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RESUMO

SISTEMA DE ENSAIO DE TIRA DE TESTE E METODO PARA A
DETECGCAO DE SEQUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO ESPECIFICAS

A presente invencgao refere-se a um sistema de ensaio
de tira de teste para imersao, método para a construcgdo
do referido sistema de tira de teste e método para a
detecgdo e/ou determinagdo de sequéncias de Acido
nucleico especificas utilizando os protocolos de ensaio
de hibridacao desenvolvidos no referido sistema de tira
de teste. Faz-se a secagem de particulas de curo coloidal
conjugadas com oligonucledtidos na tira e imobiliza-se a
proteina estreptavidina, bem como um oligonucledtido, na
drea de membrana da tira. E detectada uma sequéncia de
dcido nucleico especifica quandoc se desenvolve um sinal
visivel, indicativo da presenga ou auséncia do analito,
na regido de imobilizacao da estreptavidina, verificando-
se ao mesme tempo se © teste estd completo pelo
desenvolvimento de um sinal visivel na regido de
imobilizagdao do oligonucledtido. O sistema de ensaio de
tira de teste para imersdoc ¢é util para a detecgao ou
determinagdo rédpida de sequéncias de &4cido nucleico
especificas numa amostra, tais como sequéncias de &cido
nucleico virais ou bacterianas, especificas, bem como
sequéncias de ADN mutadas de significado clinico, apéds a
amplificacdo da sequéncia de acido nucleicc especifica na

amostra, através de uma reacgao de PCR.
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DESCRIGAO

SISTEMA DE ENSAIO DE TIRA DE TESTE E METODO PARA A
DETECGCAO DE SEQUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO ESPECIFICAS

A presente i1nvencao refere-se a um dispositivo
analitico, especificamente a um sistema de ensaio de tira
de teste para imersdoc, com reagentes secos, assim como a
um método de ensaio para a detecgido e/ou determinagdo de
sequéncias de 4cido nucleico especificas de significado

clinico, que utiliza a referida tira de teste.

Mais especificamente, a presente invengdo refere-se
a um sistema de ensaio de um passo que € particularmente
util para dispositivos de diagndstico de teste rapido e
sensivel: um sistema de ensaio de tira de teste para
imersdo com reagentes secos, bem como o desenvolvimento
de ensaios de hibridagdo na referida tira de teste para
imersao, com 0s quais é possivel detectar a presenga ou
auséncia de uma sequéncia de acido nucleico especifica

numa amostra bioldgica, com grande facilidade e rapidez.

As tiras de teste para imersdo sdo sistemas que
consistem em diferentes tipos de materiais e reagentes,
secos ou 1imobilizados nestes materiais, suportados por
uma pelicula de poliestireno flexivel que é na realidade
utilizada como base para construgdo do sistema. O sistema
consiste em, pelo menos, quatro areas
distintas/discerniveis: &) a &4rea ou parte da tira de
teste que fica em contacto com a amostra, ou com a

solugdo de desenvolvimento do ensaio, na tira, b) a drea
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ou parte da tira de teste na qual é seco O reagente que
possui, ou € responsavel pelo sinal visivel, ¢) a 4rea ou
parte da tira de teste na qual se desenvolve o sinal
(drea da membrana), d) &rea ou parte da tira de teste com
a funcdo de reter o excesso da amostra liquida, ou
liquido contendo o analito. Nalguns casos, as dareas a) e
b) ou b) e c¢) podem nac ser discerniveis. O sistema de
ensaio de tira de teste para imersdao da presente invengao
consiste nas quatro Aareas distintas acima mencionadas e
possui na drea Db): microesferas de cor e na Aarea c):
reagentes imobilizados em duas zonas discerniveis (linhas
ou pontos) que indicam a presenca ou auséncia do &cido
nucleico detectado e confirmam se o ensaio estd completo
[bem como a utilizacdo correcta e o bom estado da tira de

teste para imersdo], respectivamente.

A presenga ou auséncia e a determinagdo da
quantidade de uma sequéncia de Acido nucleico especifica
dao respostas de grande importéncia a questodes
investigadas pela microbiologia, wvirologia, genética e
pesquisa biomédica em geral. A grande evolucao das
técnicas de biologia molecular e as muitas aplicagdes
especificas da reaccdo em cadeia com polimerase (PCR),
levou a necessidade de desenvolver muitas técnicas para a

deteccdo e determinagdo dos produtos especificos da

reacgao de PCR.

As técnicas que compreendem electroforese em gel de
agarose ou poliacrilamida, por exemplo, SSCP, DGGE, RFLP,
sdo muito sensiveis, mas tém algumas desvantagens, tais

como a necessidade de pessoal treinado, tempo de andlise
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total longo e utilizacdo de reagentes prejudiciais ou

irritantes.

As técnicas que tiram vantagem da hibridagao de
ADN/ADN, ARN/ARN ou ARN/ADN para a deteccdoc de sequéncias
de 4cido nucleico especificas sdo amplamente utilizadas.
A substitui¢dao das sondas radiomarcadas originalmente
utilizadas para a detecg¢dao dos hibridos por sondas sem
isétopos, permitiu superar desvantagens anteriores, tais
como a utilizacédo de reagentes radiomarcados
prejudiciais, com tempo de vida limitado, sem compromisso
no que respeita a sensibilidade ou especificidade do
ensaio. As técnicas do tipo acima referido compreendendo
a imobilizacdo de oligonucledtidos em suportes sédlidos,
tais como membranas de nylon ou nitrocelulose (conhecidas
como dot-blot ou dot-blot inversa) sao sensiveis e
robustas, mas ndo sdoc satisfatdérias no que se refere a
rapidez e facilidade da andlise. As técnicas de
hibridag¢ao compreendendce a imobilizagao directa ou
indirecta de oligonucledtidos a placas de microtitulo
ELISA de poliestireno, tém todas as vantagens
anteriormente referidas de sensibilidade, especificidade
e robustez e adicionalmente a possibilidade de
automatizagdo e capacidade de anadlise simultdnea de
miltiplas amostras, mas tém a desvantagem de ser
heterogéneas o que efectivamente significa que a andlise

requer miltiplos passos.

O tempo de andlise total € compardvel ao da técnica

de dot-blot e dot-blot inversa.
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A utilizacdo de um sistema de teste rdpido, de um
passo (testes de tira para imersaoc ou de fluxo lateral)
durante os anos 80 foi revoluciondria no campo dos
imuncensaios «c¢linicos, oferecendo vantagens atraentes,
tais como robustez, especificidade, simplicidade e
facilidade de andlise, rapidez e Dbaixo custo. As
aplicagdes dos sistemas acima referem-se a testes de
gravidez, doengas sexualmente transmissiveis, teste de
alimentos, toxinas, infec¢gdes bacterianas, controlo
ambiental, agentes Dbioldégicos, deteccdo de alergénios,
etc. No entanto, nalguns casos o0s sinais dos testes
rapidos actuais de tira para imersdo ou de fluxo lateral
nado sao suficientemente sensiveis para proporcionar um
resultado qualitativo ou quantitativo, especialmente
guando a concentracdo da substéncia a ser detectada ja é
extremamente baixa na amostra, tal como por exemplo na
detecc¢do de anticorpos HIV na saliva ou sangue, ou outras
infeccbes virais ou bacterianas na urina ou sangue, Jue
indicam o inicio de ume doenga particular. No ultimo
caso, a deteccao de virus ou bactérias ao nivel do ADN ou
ARN tem muitas wvantagens em relagdo a determinagdo da
resposta imunoldgica do sistema imunitdrio do paciente,
tal como o diagndstico numa face precoce de uma infeccgdo
viral/bacteriana (mesmo antes da resposta do sistema
imunitdrio), deteccdo de ADN viral/bacteriano a baixas
concentragdes (limite de deteccao baixo) com a
sensibilidade e especificidade que caracterizam as
técnicas de bioclogia molecular, capacidade para
monitorizar a eficdcia de uma terapia ou tratamento de um
paciente. As técnicas de biologia molecular, no entanto,

que também sao actualmente utilizadas nos laboratérios
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clinicos em todo o mundo para deteccdo de mutagbes, para
0 diagndstico molecular de doengas genéticas, bem como
para o diagndstico molecular de cancro (cancro da mama,
cancro da prdstata, etc.) sado inferiores aos testes de
tira para imersdo e de fluxo lateral, no que se refere a

rapidez e facilidade de utilizacgao.

A presente invencdo proporciona um sistema de ensaio
de um passo (uma tira de teste para imersdao) que utiliza
métodos e técnicas de biologia molecular, especificamente
a hibridacao de sequéncias de dcido nucleico
complementares e combina as vantagens da andlise
molecular com a simplicidade, rapidez de analise e ©

baixo custo dos testes rapidos.

De acordo com a presente invencgdo, isto é conseguido
por meio de um sistema de ensaio de tira de teste para
imersdo com reagentes secos, Jgue consiste nas quatro
dreas distintas: a), b), ¢) e d) acima mencionadas,
caracterizado por a &rea b) possuir particulas de ouro
coloidal secas, conjugadas com um oligonucledtido e por a
drea <) possulir a proteina estreptavidina e um
oligonucledétido de sequéncia complementar ao oligo
conjugado com as particulas de ouro da area b) que estéo
imobilizados em duas zonas discerniveis (linhas e
pontos). A presente invencgao também proporciona um método
para a construgdo do referido sistema de tira de teste
para 1mersdo, bem como um método de ensaio para a
deteccdo e/ou determinacdo de sequéncias de 4cido
nucleico especificas, por meio do desenvolvimento de

testes de hibridacdo particulares no referido sistema de
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tira de teste, caracterizado por se utilizar uma sonda de
oligonucledtidos em que uma parte ¢é complementar a
sequéncia de 4dcido nucleico a ser detectada e outra parte
tem uma sequéncia complementar ao oligo conjugadc com as
particulas de ouro, bem como por se produzir um sinal
visivel, com base na hibridacdoc de sequéncias de &cido
nucleico complementares, indicativa da ©presenga ou
auséncia da referida sequéncia de 4dcido nucleico
especifica num sitio de detecg¢do num suporte (area c) em
que a proteina estreptavidina esta imokilizada,
produzindo-se um sinal visivel (com base na hibridac¢do)
indicativo de que o teste estd completo (a amostra
juntamente com as particulas de ouro coloidal atingiu o
ponto de detecgdo) num sitio de controlo num suporte
(drea c¢), caracterizado por no referido sitio estar

imobilizado um oligonucledtido.

O sistema de ensaio de tira de teste para imersao
com reagentes secos da presente invencao tem muitas
vantagens. O facto de a proteina estreptavidina estar
imobilizada no sitio de deteccdo na &rea c¢) significa
efectivamente que ou se wutiliza um oligonucledtido
biotinilado como sonda para a sequéncia de acido nucleico
especifica a ser detectada, ou © Aacido nucleico
especifico a ser detectado ¢é Dbiotinilado; depende do
protocolo de hibridacgdo particular que é desenvolvido na
tira. Deste modo, tira-se vantagem da ponte biotina-
estreptavidina que ¢é muitc estdvel (K = 10 1/mol),
resultando uma sensibilidade aumentada no ensaio em que
estd a ser utilizada, em comparagdo com a sensibilidade

de sondas radiomarcadas. Utilizando esta tecnologia, o



5119

ensaio é também caracterizado por especificidade, uma vez
que a deteccao se baseia na hibridacdo de sequéncias de
dcido nucleico especificas. Além disso, o tempo de
analise ¢ drasticamente reduzido, das duas ou trés horas
necessarias para as técnicas de biologia molecular mais
rapidas, actualmente wutilizadas, para dez ou vinte
minutos, a andlise ¢é muito simples e evita-se a
utilizacdo anterior de muitos materiais e reagentes

prejudiciais.

Os custos de produgcdo de uma tira de teste para

imersdo deste tipo sdo significativamente baixos.

Por fim, uma vantagem igualmente importante do
sistema de ensaio de tira de teste para imersdo é a sua
capacidade para uma utilizacdo universal para a deteccao
de muitas sequéncias de acido nucleico diferentes, tendo
também a flexibilidade de se desenvolverem nela
protocolos de hibridacao alternativos, por uma
modificacdo simples relativa a utilizagdo da sonda
especifica adequada para cada &cido nucleico a ser

detectado, o que é descrito a seguir.

A invengdo sera agora descrita em particular a
titulo de exemplo, com referéncia as Figuras

diagramaticas anexas, em que:

A figura 1 é um desenho esquematico de um
dispositivo de teste analitico gue ilustra o arranjo

das quatro dreas distintas/discerniveis que
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constituem o sistema de tira de teste para imersao

de acordo com a presente invencgao.

A figura 2 mostra um desenho esquemdtico que ilustra
as configuracdes de ensaio de hibridacao
desenvolvidas no referido sistema de tira de teste
que sdo responsaveis por proporcionar um sinal
visivel indicativc da presenca ou auséncia de uma
sequéncia de acido nucleico especifica numa amostra,

de acordo com a presente invencdo.

Para conveniéncia do leitor, utilizam-se nos
exemplos seguintes os mesmos numeros de referéncia que o0s

das figuras.

A figura 1 mostra um desenho esquemdtico que ilustra
0 sistema de tira de teste para imersdo com reagentes
Secos (10) que ¢é suportado por uma pelicula de
poliestirenco flexivel (1) que é na realidade utilizada
como base para a construcdao do sistema. O sistema (10)
consiste, pelo menos, em quatro Aareas distintas de
materiais diferentes e com uma fungdo especifica: a) a
drea ou parte da tira de teste que entra em contacto com
a amostra, ou com a sclucao de desenvolvimento do ensaio,
na tira (2), b) a drea ou parte da tira de teste na qual
& seco O reagente de detecgado que possui, ou ¢é
responsdvel pelo sinal édptico (3), c¢) a &rea ou parte da
tira de teste onde se desenvolve o sinal (4rea de
membrana) (6), d) a drea ou parte da tira de teste com a
funcdo de reter o excesso da amostra ligquida, ou liquido

contendo © analito (7). A A&rea ou parte a) da tira de
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teste que fica em contacto com a amostra, ou com a
solugao de desenvolvimento do ensaio, na tira (2), &
constituida por um elemento poroso, normalmente fibra de
algodao e tem a propriedade de absorver rapidamente uma
grande guantidade da solug¢aoc de desenvolvimento do
ensaio, permitindo, no entanto, & sua transferéncia
guantitativa para a area b) (3) da tira. A &rea (3) &
constituida por fibra de vidro elaborada de um modo que é
capaz de reter o reagente de detecgdo seco sobre ela, mas
permite ao mesmo tempc a sua libertacgdc em direccdo a
drea de membrana quando esta estd a ser re-hidratada pela
solucdo de desenvolvimento do ensaio, mével. A drea de
membrana (6) compreende uma membrana de nitrocelulose, ou
uma membrana modificada de forma adequada para possuir
uma funcionalidade de nitrocelulose (grupos azoto na sua
superficie). As membranas tipicas gue podem @ ser
utilizadas no sistema da presente inven¢do sdo membranas
de nitrocelulose com tamanhos de poro na gama de 5 pm a 8
pm, ou 12 pum, dependendo da aplicacao particular (e.q.
Schleicher & Schuell AE 98, AE 99, AE 100), bem como a
membrana de poliétersulfona modificada para ter uma
funcionalidade de nitrocelulose: Predator (Pall & Gelman)
com um tamanho de poro de 0,45 um. A 4drea (7) (parte
superior do sistema) consiste de um material fortemente
absorvente que compreende essencialmente fibra de

algodao.

De acordo com a presente inveng¢do, inicialmente a
proteina estreptavidina (8) ¢ imobilizada na membrana,
numa guantidade de pelo menos 0,5 pg (8333 fmol) diluidas

num tampao fosfato 15 mM, pH 7,2 (solucdo de aplicacao de
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estreptavidina) e também um oligonucledétido (9) com um
comprimento de pelo menos 60 (sessenta) Dbases e de
preferéncia entre 60 e 100 Dbases no mdximo, esta
imobilizado na membrana de um modo que forma ou um ponto,
ou uma linha e numa quantidade de pelo menos 500 fmol. O
comprimento do oligonucledtido a ser imobilizado ¢ de
importéncia substancial para o sucesso da imobilizagdo. A
imobilizagao da proteina estreptavidina na membrana
ocorre a uma distdncia de 1 cm (8) da extremidade da
membrana que fica em contactc com a parte (3) da tira,
enquanto que o oligonucledtido ¢é imobilizado a uma
distdncia de 1,5 cm da mesma extremidade da membrana. A
imobilizagdo ¢ realizada por aplicacdc do reagente na
drea da membrana seleccionada, seguido de cozedura num
forno de temperatura e humidade controladas, a 70-80°C,
durante um periodo de tempo que varia entre 30 a 120
minutos, dependendo do tipo de membrana a ser utilizada.
A montagem do sistema da tira na pelicula de poliestireno

flexivel ocorre a seguir a referida imobilizacdo.

De acordo <com a presente 1invengao, aplicam-se
particulas de ouro coloidal e secam-se na area (3) do
sistema de ensaio de tiras e mais concretamente na metade
inferior (5) da &rea (3) [em direcgdo a parte da tira que
fica em contactoc com a solucdao de desenvolvimento do
ensailo], em que as referidas particulas de ouro coloidal
estdo conjugadas com um oligonucledtido de determinado
comprimento e tendo concretamente o comprimento de 60
(sessenta) a 100 (uma centena) bases e com uma sequéncia
complementar ao oligo anteriormente imobilizado (9) na

membrana. O oligonucledtido a ser conjugado com as
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particulas de curo coloidal é modificado para possuir um
grupc SH na sua extremidade 5’ e a conjugagdc é realizada
pelo método descrito por Mirkin C.A., Letsinger R.L.,
Mucic R.C., e Storhoff J.J., 1in Nature 382, 607-609
(1996). De acordo com o referido método de conjugagao, ©
cligonucleétido ¢é adicionado a uma quantidade de
particulas de ouro coloidal e incubado a 4°C durante 56
horas. A razao (moles de particulas de ouro
coloidal)/ (moles de oligonucledétido) mantida no
procedimento de conjugacdo é de pelo mencs 1/500 e de
preferéncia entre 1/500 e 1/1000. As referidas particulas
de ouro coloidal conjugadas sdo secas na darea (3) cozendo
a 40°C durante duas  horas, ou preferencialmente
permitindo que a solugdo de aplicacdo das particulas
seque ao ar numa area de humidade confinada. O tampdo de
aplicacac das referidas particulas conjugadas prestes a
ser secas na area (3) da tira de teste contem albumina de
soro bovino (BSA) a 5% p/v, sacarose a 5% p/v e Tween 20
numa quantidade entre 0,01% e 0,1% p/v e, de preferéncia,
0,05% p/v. As particulas de ouro utilizadas na presente
invencgdo para conjugagac com oligonucledtidos podem ter

um didmetro de 20 nm ou 30 nm, ou 40 nm.

Na metade superior (4) da drea (3) da tira de teste
para imersdo da presente invencdo, aplica-se a amostra
que se suspeita que contem o analito (ADN), o referido
ADN ¢é previamente desnaturado por aguecimento a 95°C
durante 5 minutos e pré-hibridadc durante pelo menos 15-
20 minutos com uma ou duas sondas de oligonucledtidos, a
uma temperatura que depende da Tm das sondas e enm

condicbes adequadas de forga idénica, pH e tampao adequado
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(J.Mol.Biol. 98, 503 (1975), Proc.Natl.Acad Sci. USA 76,
3683 (1979)). A pré-hibridagao referida ¢é altamente
recomendada pois aumenta a sensibilidade do teste de
hibridacao na tira e, portanto, a sensibilidade da
deteccao com a utilizacdo da presente invencao. Para cada
ensaio de hibridagdc para a detecgdo de um acido nucleico
especifico com a tira de teste para imersdo da presente
invencdo, ¢ necessério utilizar pelo menos 5 nul do

produto de PCR.

A figura 2 mostra um desenho esquemdtico que ilustra
as configuracdes do ensaio de hibridagdo relacionadas com
protocolos de hibridacdo adequados, desenvolvidos no
referido sistema de tira de teste, gue sdo responsaveis
por proporcionar um sinal visivel indicativo da presenga
ou auséncia de uma sequéncia de dcido nucleico especifica

numa amostra, de acordo com a presente invencado.

De acordo com o protocolo de hibridacac (11) da
presente invencao, imobilizam-se 500 fmol de um
cligonucledtido (12) com o comprimento de 60 a 100 bases
de timina (T) na &rea (9) da membrana, e também 0,5 ug,
pelo menos, da proteina estreptavidina (SA) (13) num
tampdo fosfato 15 mM, pH 7,2 sdo imobilizadas na drea (8)
da membrana. O oligonucledtido que estd imobilizado na
membrana pode consistir alternativamente de uma sequéncia
ao acaso de pelo menos 20 bases de nucledtido, seguido de
uma sequéncia de 40-80 bases de timina (T) que ¢
adicionada como cauda na extremidade 3’ do oligo de
sequéncia aleatédria, utilizando a enzima transferase

terminal. Um oligo de 80-100 adeninas (A) (15) &
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conjugado na superficie de particulas de ouro coloidal
(14)., O ADN alvo (16) é o produto de uma reaccao de PCR
em que um dos iniciadores é bioctinilado, de modo que uma
cadeia do produto de PCR estd Dbiotinilada na sua
extremidade 5’. Também ¢& necessdria uma sonda de oligo
(17) que consiste de 20-24 bases de @ sequéncia
complementar a uma regidc especifica do produto de PCR
biotinilado, em que a referida sonda tem adicionalmente
80-100 bases de timina (T) na sua extremidade 5’ ou 3’. A
sonda (17) pode ter este numero de timinas (T) (80-100)
sintetizando-a desse modo, ou o 20-Z4mero pode ser
adicionado como uma cauda na sua extremidade 37,
utilizando a enzima transferase terminal. Aquecendo a
95°C durante 5 minutos, desnatura-se a amostra que contem
0 produto de PCR a ser detectado que é em seguida pré-
hibridado com a sonda de Acido nucleico especifica (17),
durante pelo menos 15-20 minutos a uma temperatura que
deprende da Tm (ponto de fusao) da sonda e a condic¢des
adequadas de forca idnica, pH e tampao (J.Mol.Biol. 98,
503 (1975), Proc.Natl.Acad Sci. USA 76, 3683 (1979)).
Utilizam-se pelo menos 1500-2000 fmol e de preferéncia
1500-5000 fmol de sonda (17), para hibridagdo com 5 ulL
(100-200 fmol/uL) de produto de PCR biotinilado.

De acordo com © protocolo de hibridagdo II da
presente  invencgdo, imobilizam-se 500 fmol de um
cligonucledtido (12) com um comprimento de 60 a 100 bases
de timina (T) na &rea (9) da membrana, e 0,5 ug, pelo
menos, da proteina estreptavidina (SA) (13) num tampdo
fosfato 15 mM, pH 7,2 sdo também imobilizadas na drea (8)

da membrana. O oligonucledtido que estd imobilizado na
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membrana pode em alternativa consistir de uma sequéncia
aleatdria de pelo menos 20 bases de nucledtido, seguido
de uma sequéncia de 40-80 bases de timinas (T) que sao
adicionadas como uma cauda na extremidade 3’ do oligo de
sequéncia aleatdria, utilizando a enzima transferase
terminal. Um oligo de 80-100 adeninas (A) (15) ¢
conjugado na superficie de particulas de ouro coloidal
(14). O ADN alvo (19) é o produto de uma reaccaoc de PCR
em que o0s 1iniciadores especificos utilizados ndo sao
marcados, de modo que a reacg¢do origina um produto de PCR

que ndo é marcado.

Também sao necessarias duas sondas de
oligonucledétido que consistem de 20-24 bases de sequéncia
complementar a duas Aareas discerniveis da mesma cadeia do
produto de PCR. Uma das referidas sondas de oligo é
marcada com bioctina (20) na sua extremidade 3’ ou 57,
enquanto que a outra sonda de oligo (21) transporta
adicionalmente 80-100 Dbases de timina (T) na sua
extremidade 5’ ou 3’'. A marcacdo da sonda (20) com
biotina pode ser ou na sua extremidade 5’, ou na sua
extremidade 3’, a referida sonda marcada pode ser
sintetizada desse modo particular, ou a marcacao pode
ocorrer na extremidade 3’ do 20-24 mero, utilizando a
enzima transferase terminal e um nucledétido marcado com
biotina, tal como biotina-14-dATP. O ADN-alvo (19) de
cadeia dupla é desnaturado por aquecimento a 95°C durante
5 minutos e em seguida pré-hibridado com as duas sondas
de &cido nucleico especificas (20, 21) durante pelo menos
15-20 minutos, a uma temperatura que depende do ponto de

fusdao (Tm) das duas sondas e em condig¢des adequadas de
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forca idnica, pH e tampdao (J.Mol.Biol. 98, 503 (1975),
Proc.Natl.Acad Sci. USA 76, 3683 (1979)). Para a
hibridacdo de 5 pl de produto de PCR (100-200 fmol/ul),
utilizam-se pelo menos 1500-2000 fmol de cada uma das
duas sondas (20, 21) e de preferéncia no maximo 1500-5000

fmel de cada sonda.

Os protocolos I e II também podem ser desenvolvidos
no sistema de ensaio de tira da presente invengao por
troca mutua dos oligonucledtidos imobilizados na membrana
e na superficie das particulas de ouro coloidal,
respectivamente. Especificamente, pode-se 1imobilizar um
oligonucledétido de 60-100 adeninas (A) na membrana,
enquanto que um oligonucledtido de sequéncia complementar
de 80-100 timinas (T) é conjugado na superficie das
particulas de ouro coloidal. Neste caso, as sondas de
cligonucledtidos 20-24meros wutilizadas nos ensaios de
hibridacdo de ambos o0s protocolos I e II deverao ter
adicionalmente 80-100 bases de adenina (A) em vez de

timina (T), na sua extremidade 5’ ou 3’.

Apds a aplicacdao da amostra que se suspeita que
contem a sequéncia de 4cido nucleico especifica, na
metade superior (4) da 4drea (3) da tira de teste para
imersdo da presente invengdo, a tira é imersa num tubo ou
recipiente contendo a solugdo de hibridagdo gque se
desloca ao longo da tira movida por forgas capillares e
encontra as particulas de ouro colcoidal secas, as quais
re-hidrata e induz para a drea de membrana no inicio e em
segulida para a parte superior da tira de teste que tem a

funcdo de reter o excesso da amostra liquida.
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A constituicdo da sclugcao de hibridacao é tal que
permite a hibridagdo de sequéncias de acido nucleico
complementares, bem como a formacgcdo da ligacao biotina-
estreptavidina. Especificamente, a solugao de hibridacao
contem um tampdo de pH 7,5-7,6, albumina de soro bovino
(BSA) a pelo menos 5% p/v e de preferéncia 5%-7% p/v,
NaCl 150 mM, glicerol a pelo menos 15% v/v e de
preferéncia 15%-30% v/v, e um tensiocactivo ndo 1dénico ou
detergente numa quantidade de pelo menos 0,1% v/v e de
preferéncia 0,1%-5% v/v. Um tampdo adequado ¢ PBS pH 7,5
ou tampdo de acido maleico pH 7,6 e um tensioactivo néo
iénico adequado ¢ Tween 20, ou Triton X-100, ou qualquer
ocutro detergente ndo 1énico da mesma categoria. O
glicerol na solucdo de hibridacdo tem uma funcdo dupla:
aumenta a viscosidade da solucg¢do que entdo se desloca ao
longo da tira de teste, movida por forgas capilares, mais
lentamente, permitindo que a hibridag¢do ocorra de modo
mais eficaz, afectando assim o sucesso do ensaio e, em
segundo lugar, tem a capacidade de aumentar a eficiéncia
da hibridacéao. Outras substidncias gue aumentam a
eficiénecia da hibridagao e podem ser wutilizadas na
solugdo de hibridacdo em vez do glicerol, cu em adig¢do ao
glicerol sdo polimeros como PVP (polivinilpirrolidona),
Ficoll, sulfato de dextrano, etc. (Wahl et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 76, 3683-3687, USA, 1979). O sistema de
ensalo da tira de teste é depositado num recipiente que
contem a solugdao de hibridacao ou solucgdo de
desenvolvimento do ensaio & temperatura ambiente e apds
15 a 20 minutos no mdximo, ¢ produzido e lido um sinal
visivel na 4rea de membrana. O desenvolvimento de duas

linhas ou pontos vermelhos ou roxo-vermelho [posic¢cdes (8)
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e (9) na tira] indica um ensaio de deteccao positiva do
ADN alvo na amostra e que o teste foi completado com
sucesso na tira, enguanto que o desenvolvimento de apenas
uma linha ou ponto [posigao (9) na tira] indica um ensaio
de deteccdo negativo do ADN alvo e que o0 teste foil

completado com sucesso na tira de teste.

O sistema de ensaio de tira de teste para imersdo da
presente 1inveng¢do pode ser convertido num sistema de
teste de fluxo lateral com uma ligeira modificacdo da
forma e do material absorvente da 4drea (2) da tira que
fica em contacto com a amostra, ou com a solugdao de

desenvolvimento do ensaio, na tira.

Com o sistema de ensaio da tira de teste para
imersdo da presente invencdo, e 0s protocolos de ensaio
de hibridac¢do desenvolvidos na tira da presente invencdao,
¢ possivel detectar uma sequéncia de 4&cido nucleico

especifica de pelo menos 50 pares de bases.
A utilizacgao do sistema de teste de tira da presente
inven¢do deve ocorrer com um volume de pelo menos 5 pl de

produto de PCR e de preferéncia entre 5 pl-15 ul.

Os exemplos seguintes sdo proporcionados apenas a

titulo ilustrativo.

EXEMPLO 1

Desenvolvimento do ensaio de hibridacao na tira de

teste para imersao de acordo com o protocolo I, para a
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deteccdo dos produtos especificos da reaccdao de PCR de
ARMS que ¢ utilizado para o diagndéstico genético da
mutacdo pontual IVS-nll0 no gene de b-globina que causa a
beta-talassémia, em que a referida PCR ¢ realizada
utilizando ADN gendmico como um modelo. O método ARMS
(sistema de amplificagdo de mutagdo refractdria) € uma
variacdo da reaccdoc de PCR que permite a amplificacdo
especifica de um segmento de um alelc de um ADN gendmico
de um individuo. O método de ARMS baseia-se no atributo
do iniciador de PCR, de acordo com © qual guando 0S
iniciadores de oligonucledtido tém um desemparelhamento
na sua extremidade 3’, eles ndo se podem fundir com o
modelo, de modoc que o fragmento de ADN seleccionado pode
ser amplificado para se obter um produto de PCR. Os
iniciadores sdo concebidos para se fundir com a sequéncia
de ADN normal e mutada. Preparam-se duas reaccgdes de
amplificag¢do para cada amostra. Em cada reac¢do utiliza-
se um iniciador comum marcado com biotina na sua
extremidade 5’ e outro iniciador complementar a regido
que se suspeita que transporta a mutacgdo. O segundo
iniciador difere no que se refere a extremidade 3', em
cada reacgdoc respeitante a mesma amostra: na primeira
funde-se com a sequéncia normal, enquanto gque na segunda,
com a mutada. De modo a que a hibridac¢do dos dois ultimos
iniciadores seja mais especifica para a sua segquéncia
complementar no modelo de ADN, ambos, o0 iniciador normal
e o mutado, tém um desemparelhamento de bases adicional,
3 ou 4 nucledétidos a contar da sua extremidade 3'. Quando
um individuo € homozigdtico em relacdo a mutacdo, a
reaccdo de PCR com os iniciadores especificos para a

amplificacdo da sequéncia normal ndo ird originar um
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produto de PCR. Pelo contrdrioc, a reacgdo de PCR com 0s
iniciadores especificos para a amplificagac da sequéncia
mutada 1ird proporcionar wum produto de PCR. Para a
deteccao dos produtos das duas reacgdes de PCR realizadas
para cada amostra, sdo necessarias duas tiras de teste
para imersao. Quando o resultado do ensaio de hibridacao
em ambas as tiras para a mesma amostra é positivo, entdo
0 individuo ¢ heterozigdtico para a mutacgdo. Quando o
resultado do ensaio de hibridag¢do é positivo em apenas
uma das duas tiras para a mesma amostra €, em particular,
quando a detecgdo ¢é positiva apenas para o produto da
reaccdo de PCR que amplifica a sequéncia normal, entdo o
individuo ndo transporta a mutagdo. Por fim, quando o©
teste de deteccdo ¢ positivo apenas numa tira de teste
para a mesma amostra e, especificamente, na tira
utilizada para o produto da reaccdo de PCR que amplifica
a seqguéncia mutada, entdo o individuo é homozigdtico para

a referida mutacao.

Utiliza-se uma sonda de oligonucleodtidos 20mero (17)
de sequéncia complementar a uma <regiao da cadeia
biotinilada do produto de PCR especifico. A referida
sonda transporta adicionalmente 80-100 timinas (T) na sua

extremidade 3’ ou 5’.

Para a construgdo do sistema de ensaio de tira de

teste para imersdc é necessdrio o seguinte procedimento:

Imobilizam-se 0,5 pg da proteina estreptavidina (8)
num tampdo fosfato 15 mM, pH 7,2 numa membrana laminada

Predator (Pall & Gelman, USA), bem como 500 fmol de um
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oligonucledétido (9) que consiste de pelo menos 80 timinas
(T), tendo ambos a forma de um ponto, a uma distancia de
1 cm e 1,5 cm da extremidade inferior da membrana,
respectivamente. A imobilizacao ocorre por aplicacao de
cada reagente na regido seleccionada da membrana, seguido
de cozedura a 70°C, durante 30 minutos num forno de
temperatura estavel, com humidade limitada. Em seguida, o
sistema da tira para imersdao € montado numa pelicula de
poliestireno flexivel. Um oligonucledtido que consiste de
100 adeninas (A), modificado com um grupoc SH na sua
extremidade 5’ é conjugado na superficie de particulas de
ouro coloidal com um didmetro de 40 nm, adicionando-o a
uma quantidade das particulas numa razdo de: (moles de
particulas de ouro)/(moles de oligonucledtido)=1/500,
seguido de incubac¢ao a 40C durante 56 horas.
Consequentemente, a solucao de particulas de ouro
coloidal <conjugadas ¢é <concentrada dez vezes e @ as
particulas sao colocadas numa solucdo contendo albumina
de soro bovino (BSA) a 5% p/v, sacarose a 5% p/v, Tween
20 a 0,05% v/v e deixam-se secar ao ar apds serem
depositadas na 4&rea (5) do sistema da tira de teste.
Aproximadamente 9 x 10° - 1,1 x 10'° particulas de ouro
conjugadas sao secas em cada sistema de tira de teste

para imersao.

O aquecimento a 95°C durante 5 minutos desnatura o
produto de PCR biotinilado da reacgdo de ARMS particular
(435 pb) que é entdo pré-hibridado a sonda de
oligonucledétidos de sequéncia complementar (17) por
incubacdo durante pelo menos 15-20 minutos a uma

temperatura que depende do ponto de fusdo (Tm) da sonda,

20
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que era de 42°C para este caso particular, e num tampao
de dcido maleico contendo sal 100 nM, pH 7,5. Para a pré-
hibridacdo de 5 pl de produto de PCR (100-200 fmol/ul),
utilizam-se 2000 fmol da sonda e o wvolume total da
solucdo de pré-hibridacdo é de 15 pl (de preferéncia 15-
20 ul). Em seguida, o produto de PCR pré-hibridado ¢
depositado na area (4) da tira de teste para imersdo que
¢ imersa em 300 npl da soclugdo de hibridacao (ou solucgdo
de desenvolvimento do ensaio) gue contem tampao PBS, pH
7,5-7,6, albumina de soro bovino (BSA) a 5%, NaCl 150 mM,
glicerol a 20% e Tween 20 a 0,5%. O sistema de ensailo da
tira de teste ¢ depositado num recipiente contendo a
solugdo de hibridacgdo ou a solucgédo de desenvolvimento do
ensaio, a temperatura ambiente e apds 15 a 20 minutos no
maximo, ¢é produzido e lido um sinal visivel na 4&rea de
membrana. O desenvolvimento de duas 1inhas ou pontos
vermelhos ou roxo-vermelho [posi¢des (8) e (9) na tiral
indica um ensaio de deteccdo positivo do ADN alvo na
amostra e que o teste se completou com sucesso na tira,
enquanto gue o desenvolvimento de apenas uma linha ou
ponto [pcsig¢ao (9) na tira] indica um ensaio de deteccgao
negativo do ADN alvo e que o teste se completou com

sucesso na tira.

EXEMPLO 2

Desenvolvimento de um ensaio de hibridacdc na tira
de teste para imersao de acordo com o protocolo II, para
a deteccdo dos produtos especificos da reacgdo de PCR
interna que ¢ utilizada para a amplificag¢do da seguéncia

de ADN especifica do citomegalovirus (CMV) a partir do

21
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ADN gendémico de um individuo. A reaccdc de PCR interna é
utilizada para aumentar significativamente a
sensibilidade e especificidade da PCR, em particular
quando se pretende a amplificacdo de uma sequéncia rara
(modelo de acido nucleico com um baixo numero de cdédpias)
e quando se utiliza um numero de ciclos elevado ha um
risco aumentado de amplificag¢ao de  produtos nao

especificos.

Ocorrem duas reacgbes de amplificacdo consecutivas,
utilizando-se um par de iniciadores diferente em cada
reacgdo. A primeira PCR contem um par de iniciadores
externo, utilizado para amplificar um fragmentoc de cerca
de 300 pb. A segunda PCR contem um par de iniciadores
interno que hibrida com o fragmento de 300 pb amplificado
pelo primeiro conjunto de iniciadores (iniciadores
externos) e ¢ utilizado para amplificar um fragmento de
163 pb. S3ao seleccionadas duas sondas de oligonucledtidos
que consistem de 20-24 bases de sequéncia complementar a
duas dreas discerniveis da mesma cadeia do produto de PCR
de 163 pb. Uma das referidas sondas de c¢ligo ¢ marcada
com biotina (20) na sua extremidade 3’, utilizando a
enzima transferase terminal, enquantoc que na outra sonda
de oligo (21) se adiciona uma cauda de 80-100 timinas (T)
adicionais na sua extremidade 37, utilizando a referida
enzima. O procedimento de adi¢do da cauda é descrito a
segulr: a) marcacdo com biotina: num eppendorf prepara-se
uma mistura contendo 4 pl de 5 x tampdo TdT (tampdo de
marcacdo contendo cacodilato de potdssio 200 nmol/1,
Tris-HC1l 50 mmol/1, albumina de soro bovinc 0,4 mg/ml, pH
7,2), 1 pl de CoCl, 25 mmol/l, 1ul de sonda (19) (100
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pmol/ul), 1lpl de mistura de dNTPs (sem dATP) 10mM, 2,5 ul
de Biotina-14-dATP 0,4 mM, 1,2ul de transferase terminal
(30 Unidades) e Agua destilada para um volume final de 20
pL. A mistura ¢é incubada a 37°C durante uma hora. A
reacgao € terminada por adigao de 2,5 pl de EDTA 0,4 M, e
a sonda de oligo com cauda adiciconada ¢é purificada a
partir do excesso de reagentes utilizados, utilizando uma
coluna de Sephadex G-25 (CPG, USA). b) adigao de uma
cauda de varias timinas (T): num eppendorf prepara-se uma
mistura contendo 4pl de 5x tampdo TdT (tampdo de marcacdo
contendo: cacodilato de potdssio 200 mmol/1, Tris-HC1 50
mmol/l, albumina de sorc bovino 0,4 mg/ml, pH 7,2), 1ul
de CoCl; 25 mmol/1, 1 pl de sonda (20) (100 pmol/pl), 1
pl dATP 10 mM, 1,2 nul de transferase terminal (30
unidades) e A&gua destilada para um volume final de 20 ul.
A mistura é incubada a 37°C durante uma hora. A reacgdo é

terminada por adigado de 2,5 pl de EDTA 0,4 M.

O procedimento para a montagem do sistema de ensaio
da tira de teste para imersdo € o mesmo que © descrito no

EXEMPLO 1.

O aquecimento a 95°C durante 5 minutos desnatura o
produto de PCR de 163 pb da reac¢do de PCR particular que
¢ entdo pré-hibridado com as sondas de oligonucledtidos
de sequéncia complementar (20, 21), por incubagao durante
pelo menos 15-20 minutos a uma temperatura que depende do
ponto de fusdo (Tm) das sondas, que era de 37°C para este
caso particular, e num tampdo de PCR contendo sal 50 mM
de sal, pH 7,5. Para a pré-hibridacadoc de 5 pl de produto
de PCR (100-200 fmol/ul), utilizam-se 2000 fmol da sonda
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e o volume total da solugdo de pré-hibridacaoc é de 15 nul
(de preferéncia 15-20 ul). Em seguida, o produto de PCR
pré-hibridado € depositado na &drea (4) da tira de teste
para imersao em 300 ul da solucaco de hibridagao (ou
solucdo de desenvolvimento do ensaio) que contem tampdo
PBS pH 7,5-7,6, albumina de soro bovino (BSA) a 5%, NaCl
150 m;, glicerol a 20% e Tween 20 a 0,5%. O sistema de
ensaio da tira de teste é depositado num recipiente que
contem a solugdo de hibridacao ou solugdo de
desenvolvimento do ensaio a temperatura ambiente e apds
15 a 20 minutos no maximo, é produzido e lido um sinal
visivel na drea de membrana. O desenvolvimento de duas
linhas ou pontos vermelhos ou roxo-vermelho [posic¢cdes (8)
e (9) na tira] indica um ensaio de detecc¢ao positivo do
ADN alvo na amostra e que o teste se completou com
sucesso na tira, enguanto que o desenvolvimento de apenas
uma linha ou ponto [posicdo (9) na tira] indica um ensaio
de detecgcdo negativa do ADN alvo e que o teste se

completou com sucesso na tira.

Lisboa, 31 de Agosto de 2007
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REIVINDICAGOES

1. Sistema de ensaio de tira de teste para imersao, para
a determinagdo qualitativa e/ou quantitativa, num passo,
de uma sequéncia de 4acido nucleico especifica (16, 19)

numa amostra liquida, que compreende:

A) uma tira de teste, em que a referida tira de

teste (1) tem guatro dreas distintas:

a) uma primeira 4area (2) que contacta com a
referida amostra ou solugdc de desenvolvimento

do ensaio;

b) uma segunda Area (3) sobre a gual é seca uma

substancia que produz um sinal visivel;

c) uma terceira 4rea (6) para contrclo do
desenvolvimento do sinal e conclusao do ensaio,
compreendendo uma primeira zona (8) que contem
estreptavidina imobilizada e uma segunda =zona
(9) que contem um oligonucledtido imobilizado;

e

d) uma quarta Aarea (7) para reter o excesso da

referida amostra liquida;

caracterizado por

a referida substédncia que produz um sinal

visivel <consistir de particulas de ouro
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e por

coloidal (14) conjugadas com um oligonucledtido
(15) com um determinado comprimento e com uma
sequéncia de nucledtidos definida e poder ser
solubilizada pela amostra liguida, ou solugdo
de desenvolvimento do ensaio; o referido
oligonucledtido imobilizado (12) na segunda
zona (9) da terceira &rea referida (6) da tira
de teste (1) ter uma sequéncia de nucledtidos
complementar a sequéncia de nucledtidos do
referido oligonucledtido (15) conjugado com as

referidas particulas de ouro coloidal (14);

o referido sistema de ensalo de tira de teste

para imersdo compreender ainda:

B) um reagente distinto (17; 20, 21) que consiste de
um ou mais oligonucledtidos que hibridam
especificamente com o referido acido nucleico e que
confere ao referido 4dcido nucleico hibridado a
capacidade de  hibridar simultaneamente com o
referido oligonucledtido (15) que estd conjugado com
as referidas particulas de ouro coloidal (14) e de
se ligar a referida estreptavidina imobilizada na

primeira zona (8) da referida terceira 4drea (6).

2. Sistema de ensaio de tira de teste para imersdo de

acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado também por a

refer

ida substéncia que produz um sinal visivel ser seca

na metade inferior (5) da referida segunda &area (3) da

refer

ida tira de teste (1).
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3. Sistema de ensaio de tira de teste para imersdo de
acordo com a reivindicagdaoc 1, caracterizado por o
referido 4cido nucleico a ser testado ser bictinilado e ©
referido reagente (17; 20, 21) consistir de um
oligonucledétido (17) que compreende uma primeira parte
que tem uma sequéncia complementar & uma regido da
sequéncia de nucledtidos do referido A4Acido nucleico
biotinilado (16) e uma segunda parte que possul uma
sequéncia de nucledétidos complementar a sequéncia de
nucledtidos definida do referido oligonucledtido (15)
conjugada com as referidas particulas de ouro coloidal

(14).

4, Sistema de ensaio de tira de teste para 1imersdo de
acordo com a reivindicacdo 1, <caracterizado por o
referido Acido nucleico a ser testado ndo ser biotinilado

e o referido reagente (17; 20, 21) compreender:

um primeiro cligonucledtido (20) com uma sequéncia
complementar a uma regiao da sequéncia de
nucledétidos do referido dcido nucleico (19) e estar
ligado numa das suas extremidades a uma molécula de
biotina; e um segundo oligonucledtido (21) que
compreende uma primeira parte que tem uma sequéncia
complementar a uma regido da sequéncia de
nucledtidos do referidc 4acido nucleico (19) e uma
segunda parte que tem uma sequéncia de nucledtidos
complementar a sequéncia de nucledtidos definida do
referido oligonucledtido (15) conjugado com as

referidas particulas de ourc coloidal (14).
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5. Sistema de ensaio de tira de teste para imersdo de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes anteriores,
caracterizado por a referida sequéncia de nucledtidos
definida que estd conjugada com as referidas particulas
de ouro coloidal (14) ter um comprimento entre 60 e 100

bases.

6. Sistema de ensaloc de tira de teste para imersdo de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes anteriores,
caracterizado por a referida sequéncia de nucledtidos
definida que estd conjugada com as referidas particulas
de ouro <coloidal (14) consistir de 20 nucledtidos

aleatdérios seguidos de 40-80 bases de timina.

7. Sistema de ensaio de tira de teste para imersdo de
acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 1-6,
caracterizado por a referida sequéncia de nucledtidos
definida que estd conjugada com as referidas particulas
de ouro <coloidal (14) consistir de 20 nucledtidos

aleatorios seguidos de 40-80 bases de adenina.

8. Sistema de ensaio de tira de teste para 1imersdo de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes anteriores,
caracterizado por a referida substincia que produz um
sinal wvisivel (14, 15) ser seca na referida segunda drea
(3) da referida tira de teste (1) por (i) modificagac da
extremidade 5’ do referido oligonucledtido (15) com uma
sequéncia de nucledtidos definida com um grupo SH, (ii)
adicdo do referido oligonucledtido numa solugdo de
conjugagdo gque contem as referidas particulas de ouro

coloidal numa razao molar (particulas de ouro
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coloidal)/ (oligonucledtido) de pelo menos 1/500 e
incubag¢do durante um tempo suficiente para que ocorra a
conjugacdo entre o referido oligonucledtido e @ as
referidas particulas de ouro coloidal, (iii) dispersao
das referidas particulas conjugadas numa solugaoc e
aplicagao da referida solugdo a referida tira de teste,
na referida segunda 4drea (3) e (iv) secagem da referida
solugdo de particulas conjugadas aplicada na referida
segunda 4drea (3) da referida tira de teste (1), por

cozedura ou secagem aoc ar.

9. Sistema de ensaloc de tira de teste para imersdo de
acordo com a reivindicag¢do 8, caracterizado também por a
referida solucdo aplicada a referida tira de teste, na
referida segunda Aarea (3) no passo (iii) conter albumina
de soro bovino (BSA) a 5% p/v, sacarose a 5%, 0,001%-0,1%
v/v de um tensicactivo ndo idnico ou detergente, tal como

Tween-20.

10. Método para a determinagdo qualitativa e/ou
guantitativa, num passo, de uma sequéncia de 4acido
nucleico especifica (16, 19), numa amocstra 1liquida,
utilizando um sistema de ensaio de tira de teste para
imersdao de acordo com qualquer uma das reilvindicagdes

anteriores, em que o referido método compreende:

diluir a referida amostra liquida numa solucgdo de
pré-hibridag¢do que tem nela dissolvido o referido

reagente diferente (17; 20, 21);
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aquecer a referida solugdo de pré-hibridacdo e

deixar ocorrer a hibridacao;

aplicar a referida solugdo de pré-hibridacac na

referida tira de teste (1);

imergir a referida primeira A4rea (2) da referida
tira de teste (1) numa solugao de hibridacac, ou

solugdo de desenvolvimento do ensaio, e

deixar decorrer um tempo suficiente para dque a
segunda zona (9) da referida terceira é&rea (6) da
tira de teste figque corada, altura em que a presenga
e/ou a intensidade, ou a auséncia de cor na referida
primeira zona (8) da referida terceira &rea (6) da
tira de teste indica a presengca e/ou a quantidade,
ou a auséncia da referida sequéncia de Acido

nucleico (16, 19) na amostra liquida.

11. Método de acordo com a reivindicag¢do 10 e que utiliza
um sistema de ensaio de tira de teste para imersao de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes anteriores,
também caracterizado por a referida solugdo de pré-
hibridagao ser aplicada na metade superior (4) da

referida segunda area (3) da referida tira de teste (1).

12. Método de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes
10, 11 e que utiliza um sistema de ensaio de tira de
teste para 1imersdo de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizado por o referido A&cido nucleico (16) a ser

testado ter sido previamente biotinilado.
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13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgbes
10-12, caracterizado também por a referida solugao de
hibridacdo ou desenvolvimento do ensaio conter tampdo PBS
pH 7,5-7,6; albumina de soro bovino (BSA) a 5%, NaCl pelo
menos 150 mM, glicerol pelo menos a 15% e pelo menos 0,1%
de um tensiocactivo nao idénico ou detergente, tal como

Tween-20.

14. Utilizacgao do sistema de ensaio de tira de teste para
imersdo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-
9, ou do método de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 10-13, para a deteccdo e/ou determinacdo
de sequéncias de &cido nucleico especificas numa amostra,

que sdo indicativas de uma doencga.

15. Utilizacdao de acordo <com a reivindicacao 14,
caracterizada por as referidas sequéncias de Aacido
nucleico especificas serem ADN viral ou bacterianc e a

sua detecgao ser indicativa de uma doenga infecciosa.

16, Utilizacao de acordo c¢om a reivindicagao 14,
caracterizada por as referidas sequéncias de Acido
nucleico especificas serem sequéncias de ADN nutadas e a
sua detecc¢do ser indicativa de uma doenca transmitida

geneticamente.

Lisboa, 31 de Agosto de 2007
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