pessoas infectadas nestes paises. Os
programas de acesso a farmacos para paises menos desenvolvidos podem
somente alcangar sucesso se o diagndstico for otimizado.

A inveng¢do prové um método para detectar um acido nucleico

de interesse em pelo menos uma amostra, compreendendo:
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- administrar a referida amostra a um veiculo sélido capaz de
pelo menos em parte absorver referida amostra,

- secar o referido veiculo,

- prover pelo menos uma parte representativa de referido
veiculo a uma soluc¢do de isolamento de acido nucleico de modo que uma
quantidade representativa de referido acido nucleico é extraida do referido
veiculo; e

- detectar a referida quantidade representativa de referido
acido nucleico.

Com um método da invencdo, uma amostra, como uma
amostra de fluido corporal, ¢ estabilizada em tal modo que ela pode ser
expedida do sitio da coleta (por exemplo o hospital local ou laboratério em
um pais menos desenvolvido) e ser enviada a um laboratério de testes por
servigo postal em qualquer lugar do mundo por meios logisticos normais, por
exemplo correio normal. O referido método torna possivel a expedicdo de
uma amostra seca via correio terrestre para um laboratdrio remoto para a
detecgdo de um acido nucleico de interesse presente em uma amostra.

Um método da invengdo pode ser realizado com técnicas
conhecidas na técnica. Por exemplo, uma quantidade definida de amostra
liquida pode ser administrada a um veiculo sélido usando uma pipeta. O
referido veiculo sélido ndo ¢ critico e pode compreender qualquer veiculo
solido conhecido na técnica, contanto que ele seja capaz de, pelo menos em
parte, absorver referida amostra. Por exemplo, a referida amostra sélida pode
compreender silica. Preferivelmente, no entanto, o referido veiculo sélido
compreende papel de filtro. Um papel de filtro é bem capaz de absorver uma
amostra liquida, apesar de ser de peso leve. Isto é muito importante para
servigos postais. O referido papel de filtro pode compreender nivelar o papel
de filtro ndo tratado como o papel 903 de Schleicher & Schuell, ou papel de

filtro tratado que imobiliza acido nucleico para uma purificagdo rapida. Os
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dois exemplos no campo sdo papéis IsoCode de Schleicher & Schuell ou
papel tratado FTA de Whatman, os quais s3o bactericidas, fungicidas e
virucidas, inibem o crescimento de bactérias e fungos e exterminam virus que
entram em contacto com a matriz, permitindo um manuseio da amostra seguro
¢ a estabilidade da amostra. Outro exemplo de um veiculo apropriado para
armazenar e transportar amostras secas de fluido é um dispositivo projetado
por Lifestock (US 5139742). Este dispositivo contém uma lidmina pequena
com um tubo capilar diretamente fixado & mesma, que possibilita a coleta, a
armazenagem € o transporte de sangue que seca no tubo capilar, desse modo
comparavel ao método com o papel de filtro.

O referido veiculo pode ser secado por diferentes técnicas
conhecidas na técnica. Preferivelmente a referida amostra ¢ secada ao ar. Isto
¢ barato e eficaz.

Por uma parte representativa de um veiculo entende-se uma
parte que ¢ indicativa para a quantidade de amostra administrada ao referido
veiculo sélido. Por exemplo referida parte representativa também pode
compreender metade da quantidade de referida amostra. Neste caso, a outra
metade pode ser usada para realizar uma segunda experiéncia. A referida
segunda experiéncia pode ser uma experiéncia diferente ou pode ser uma
experiéncia similar. No ultimo caso, certo resultado pode ser obtido in duplo,
que € mais exato.

Por uma quantidade representativa de acido nucleico entende-
se uma quantidade que ¢ indicativa para a quantidade de acido nucleico
presente em referida amostra. A referida quantidade representativa pode
compreender a quantidade total de referido acido nucleico presente em
referida amostra. Alternativamente, a referida quantidade representativa pode
compreender uma parte de referido acido nucleico presente em referida

amostra.

Preferivelmente, prové-se um método da invengdo em que pelo
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menos 100 pl de amostra sfo administrados ao referido veiculo. Mais
preferivelmente, pelo menos 250 pul de amostra sdo administrados ao referido
veiculo. Mais preferivelmente, pelo menos 500 ul de amostra séo
administrados ao referido veiculo. Com um volume elevado de amostra,
titulos baixos de &cido nucleico de interesse podem ser detectados. Um
inconveniente maior nos métodos de detec¢dio atuais é que somente acido
nucleico com uma concentragdo acima de certo valor limiar pode ser
detectado. Isto significa que os individuos infectados com uma baixa carga de
acido nucleico patogénico ndo sdo diagnosticados como estando infectados e,
assim, ndo obtém tratamento em um momento inicial apropriado. Até a
presente inven¢do, quantidades elevadas de amostras de fluidos do corpo,
como amostras de sangue ou plasma, ndo eram apropriadas para teste porque
eram observados efeitos inibitérios. Por exemplo, descreve-se que
hemoglobina e anidrase carbOnica presentes no sangue total interferem com a
reagdo de cadeia de polimerase (4). Misturas de PCR tornaram-se de cor
marrom profundo por causa da eluigdo de hemes e seus produtos de
degradacdo dos mata-borrdes de filtro (5). Para melhorar a amplificagdo PCR,
as amostras foram tratadas com metanol antes da reagdio PCR (6). Isto
envolve uma etapa extra, com risco de contaminagdes e resultados de teste
menos confiaveis. Além disso, ions metal quelantes sdo descritos como
atuando como catalisadores para a ruptura de DNA em uma temperatura
elevada com baixa resisténcia i6nica (7).

Surpreendentemente, com um método da invengao,
quantidades elevadas de amostra podem ser armazenadas em um veiculo
solido seco e subseqiientemente analisadas. Nenhum dos efeitos inibitorios
acima mencionados € observado € o tratamento com metanol como uma
medida preventiva ndo € necessario. Com um método da invengdo é agora
possivel analisar amostras grandes para a presenca de um 4acido nucleico de

interesse. Conseqiientemente, baixas concentra¢des de um acido nucleico de
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interesse em uma amostra podem ser agora detectadas. Um método da
invengdo € apropriado para triar individuos para a presenca de um ou mais
patogenos especificos, como HIV-1. Alternativamente, um individuo sofrendo
de uma doenga, ou em risco de sofrer de uma doenga, pode ser investigado
com um método da invencdo. Uma vez que um ou mais acido (s) nucleico (s)
estranhos s3o encontrados, pode ser determinado a que tipo de
microorganismo ele pertence. Isto pode, por exemplo, ser feito por protocolos
de hibridizacdo usando diferentes tipos de sondas. Alternativamente, técnicas
para determinar a seqii€éncia do acido nucleico e analisar esta seqiiéncia para
homologia com quaisquer outras seqii€éncias podem ser realizadas. Em uma
forma de realizag@o, a invengdo conseqiientemente prové um método da
invengdo, compreendendo identificar o referido acido nucleico de interesse.

Ainda em outra farma de realizacfo. prové-se um método da
invengdo em que referido acido nucleico € quantificado. Surpreendentemente,
ndo somente € possivel com um meétodo de a invengdo detectar um acido
nucleico de interesse, mas também determinar a quantidade de referido acido
nucleico em referida amostra. Com um método da invengdo, nenhuma
quantidade significativa de 4acido nucleico ¢ perdida/ rompida durante a
armazenagem e/ou durante o processo de isolamento e/ou detecg¢do. No
exemplo mostra-se que, se se usar um método da invengdo, uma quantidade
medida de um acido nucleico de interesse de uma amostra seca armazenada
em um veiculo sé6lido € comparavel a quantidade medida de referido acido
nucleico de interesse quando referida amostra € diretamente submetida a
analise.

Amostras secas em um veiculo soélido podem ser agora
investigadas para a quantidade de 4cido nucleico patogénico presente. Assim,
nio somente a presenca, mas também o estagio de uma doenca, podem ser
agora determinados. Agora é possivel diagnosticar individuos de regides com

instalagdes insuficientes, como habitantes de paises de poucos recursos. Uma
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amostra de fluido do corpo, como uma amostra de sangue, pode ser coletada
em um veiculo sélido como um papel de filtro. O referido papel de filtro pode
ser enviado a um laboratério, por exemplo na Europa Ocidental.
Subseqlientemente, a quantidade de um acido nucleico de interesse pode ser
determinada e, assim, o estado da doenca. Também pode ser determinado se
um tratamento € eficaz determinando se a quantidade de referido acido
nucleico declina com o passar do tempo.

Em um aspecto, a invengdo fornece um método da invengdo
em que referido veiculo solido é provido com pelo menos duas amostras.
Preferivelmente, as referidas amostras sdo obtidas do mesmo individuo. Mais
preferivelmente, as referidas amostras sdo obtidas do mesmo fluido do corpo
de referido individuo. As referidas amostras podem, por exemplo,
compreender duac alinnatac de eangue. Cada uma de referidas amostras de
sangue pode ser testada independentemente por um método da inveng3o.
Deste modo, a presenga e/ou a quantidade de um acido nucleico de interesse
no sangue de referido individuo pode ser testada in duplo. Isto resulta em
resultados mais exatos. Além disso, cada amostra pode ser testada por pessoas
diferentes/ institutos diferentes. Erros feitos pelos individuos e/ou erros por
causa de equipamento ndo confiavel podem ser revelados por uma segunda
medi¢do independente.

Em uma forma de realizagdo alternativa, a referidas duas
amostras sdo usadas para fins diferentes. Por exemplo, uma amostra pode ser
testada para a quantidade de acido nucleico viral, enquanto a outra amostra
pode ser testada para a quantidade de 4cido nucleico bacteriano. Ambas as
amostras podem ser usadas para obter relagdes entre acido nucleico viral e
DNA cromossémico (como ¢ importante para CMV), ou para relagdo entre
DNA/RNA mitocrondrial versus celular ou para determinar relagSes
envolvendo mRNA’s ou RNA’s rebossémicos. Muitos destes testes, no

entanto, também podem ser realizados usando somente uma amostra.
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Em uma forma de realizagdo, o referido veiculo solido
compreende uma série de pelo menos duas amostras, coletadas em pontos de
tempo diferentes. Deste modo, o curso de uma doenga pode ser acompanhado
com o passar do tempo. Esta forma de realizagdo também ¢ particularmente
apropriada para determinar se um tratamento ¢ eficaz. Por exemplo, uma
amostra pode ser administrada ao referido veiculo s6lido no inicio de um
tratamento, e em intervalos regulares depois. Deste modo, o referido veiculo
s6lido ndo somente serve para o fim de dispositivo de transporte, mas também
para armazenagem apropriada em temperaturas ambientes sem degradagdo do
acido nucleico de interesse. O veiculo sélido pode ser enviado a um instituto
apropriado apds uma determinada quantidade de tempo. Pode, entdo, ser
estabelecido se um tratamento é eficaz quantificando-se a quantidade de acido
nucleico patogdnico em cada amastra nor um método da invencdo. Pode-se
assim ser estabelecido se a referida quantidade declina com o tempo.

Do mesmo modo, amostras podem ser coletadas de individuos
doentes em intervalos regulares. A quantidade de acido nucleico patogénico
em cada amostra pode, subseqiientemente, ser quantificada. Isto prové uma
visdo mais profunda do curso de referida doenga; por exemplo, se a
quantidade de 4cido nucleico patogénico aumenta com o passar do tempo, etc.

Ndo € necessario enviar cada amostra separadamente ao
referido instituto. Um numero das mesmas pode ser coletado com passar do
tempo e enviado de uma sé vez. Isto economiza tempo e dinheiro. Além
disso, devido as referidas amostras serem enviadas juntas, nenhuma
armazenagem e classificagio de amostras enviadas separadamente ¢é
necessaria. Um risco de perda de amostras ¢ diminuido.

Para ainda quantificar mais exatamente uma quantidade de
acido nucleico de interesse com um método da invengdo, uma quantidade
conhecida de um 4cido nucleico de referéncia pode ser administrada ao

referido veiculo solido. O referido acido nucleico de referéncia pode ser
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quantificado, bem como um &cido nucleico de interesse. A exatiddo de uma
quantificacdo de um acido nucleico de interesse pode ser determinada
comparando-se uma quantidade medida de referido &cido nucleico de
referéncia com a quantidade administrada de referido acido nucleico de
referéncia. Se a referida quantidade medida difere levemente da quantidade
administrada, o mesmo provavelmente deve ser verdadeiro para o referido
acido nucleico de interesse. Assim, uma quantidade medida de referido acido
nucleico de interesse pode ser corrigida para obter um resultado ainda mais
exato.

Além disso, com um &cido nucleico de referéncia, uma parte
representativa compreendendo uma parte de uma amostra pode ser
determinada. Se uma parte representativa compreendendo uma parte de
referida amoctra & nravida an referido tamndo de isolamento de acido
nucleico, ¢ a quantidade medida de 4cido nucleico de referéncia parece ser um
terco da quantidade administrada, indica que a quantidade medida de um
acido nucleico de interesse também ¢ de aproximadamente um tergo da
quantidade presente em referida amostra. Assim, um acido nucleico de
referéncia mostra com qual fator uma quantidade medida de acido nucleico da
invengdo deve ser multiplicada se uma parte de referida amostra for provida
ao referido tampdo de isolamento de acido nucleico. Prefere-se um &cido
nucleico de referéncia que se espalha junto com referido veiculo soélido
essencialmente do mesmo modo como referido acido nucleico de interesse.
Neste caso, ndo se nota nenhuma diferenga significativa que parte de referido
veiculo sélido seja usada em um método da invengdo. Outro modo de
quantificagdo exata do 4cido nucleico de interesse € relacionando a mesma a
quantidade de outros acidos nucleicos. Deste modo é possivel, tanto na
mesma reagdo como em reagdes separadas, tanto na mesma amostra como em
uma das outras amostras, estabelecer uma relagdo entre qualquer DNA e

DNA, qualquer RNA e DNA ou vice-versa, € qualquer RNA e marcagdo de
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RNA. A inven¢do pode compreender aplicagdes para determinar a relagdo
entre acidos nucleicos do hospedeiro, por exemplo a quantidade de DNA
mitocondrial versus DNA nuclear, como uma medida de resposta a certa
terapia de HIV, ou entre acidos nucleicos de um patdgeno versus os do
hospedeiro, por exemplo, a quantidade de DNA CMYV versus DNA nuclear do
hospedeiro. Outras aplicagdes podem compreender a quantidade de mRNA
por célula no campo de tragado do perfil de expressdo de genes.

A inven¢fo ainda prové um método da inveng¢do em que
referida parte representativa compreende essencialmente o total de referida
pelo menos uma amostra. Mostra-se pela presente inven¢do que, mesmo com
uma amostra grande, uma quantificagdo e/ou detec¢do confiavel de um acido
nucleico de interesse € possivel com um método da invengdo. Se o total de
uma amostra grande for neado, concentracBes ainda mais baixas de 4cido
nucleico podem ser detectadas e quantificadas.

Uma parte representativa de referido veiculo pode ser provida
cortando-se um ponto visivel de um veiculo sélido tal como um papel de
filtro. Este corte pode ser feito usando uma tesoura normal, mas também pode
ser completamente automatico, por exemplo, usando equipamento de Wallack
para perfurar superficies iguais do veiculo s6lido. Outro modo de facilitar este
tipo de perfuragdo manual, pode ser pré-perfurar referido veiculo sélido, apos
0 que a amostra € aplicada e secada. Na chegada ao laboratdrio para analise,
esta parte pré-perfurada pode ser facilmente perfurada completamente tanto
por dispositivos especialmente projetados, como por dispositivos existentes
como um tubo Safelock de Eppendorf. Também, uma parte representativa de
referido ponto pode ser usada. No entanto, prefere-se usar o veiculo completo,
uma vez que € entdo assegurada a medida da amostra completa. De acordo
com a presente invenc¢do, um veiculo sélido como papel de filtro ndo
influencia significativamente uma detec¢do e/ou quantificagdo de um acido

nucleico de interesse. Conseqilientemente, prefere-se um método da invengio
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em que referida parte representativa compreenda essencialmente o total de
referido veiculo sélido.

Se, em um método da inveng3o, o referido veiculo sélido for
provido com pelo menos duas amostras, a referida parte representativa
compreende preferivelmente uma de referidas amostras. A referida parte
representativa pode ser usada para detectar e/ou quantificar um acido nucleico
de interesse. Como se explica acima, uma parte representativa
compreendendo referida segunda amostra pode ser usada para uma medic¢do
in duplo. Alternativamente, uma outra medi¢do pode ser realizada.

Em um aspecto, prové-se um método da invengdo em que
referida solucdo de isolamento de 4cido nucleico compreende um tampdo de
lise de isolamento de 4cido nucleico caotrépico. Mais preferivelmente, €
usade um tompio de icolamenta de 4cidn nucleico, como descrito por Boom
et al. Preferivelmente, o referido veiculo sélido compreende um papel de
filtro, uma vez que papel de filtro € barato, tem capacidade de absorver uma
amostra liquida e peso leve, o que facilita o transporte. Tipicamente, a eluigio
de referido acido nucleico leva pelo menos 30 minutos em temperatura
ambiente ou ainda menos em temperaturas elevadas, enquanto 4cido nucleico
de um fluido corporal que ¢ aplicado diretamente ao tampdo de lise €
tipicamente liberado em 10 minutos. Temperaturas elevadas facilitardo a
eluicdo eficaz e rapida do acido nucleico do veiculo sélido.

Um método da invengdo € particularmente apropriado para
detectar acido nucleico viral, especialmente acido nucleico retroviral. Acido
nucleico viral pode estar presente em um estagio latente, que pode durar um
tempo consideravel. Além disso, um virus como HIV, HTLV e HHV esta
freqiientemente presente durante um tempo consideravel dentro de um
individuo antes de referido individuo experimentar quaisquer sintomas
significativos. Durante este tempo, o referido virus ja é transmissivel a outras

pessoas. Além disso, tratamento em um estagio inicial pode melhorar uma
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chance de recuperagio, prolongar um tempo de vida e/ou melhorar a
qualidade de vida. Assim, € particularmente importante verificar um
individuo para a presenga de 4cido nucleico viral com um método da
inveng3o. Acidos nucleicos virais a serem detectados incluem seqiiéncias de
hepatite A, B, C, parvovirus, etc. Preferivelmente, o referido acido nucleico
viral compreende HIV e/ou HTLV. Mais preferivelmente, o referido acido
nucleico viral compreende HIV-1.

Em uma forma de realizagfo prové-se um método da invengdo,
em que o referido método compreende genotipar um mutante. Isto ¢
especialmente utilizavel para organismos com um genoma de mudanca
rapida, como (retro) virus. Genotipagem ¢, por exemplo, utilizavel para
determinar se certo tratamento € provavel de ser apropriado para um paciente
individucl, Além diceo, ce um navo mutante for encontrado. uma preparacio
farmacéutica existente pode ser adaptada, ou um novo medicamento pode ser
desenvolvido.

Um método da invengdo é particularmente apropriado para
detectar um acido nucleico de interesse em um fluido do corpo, como sangue,
plasma, leite materno, sémen, fluido linfatico, soro, cuspe, liquidos, saliva
e/ou urina. Uma amostra deste fluido do corpo € facil de obter. A obten¢do da
amostra ndo causa muito inconveniente a um individuo, o que pode ser o caso
se, por exemplo, for realizada uma bidpsia. Além disso, a obtengdo de uma
amostra de fluido do corpo ndo requer equipamento especial, que
freqiientemente estd em falta em paises menos desenvolvidos € em areas
remotas. Preferivelmente, prové-se um método da inveng¢do em que referida
amostra compreende uma goticula de sangue total de uma pung¢do no dedo ou
no calcanhar. A pun¢do no dedo ou no calcanhar é comumente coletada de
recém-nascidos, de modo que referido material se encontra muitas vezes
disponivel sem outro incomodo aos individuos. Em outra forma de realizagdo

preferida, a referida amostra ¢ uma amostra de plasma. Uma amostra de
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plasma permite a medi¢do mais exata de uma quantidade de particulas isentas
de virus, enquanto, por exemplo, uma amostra de sangue também inclui acido
nucleico viral integrado nas células. A medigdo de particulas isentas de virus,
essencialmente sem 4acido nucleico viral integrado nas células, ¢
particularmente indicativa para caracteristicas como viruléncia viral, difuséo
viral, etc. Assim, uma amostra de plasma ¢ especialmente preferida se estas
caracteristicas precisarem ser determinadas.

Para certificar-se de que pelo menos a quantidade
minimamente necessaria de fluidos do corpo € coletada, uma superficie
predeterminada pode ser impressa ou aplicada de qualquer outro modo ao
veiculo sélido. O significado é que a superficie sera totalmente carregada com
o fluido corporal requerido. Uma vez que um volume igual de sangue total
recultard em uma cunerficie coherta menor do aue uma quantidade similar de
fluidos do corpo, por exemplo, soro, ou leite materno, pode ser necessario ter
varias superficies impressas para varios fluidos do corpo no mesmo veiculo
solido, ou ter veiculos especificamente projetados para certos fluidos do
corpo. Deste modo, assegura-se que, no minimo, a quantidade correta de
fluido do corpo € coletada.

Para detec¢do de wum acido nucleico de interesse,
freqiientemente uma etapa de amplificagio (como PCR ou NASBA) ¢
necessaria. Acido nucleico amplificado pode, subseqiientemente, ser
detectado usando métodos conhecidos na técnica. Um método da invencgdo,
conseqiientemente, compreende preferivelmente uma etapa de amplificagdo.
Preferivelmente, a referida amplificagdo compreende amplificagdo
monitorada em tempo real. Acido nucleico produzido é tornado diretamente
visivel durante a reagfo de amplificagdo. Isto pode, por exemplo, ser obtido
por sondas moleculares ou outros tipos de sondas. Uma vez que estas sondas
recombinam em um gabarito, um sinal fluorescente pode ser gerado, que pode

ser monitorado durante uma reacdo de amplificacdo. A intensidade de



.10

15

25

*
(XXX X J
*

14 vt

fluorescéncia ¢ indicativa para a quantidade de acido nucleico gerada. Uma
curva de calibragem pode ser criada usando quantidades conhecidas de acido
nucleico. Um sinal fluorescente de uma amostra com uma quantidade
desconhecida de 4cido nucleico pode entdo ser comparada com a referida
curva de calibragem. Deste modo, a quantidade de referido 4cido nucleico na
referida amostra pode ser determinada, porque a intensidade de fluorescéncia
e a quantidade de acido nucleico estdo correlacionadas. »

Em outra forma de realizagio, a referida detec¢io e/ou
quantificacdo de acido nucleico € realizada com um sistema de leitura de
ponto extremo. Este sistema compreende, por exemplo, uma detecgido
colorimétrica, um teste enzimatico, ¢/ou um bastdo de imersio.

A invengdo também prové um uso de um veiculo sélido seco
provide com uma amaoctra nara detectar identificar e/ou quantificar um acido
nucleico de interesse na referida amostra. Como descrito anteriormente, o
referido veiculo solido seco pode ser armazenado e transportado facilmente,
ap6s o que detecgdo e quantificagdo de acido nucleico confidvel podem ser
realizadas. Preferivelmente, o referido veiculo sélido compreende pelo menos
o equivalente de 100 pl de sangue ou um derivado do mesmo na forma
secada. O referido veiculo compreende mais preferivelmente 250 pl, mais
preferivelmente pelo menos 500 pl de sangue ou um derivado do mesmo em
uma forma seca. Com um uso da invengfo, um volume grande de amostra
pode ser investigado, permitindo detec¢do e/ou quantificagdo de uma baixa
concentragdo de acido nucleico. Com um derivado de sangue entende-se pelo
menos parte de um componente de sangue, como soro e/ou plasma. Sangue
que foi modificado artificialmente também esti dentro do escopo de um
derivado de sangue. O modo como se projeta o veiculo sélido, ele pode bem
conter o veiculo propriamente dito que pode absorver o fluido do corpo,
ligado a uma parte de papel ou superficie em que a informagdo pode ser

escrita ou impressa, por exemplo, informacdo sobre o paciente, data de



@

15

25

15

amostragem ou mais datas de amostragem, regime de terapia, codigos de
barra, nimeros ID, etc. Tal superficie especificamente para este tipo de
informagdo é sem duvida ligada ao veiculo com amostra, assegurando, assim,
que a informag#o ndo sera perdida. Tipicamente, este tipo de superficie pode
conter muito mais informag¢do do que um tubo. Logicamente, qualquer
variagdo neste tema € possivel.

A invencdo também compreende um kit de partes para
detectar, identificar e/ou quantificar um 4cido nucleico de interesse em uma
amostra, compreendendo:

- um veiculo sélido capaz de, pelo menos em parte, absorver
referida amostra; e

- uma solugio de isolamento de acido nucleico.

Dreferivelmente o referidn kit comnreende ainda meios para
amplificagdo de acido nucleico. Referidos meios, compreendem, por exemplo,
meios para amplificacdo monitorada em tempo real e/ou meios para
amplificagdo com detecgdo/ quantificacdo de ponto extremo. Um kit de partes
da invengdo ¢ utilizavel, por exemplo, em paises com poucos recursos €
hospitais. Estes hospitais podem distribuir os referidos veiculos s6lidos, como
papéis de filtro, entre os habitantes de areas remotas. Uma vez que as
amostras foram coletadas, elas podem ser armazenadas e transportadas para
estes hospitais. Se o referido hospital for equipado apropriadamente, as
referidas amostras podem ser investigadas usando a referida solugdo de
isolamento de acido nucleico. Naturalmente, também os hospitais dos paises
desenvolvidos podem usar um kit de partes da invengédo para coletar e testar
uma amostra. Um kit de partes para deteccdo, identificagdo e/ou quantificagio
pode bem conter um conjunto de materiais necessarios para extrair, com
seguranca, o fluido do corpo do paciente. Logicamente com fluidos corporais
externos como urina, leite materno ou saliva, outras precaugdes de seguranga

deverdo ser tomadas do que quando fluidos corporais internos sdo amostras
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como sangue, plasma, soro, ou dreno linfatico. Para os fluidos corporais
internos, pode-se compor um kit que contém um veiculo sélido capaz de, pelo
menos em parte, absorver a referida amostra, € uma solugdo de isolamento de
acido nucleico, junto de um par de luvas para exame, um chumago de alcool
para limpar a pele, um dispositivo de puncdo de dedo ou calcanhar, uma
bandagem, um envelope, por exemplo, com o endereco do laboratdrio
destinatario, bem como com um espaco para um numero de identificagdo ou
codigo do paciente, € o interior revestido para um transporte seguro pelo
correio, ¢ um dessecador para manter a amostra seca € para evitar o
crescimento fungico ou bacteriano. Outras possibilidades para o dispositivo
de coleta podem compreender dispositivos especialmente projetados para uso
unico, como um dispositivo descrito na patente nimero US 5139742:
Disposable liguid tecting device hv Tivestock Cantrol Holding B.V. in
Amersfoort, Paises Baixos. E possivel qualquer combinagio destes itens, ou
substituidos por qualquer outro tipo de itens/ dispositivos a serem usados para
armazenagem e/ou transporte de qualquer acido nucleico contendo fluidos
corporais.

Um veiculo sélido compreendendo pelo menos o equivalente a
500 pl de sangue ou um derivado do mesmo na forma seca também € provido
aqui. Preferivelmente, o referido veiculo sé6lido compreende pelo menos duas
amostras. Se referidas amostras forem do mesmo tipo, as referidas amostras
podem ser, ambas, testadas separadamente, resultando em um teste in duplo.
Além disso, um resultado de um primeiro teste pode ser controlado testando-
se independentemente a outra amostra. Alternativamente, as referidas
amostras s3o usadas para diferentes fins.

Um veiculo s6lido da inven¢do compreendendo uma série de
amostras obtidas em diferentes datas é também provido aqui. Como descrito
acima, o veiculo solido ¢ apropriado de modo a permitir acompanhar uma

doenga com o passar do tempo, €/ou para testar se um determinado tratamento
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¢ eficaz. Preferivelmente, um veiculo sélido da invengdo compreende uma
quantidade conhecida de um acido nucleico de referéncia.

A invengdo € ainda explicada no exemplo seguinte. O exemplo
serve somente para elucidar a invengo. Ele ndo limita o escopo da inveng&o
de nenhum modo. Formas de realizagdo alternativas também estdo dentro do
escopo da presente invengio.

Exemplos
Exemplo 1

Sangue e plasma do sangue foram colocados em pontos em
goticulas de 50 ul sobre papel 903 S&S (Schleicher & Schull) e secos ao ar.
Simultaneamente, 200 pl das mesmas amostras de sangue e plasma foram
diretamente adicionados ao tampdo de lise, como descrito por Boom et al.
(1000)  AnAc cecar, os nontas no nanel de filtro foram mantidos em
temperatura ambiente durante até 3 semanas € podem ser provavelmente
mantidos em temperatura ambiente durante meses. Os pontos sobre o papel de
filtro foram excisados com tesoura normal e administrados em um tubo
contendo tampdo de lise, como descrito por Boom et al. (1990). Os pontos no
filtro de 50 pul de sangue ou plasma foram adicionados a trés tubos diferentes:
1) um tubo de 50 ml contendo 9 ml de tampZo de lise, 2) um tubo de 15 ml
contendo 15 ml de tampdo de lise ou 3) um tubo eppendorf de 1,5 ml
contendo 1 ml de tamp3o de lise.

Os tubos foram agitados suavemente em uma plataforma de
agitacdo, durante 3 horas, em temperatura ambiente. Durante esta incubagio,
o ponto de sangue ou plasma dissolve do papel de filtro no tampdo de lise.
Subseqiientemente, os filtros foram removidos dos tubos com pingas limpas.
Entre os tubos, as pingas foram subseqiientemente limpas com agua quente-
cloro-agua quente — 70% de alcool.

Aos tubos com tampdo de lise e as amostras, copias 1,10° de

uma molécula de RNA de controle de sistema foram adicionadas para
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permitir a identificagdo de reagdes falso-negativas em um estagio posterior. O
RNA de controle de sistema € amplificado com os mesmos iniciadores como
o HIV-1 do tipo selvagem e detectado com uma sonda distinguivel na reagao.
Devido a uma diferenga, 0 RNA de controle de sistema pode somente ser
amplificado e detectado na auséncia (ou quantidades muito baixas) do RNA
de HIV-1 do tipo selvagem.

O 4cido nucleico agora presente no tampao de lise foi ainda
purificado com o método descrito por Boom et al. (1990) ou com kits de
isolamento dedicados obtidos de Qiagen (Qiagen GmbH, Max Volmer Strasse
4, 40724 Hilden, Alemanha) ou Biomerieux (anteriormente Organon Teknika,
Boseind 15, 5281 RM Boxtel, Paises Baixos) e usado de acordo com os
protocolos do fabricante. O 4cido nucleico isolado foi armazenado a —80°C
até ontra analise. Geralmente. 5 ul foram usados como material de entrada em
reagdes de amplificacdo de NASBA determinando a quantidade de RNA de
HIV-1, como descrito por De Baar et al. (1, 2).

Reagdes de amplificagdo de 4cido nucleico de NASBA padrido
foram realizadas em um volume de reagdo de 20 pl e continham: Tris 40 mM
— pH 8,5, KCl 70 mM, MgCI2 12 mM, ditiotreitol 5 mM, dNTP’s 1 mM
(cada), INTP’s (cada) 2 mM, iniciador 2 pM (cada), (P1: AAT TCT AAT
ACG ACT CAC TAT AGG GAG AGG GGC GCC ACT GCT AGA GA ¢
P2: CTC AAT AAA GCT TGC CTT GA), indicador molecular 0,05 uM para
a seqiiéncia de HIV-1 do tipo selvagem (MB045: FAM-CGA CGT AGT
AGT GTG TGC CCG TCT GTA CGT CG-dabcil), indicador molecular 0,05
M para o RNA de controle de sistema (MB054: ROX-CCG ACT CTC TAC
ACA CCA GAC AAA AAA CGA GTC GG-dabceil), indicador molecular
0,05 uM para a seqiiéncia de HIV-1 do tipo selvagem, indicador molecular
0,05 uM para o RNA de controle de sistema, 375 mM de sorbitol, 0,105 pg/ul
de albumina de soro bovino, 6,4 unidades AMV RT, 32 unidades de
polimerase de RNA T7, 0,08 unidades de H Rnase e acido nucleico de
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entrada. A mistura completa, exceto as enzimas, foi, antes de adicionar as
enzimas, aquecida a 65°C a fim de desnaturar qualquer estrutura secundaria
no RNA e permitir que os iniciadores recombinem. Apds resfriar a mistura a
41°C, as enzimas foram adicionadas. A amplificagdo € realizada a 41°C
durante 90 min em um fluorimetro com termostato (CytoFluor 2000 ou
EasyQ Reader) e o sinal fluorescente da sonda indicadora molecular foi
medido a cada minuto.

Para obter a quantificagcdo, uma série de dilui¢cdes da seqii€ncia
de marcagdo para um conjunto de iniciadores particular foi amplificada e os
pontos de tempo no qual as reagdes tornaram-se positivas (o tempo para
positividade, TTP) foram tracados em grafico contra as quantidades de
entrada de 4cido nucleico. Assim, uma curva de calibragem foi criada, que
pode ser usada para ler valores TTP de reacSes com quantidades
desconhecidas de entrada e deduzir a quantidade de entrada.

Os resultados das determinag¢des no exemplo 1 sdo mostrados
na tabela 1 abaixo. Pelos resultados do RNA de controle de sistema, nota-se
que n3o houve nenhum resultado falso negativo e todos os dados negativos
descritos na tabela 1 sdo dados verdadeiros negativos resultantes da auséncia

de seqiiéncia de HIV-1 ou presenga em concentragdes abaixo do limite de

detecgdo dos testes.

Paciente 200 pl de 200 yl de 50 pl de 200 pl de 50 ul de 200 pl de
# plasma direto | sangue direto | plasma em | plasma em | sangue em | sangue em
para tampiio de | para tampio pontosA pontos® pontos”® pontosB
lise de lise
R02-05195 Neg. Pos. Neg. Neg. Neg. LQL
R02-05260 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
R02-05179 3,84 Pos. Pos. 3,86 Pos. 3,86
R02-05183 LQL Pos. Pos. 3,74 Pos. LQL
R02-05240 3,79 Pos. Pos. 3,86 Pos. 3,77
R02-05244 3,79 Pos. Pos. 3,59 Pos. LQL
R0O2-05265 3,20 Pos. Neg. LQL Pos. LQL
R0O2-05175 5,18 Pos. Pos. 4,79 Pos. 4,76
A. Os resultados foram determinados quantitativamente como descrito no texto com

medi¢des de TTP. Os resultados sdo dados como o nimero Log. Neg. indica um resultado
negativo, LQL indica um resultado positivo, mas muito baixo para quantificagdo exata.
B. As determinagdes de 200 pl de sangue direto para tamp@o de lise, SO pl de plasma
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em pontos ¢ 50 pl de sangue em pontos ndo foram realizadas quantitativamente, somente
qualitativamente, com tanto um resultado positivo (Pos.) como um negativo (Neg.).

Os dados na tabela 1 indicam claramente uma boa correlagdo
entre os resultados obtidos com a admissdo direta da amostra no tampZo de
lise comparado com os primeiros pontos da amostra no papel, secagem e
depois admiss@o no tampdo de lise.

Exemplo 2

Leite materno de 1 mulher, salpicado com virus de 6 isolados
diferentes em 4 concentragdes foi colocado em pontos em 4 vezes em
goticulas de 50 pul em papel 903 S&S (Schleicher & Schuell), seco ao ar e
armazenado durante um minimo de uma semana em temperatura ambiente.
Apos secar, os pontos no papel de filtro foram mantidos em temperatura

ambiente durante até 3 semanas € podem ser provavelmente mantidos em

4onammam s s mamales avnbn Avivnsmta smancnn Qiaaniltanmanmianta YNO 0l Aac yacrmac
tuxllyvlauu.u CQALEUANWALLAY AL CGALLVAY AAANATWAT . A LALALAL VAL AW AR LAN ALV g had W \F DU RS A AW A AR A

amostras de leite materno foram diretamente adicionados ao tampio de lise,
como descrito por Boom et al. (1990). Os pontos sobre o papel de filtro foram
excisados com tesoura normal e administradas a um tubo contendo 4 ml de
tampdo de lise, como descrito por Boom et al. (1990).

Os tubos foram agitados suavemente em uma plataforma de
agitacdo, durante a noite, em temperatura ambiente. Durante esta incubagio, o
ponto seco dissolve do papel de filtro no tampfo de lise. Subseqiientemente,
os filtros foram removidos dos tubos com pingas limpas. Entre os tubos, as
pingas foram subseqiientemente limpas com cloro-agua quente — 70% de
alcool.

Aos tubos com tampdo de lise e amostra, 1.000.000 copias de
uma molécula de RNA de controle de sistema foram adicionadas para
permitir identifica¢do de reagdes falso-negativas em um estagio posterior. O
RNA de controle de sistema ¢ amplificado com os mesmos iniciadores como
o HIV-1 do tipo selvagem e detectado com uma sonda distinguivel na reagio.

Devido a uma diferenga de comprimento, o RNA de controle de sistema pode
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somente ser amplificado e detectado na auséncia (ou quantidades muito
baixas) do RNA de HIV-1 do tipo selvagem. O acido nucleico agora presente
no tampao de lise foi ainda purificado com o método descrito por Boom et al.
(1990) ou com kits de isolamento dedicados obtidos de Qiagen (Qiagen
GmbH, Max Volmer Strasse 4, 40724 Hilden, Alemanha) ou Biomerieux
(anteriormente Organon Teknika, Boseind 15, 5281 RM Boxtel, Paises
Baixos) € usado de acordo com os protocolos do fabricante. O acido nucleico
isolado foi armazenado a —80°C até outra anilise. Geralmente, 5 pl foram
usados como entrada em reagdes de amplificagio de NASBA determinando a
quantidade de RNA de HIV-1, como descrito por De Baar et al.

Reagdes de amplificagdo de acido nucleico NASBA padrio
foram realizadas em um volume de reacdo de 20 pl e continham: Tris 40 mM
— pH 8.5. KCI 70 mM, MgCI2 12 mM, ditiotreitol 5 mM, dNTP’s (cada) 1
mM, tfNTP’s (cada) 2 mM, iniciador 0,2 pM (cada) (P1: AAT TCT AAT
ACG ACT CAC TAT AGG GAG AGG GGC GCC ACT GCT AGA GA e
P2: CTC AAT AAA GCT TGC CTT GA), 0,05 uM de indicador molecular
para a sequiéncia de HIV-1 do tipo selvagem (MB045: FAM-CGA CGT AGT
AGT GTG TGC CCG TCT GTA CGT CG-dabcil), 0,05 uM de indicador
molecular para o RNA de controle de sistema (MB054: ROX-CCG ACT CTC
TAC ACA CCA GAC AAA AAA CGA GTC GG-dabcil), sorbitol 375 mM,
0,105 pg/ ul de albumina de soro bovino, 6,4 unidades de AMV RT, 32
unidades de polimerase de RNA T7, 0,08 unidades de H RNase e acido
nucleico de entrada. A mistura completa, exceto as enzimas foi, antes de
adicionar as enzimas, aquecida a 65°C a fim de desnaturar qualquer estrutura
secundaria no RNA e permitir que os iniciadores recombinem. Apés resfriar a
mistura a 41°C, as enzimas foram adicionadas. A amplifica¢do se realiza a
41°C durante 60 min em um fluorimetro com termostato (CytoFluor 2000 ou
EasyQ Reader) e o sinal fluorescente da sonda indicadora molecular foi

medido a cada minuto.
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Para obter quantificagdo, uma série de diluigdes da seqii€éncia
de marcagdo para um conjunto de iniciadores particular foi amplificada e os
pontos de tempo no qual as reagdes tornaram-se positivas (0 tempo para
positividade, TTP) foram tragados em grafico contra as quantidades de
entrada de acido nucleico. Assim, uma curva de calibragem foi criada, que
pode ser usado para ler os valores TTP de reagbes com quantidades
desconhecidas de material de entrada e deduzir a quantidade de entrada.

Os resultados das determinagdes das mesmas amostras
colocadas em pontos e adicionadas diretamente ao tampdo de lise foram
comparados € a analise é mostrada na figura 1 abaixo. Pelos resultados do
RNA de controle de sistema parece que ndo houve nenhum resultado falso
negativo e todos os dados negativos descritos na figura 1 sfo dados
verdadeiros negativos resultantes da auséncia de seqiiéncia de HIV-1 ou
presente em concentragdes abaixo do limite de detec¢do dos testes.

Exemplo 3

Plasma de 88 individuos infectados com HIV-1 foi colocado
em pontos em goticulas de 200 pul em papel 903 S&S (Schieiger & Schull) e
seco ao ar e armazenado durante um minimo de 24 horas em temperatura
ambiente. Simultaneamente, 200 ul das mesmas amostras de plasma foram
diretamente adicionados ao tampdo de lise, como descrito por Boom et al.
(1990). Os pontos no papel de filtro foram retirados ¢ administrados a um
tubo contendo 4 ml de tampao de lise, como descrito por Boom et al. (1990).
Os tubos foram agitados suavemente em uma plataforma de agitagdo, durante
3 horas, em temperatura ambiente. Durante esta incubagfo, o ponto seco
dissolve do papel de filtro no tamp&o de lise. Subseqiientemente, os filtros
foram removidos dos tubos com pingas limpas. Entre os tubos, as pingas
foram subseqiientemente limpas com agua quente- cloro- agua quente — 70%

de alcool.

O 4cido nucleico agora presente no tampdo de lise foi ainda
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purificado com o método descrito por Boom et al. (1990) ou com kits de
isolamento dedicados obtidos de Qiagen (Qiagen GmbH, Max Volmer Strasse
4, 40724 Hilden, Alemanha) ou Biomerieux (anteriormente Organon Teknika,
Boseind 15, 5281 RM Boxtel, Paises Baixos) e usado de acordo com os
protocolos do fabricante. O acido nucleico isolado foi armazenado a —80°C
até outra analise. Geralmente, 5 pl foram usados como entrada em reagdes de
amplificagdo de NASBA determinando a quantidade de RNA de HIV-1,
como descrito por De Baar et al. [2, 3].

Reagdes de amplifica¢do de acido nucleico de NASBA padrio
foram realizadas em um volume de reac¢do de 20 pl e continham: Tris 40 mM
— pH 8,5, KCl 70 mM, MgCI2 12 mM, ditiotreitol 5 mM, dNTP’s 1 mM
(cada), INTP’s (cada) 2 mM, iniciador 2 uM (cada), 0,05 pM de indicador
molecular para a seqiiéncia de HIV-1 do tipo selvagem, 0,05 uM de indicador
molecular para o RNA de controle de sistema, sorbitol 375 nM, 0,105 pg/ ul
de albumina de soro bovino, 6,4 unidades de AMV RT, 32 unidades de
polimerase de RNA T7, 0,08 unidades de H RNase e acido nucleico de
entrada. A mistura completa, exceto as enzimas, foi, antes de adicionar as
enzimas, aquecida a 65°C a fim de desnaturar qualquer estrutura secundaria
no RNA e permitir que os iniciadores recombinem. Apos resfriar a mistura a
41°C, as enzimas foram adicionadas. A amplificagdo se realiza a 41°C durante
90 min em um fluorimetro com termostato (CytoFluor 2000 ou EasyQ
Reader) e o sinal fluorescente da sonda indicadora molecular foi medido a
cada minuto.

Para obter quantificagdo, uma série de diluigbes da seqiiéncia
de marcagdo para um conjunto de iniciadores particular foi amplificada e os
pontos de tempo no qual as reagdes tornaram-se positivas (o tempo para
positividade, TTP) foram tracados em grafico contra as quantidades de
entrada de acido nucleico. Assim, uma curva de calibragem foi criada, que

pode ser usada para ler valores TTP de reagdes com quantidades
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desconhecidas de entrada e deduzir a quantidade de entrada.

Os resultados das determinagdes das mesmas amostras
distribuidas em pontos e adicionadas diretamente ao tampdo de lise foram
comparados e a analise ¢ mostrada na figura 2.

Os dados na figura 2 indicam claramente uma correlagédo
muito boa entre os resultados obtidos com a admissdo direta de amostra ao
tampdo de lise comparado a primeira colocagdo em pontos da amostra no
papel, secagem e depois admissdo ao tampao de lise. Quando analisado com o
teste de correlagdo de Pearson, verificou-se um coeficiente de correlagdo (r)
de 0,919 para plasma direto e 0,959 para plasma seco.

Legendas da figura

Figura 1. Comparagdo de dados de HIV-1 quantitativo obtidos
em amostras de leite materno que foram analisadas diretamente ou foram
primeiro colocadas em pontos e depois secadas em papel de filtro. O corte de
teste € em log2, indicado por linhas sélidas no grafico. Os nimeros dos €ixos
indicam o nimero de copias log de moléculas de RNA de HIV-1 encontradas
no teste.

Os dados na figura 1 indicam claramente uma correlagédo
muito boa entre os resultados obtidos com a admissdo direta da amostra ao
tampdo de lise comparado a primeira colocagdo em pontos da amostra no
papel, secagem e depois admissdo ao tampio de lise.

Figura 2. Comparagdo de dados de HIV-1 quantitativos
obtidos em amostras de plasma que foram analisadas diretamente ou foram
primeiro colocadas em pontos € secas no papel de filtro. O limite de detecgdo
mais baixo do teste é em log2, indicado por linhas sélidas no grafico. Os
numeros no eixo indicam o numero de cdpias log de moléculas de RNA de

HIV-1 encontradas no teste.
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REIVINDICACOES

1. Método para detectar e quantificar a quantidade de acido

nucleico de HIV em pelo menos uma amostra de sangue, caracterizado pelo

fato de compreender:

- administrar 100 ul a 500 pul da referida amostra de sangue a
um pedaco de papel de filtro capaz de absorver referida amostra, resultando
em pelo menos um ponto;

- secar referido veiculo;

- armazenar o pedago de papel de filtro por pelo menos uma
semana;

- excisar um ou mais pontos do referido pedaco de papel de
filtro, referido um ou mais pontos juntos compreendendo pelo menos 100 pl
da referida amostra;

- administrar referido um ou mais pontos excisados para uma
solu¢do de i1solamento de acido nucleico de modo que o 4cido nucleico €
extraido do referido papel de filtro, em que a referida solu¢do de isolamento
de 4cido nucleico ¢ um tampdo de lise de isolamento de acido nucleico
caotropico;

- amplificar o 4cido nucleico extraido por reacdo de cadeia de
polimerase (PCR) ou NASBA;

- detectar acido nucleico de HIV e, se presente

- quantificar a quantidade do referido acido nucleico de HIV,

em que o referido método ndo compreende tratamento com

metanol antes da PCR ou NASBA.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que pelo menos 250 pl de amostra sdo administrados ao referido
pedaco de papel de filtro.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o referido pedago de papel de filtro € provido com pelo
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menos duas amostras.
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-

3, caracterizado pelo fato de compreender a administracio ao referido pedago

de papel de filtro de uma quantidade conhecida de um acido nucleico de

5  referéncia.
5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
4, caracterizado pelo fato de que o referido acido nucleico de HIV € 4cido

nucleico de HIV-1.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

10 5, caracterizado pelo fato de que a referida amostra compreende uma goticula

de sangue total de uma pung¢do do dedo ou calcanhar.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-

6, caracterizado pelo fato de que a referida amplificacdo compreende

amplificacdo monitorada em tempo real.
15 8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

7, caracterizado pelo fato de que a referida quantificagdo de 4cido nucleico é

realizada com um sistema de leitura de ponto extremo.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

8, caracterizado pelo fato de que uma relagdo entre diferentes 4cidos nucleicos

20 € determinada.
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