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Relatório Descritivo da Patente de Invenção para 

"MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO DE NUCLEOTÍDEOS E PARA 

CALIBRAR UM INSTRUMENTO DE SEQUENCIAMENTO, MEIO DE 

ARMAZENAMENTO LEGÍVEL EM COMPUTADOR NÃO 

TRANSITÓRIO, DISPOSITIVO E INSTRUMENTO DE 

SEQUENCIAMENTO". 

PEDIDOS RELACIONADOS 

[001] O presente pedido reivindica prioridade ao Pedido de 

Patente Provisória dos Estados Unidos 62/343.997, intitulado "PULSE 

CALLER AND BASE CALLER", depositado em 1º de junho de 2016, o 

qual é aqui incorporado por referência na íntegra. 

ANTECEDENTES 

[002] O sequenciamento de ácidos nucleicos (por exemplo, ácido 

desoxirribonucleico (DNA), ácido ribonucleico (RNA)) inclui a 

identificação individual de nucleotídeos em um ácido nucleico 

alvo. Alguns métodos de sequenciamento de ácidos nucleicos incluem 

a identificação de nucleotídeos individuais, uma vez que são 

incorporados na fita de ácidos nucleicos complementar aos ácidos 

nucleicos alvo. A série de nucleotídeos para a cadeia complementar 

identificada durante o processo de sequenciamento pode, então, 

permitir a identificação da sequência de nucleotídeos para a fita de 

ácidos nucleicos alvo. 

SUMÁRIO 

[003] Algumas modalidades se referem a um método que inclui 

receber primeira informação sobre intervalo de tempo (time-bin) em 

relação aos tempos nos quais um primeiro marcador luminescente emite 

luz em resposta a excitações do primeiro marcador luminescente, 

calcular a primeira informação sobre intensidade da luz com base na 

primeira informação sobre intervalo de tempo, receber segunda 

informação sobre intervalo de tempo em relação aos tempos nos quais 
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um segundo marcador luminescente emite luz em resposta a excitações 

do segundo marcador luminescente, calcular segunda a informação 

sobre intensidade da luz com base na segunda informação sobre 

intervalo de tempo e calcular os tempos nos quais ocorrem eventos de 

incorporação de nucleotídeos usando as primeira e segunda 

informações sobre intensidade da luz. 

[004] O cálculo dos tempos nos quais ocorrem os eventos de 

incorporação de nucleotídeos pode ser realizado usando um algoritmo 

de identificação de pulsos. O algoritmo de identificação de pulsos pode 

incluir um algoritmo de pontos de mudança, um algoritmo de 

média/mediana e variância em execução ou um algoritmo de máquinas 

de estado. O cálculo da informação sobre a primeira intensidade da 

luz pode incluir a soma da primeira informação sobre intervalo de tempo 

e o cálculo da informação sobre a segunda intensidade da luz pode 

incluir a soma da segunda informação sobre intervalo de tempo. 

[005] Algumas modalidades se referem a um método que 

inclui receber a primeira informação sobre intervalo de tempo em 

relação aos tempos nos quais um primeiro marcador luminescente emite 

a primeira luz em resposta a excitações do primeiro marcador 

luminescente e calcular uma primeira característica temporal da 

primeira luz com base na primeira informação sobre intervalo de 

tempo. A característica temporal pode representar uma velocidade de 

declínio de uma probabilidade de emissão de fótons pelo primeiro 

marcador luminescente após excitação. O método pode ainda incluir 

receber uma segunda informação sobre intervalo de tempo em relação 

a tempos nos quais um segundo marcador luminescente emite uma 

segunda luz em resposta a excitações do segundo marcador 

luminescente e calcular uma segunda característica temporal da 

segunda luz com base na segunda informação sobre intervalo de 

tempo. A segunda característica temporal pode representar uma 
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velocidade de declínio de uma probabilidade de emissão de fótons pelo 

segundo marcador luminescente após excitação. O método pode ainda 

incluir calcular os tempos nos quais ocorrem eventos de incorporação 

de nucleotídeos usando as primeira e segunda características 

temporais. 

[006] O cálculo dos tempos nos quais ocorrem os eventos de 

incorporação de nucleotídeos pode ser realizado usando um algoritmo 

de identificação de pulsos. O algoritmo de identificação de pulsos pode 

incluir um algoritmo de pontos de mudança (change-point), um 

algoritmo de média/mediana e variância em execução ou um algoritmo 

de máquinas de estado (state machine). 

[007] Algumas modalidades se referem a um método que inclui 

determinar uma ou mais características temporais que representam 

uma velocidade de declínio de uma probabilidade de emissão de fótons 

por um ou mais marcadores luminescentes após os tempos 

de excitação e calcular tempos nos quais ocorrem eventos de 

incorporação de nucleotídeos usando pelo menos uma característica 

temporal. 

[008] O cálculo dos tempos nos quais ocorrem os eventos de 

incorporação de nucleotídeos também pode ser realizado usando uma 

intensidade da luz emitida por um ou mais marcadores luminescentes. 

[009] Algumas modalidades se referem a um método 

que inclui receber informação sobre intervalo de tempo em relação aos 

tempos nos quais um marcador luminescente emite luz em resposta a 

excitações do marcador luminescente, calcular a informação sobre 

intensidade da luz com base na informação sobre intervalo de tempo e 

calcular um tempo no qual pelo menos um evento de incorporação de 

nucleotídeos ocorre usando a informação sobre intensidade da luz. 

[0010] O tempo no qual pelo menos um evento de incorporação de 

nucleotídeos ocorre também pode ser calculado usando uma 
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característica temporal da luz. 

[0011] Algumas modalidades se referem a um método de 

identificação de nucleotídeos que inclui obter características da luz 

detectada a partir de marcadores luminescentes associados aos 

nucleotídeos durante eventos de incorporação de 

nucleotídeos. As características podem incluir, para cada evento de 

incorporação de nucleotídeos: i) uma característica temporal da luz, a 

característica temporal representando uma velocidade de declínio de 

uma probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e ii) uma característica de intensidade da luz. O 

método pode ainda incluir agrupar pontos que representam as 

características dos eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos 

de pontos, os pontos individuais representando pelo menos a 

característica temporal e a característica de intensidade para um evento 

de incorporação de nucleotídeos correspondente e atribuir os grupos de 

pontos a nucleotídeos individuais. 

[0012] A característica temporal pode incluir uma durabilidade de 

luminância ou uma proporção de fótons detectados em diferentes 

intervalos de tempo. O agrupamento dos pontos pode ser realizado por 

um algoritmo de agrupamento. O algoritmo de agrupamento pode 

executar agrupamento k-médias, em que k é maior do que ou igual a 

quatro. Os grupos individuais de pontos podem ser atribuídos a 

nucleotídeos individuais com base nas características de emissão de 

luz predeterminadas dos marcadores luminescentes. 

[0013] Algumas modalidades se referem a um método de 

calibração de um instrumento de sequenciamento, o 

método incluindo obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos. As características podem 

incluir, para cada evento de incorporação de nucleotídeos: i) uma 
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característica temporal da luz, a característica temporal representando 

uma velocidade de declínio de uma probabilidade de emissão de fótons 

por um marcador luminescente após excitação; e ii) uma característica 

de intensidade da luz. O método pode ainda incluir agrupar pontos que 

representam as características dos eventos de incorporação de 

nucleotídeos em grupos de pontos, os pontos individuais representando 

pelo menos a característica temporal e a característica de intensidade 

para um evento de incorporação de nucleotídeos correspondente, 

atribuir grupos individuais de pontos a nucleotídeos 

individuais, determinar um ou mais critérios que distinguem os grupos 

de pontos e armazenar o um ou mais critérios. 

[0014] O um ou mais critérios podem incluir um ou mais limites 

entre os grupos de pontos. O um ou mais critérios podem 

incluir centroides dos grupos de pontos. O um ou mais critérios podem 

ser armazenados na memória não volátil. O agrupamento dos 

pontos pode incluir executar um algoritmo de agrupamento sobre os 

pontos. 

[0015] Algumas modalidades se referem a um método de 

identificação de nucleotídeos, o método incluindo obter características 

da luz detectada a partir de marcadores luminescentes associados aos 

nucleotídeos durante eventos de incorporação de 

nucleotídeos. As características podem incluir, para cada evento de 

incorporação de nucleotídeos: i) uma característica temporal da luz, a 

característica temporal representando uma velocidade de declínio de 

uma probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e ii) uma característica de intensidade da luz. O método 

pode ainda incluir atribuir os nucleotídeos aos eventos de incorporação 

aos nucleotídeos, avaliar a característica temporal e a característica de 

intensidade levando em consideração os critérios armazenados para 

um instrumento de sequenciamento que distinguem as características 
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da luz para os marcadores luminescentes. 

[0016] Os critérios armazenados podem incluir um ou mais limites 

entre as características dos marcadores luminescentes para diferentes 

nucleotídeos. A atribuição dos eventos de incorporação de nucleotídeos 

pode incluir comparar um ponto que representa a característica 

temporal e a característica de intensidade com um ou mais limites. O um 

ou mais critérios armazenados podem incluir centroides de grupos de 

pontos, cada grupo correspondendo a um respectivo 

nucleotídeo. A atribuição dos eventos de incorporação de 

nucleotídeos pode incluir determinar as distâncias entre um ponto que 

representa a característica temporal e a característica de intensidade 

para um evento de incorporação aos centroides e atribuir o evento de 

incorporação de nucleotídeos a um nucleotídeo com um centroide mais 

próximo do ponto. Os critérios armazenados podem ser critérios de 

calibração armazenados em uma memória não volátil. 

[0017] Algumas modalidades se referem a um método de 

identificação de nucleotídeos que inclui obter características da luz 

detectada a partir de marcadores luminescentes associados aos 

nucleotídeos durante eventos de incorporação de 

nucleotídeos. As características podem incluir, para cada evento de 

incorporação de nucleotídeos: i) uma característica temporal da luz, a 

característica temporal representando uma velocidade de declínio de 

uma probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e ii) uma segunda característica da luz. O método pode 

ainda incluir agrupar pontos que representam as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, os 

pontos individuais representando pelo menos a característica temporal 

e a característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeos correspondente e atribuir os grupos de pontos a 

nucleotídeos individuais. 
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[0018] Algumas modalidades se referem a um método de 

calibração de um instrumento de sequenciamento que inclui obter 

características da luz detectada a partir de marcadores luminescentes 

associados aos nucleotídeos durante eventos de incorporação de 

nucleotídeos. As características podem incluir, para cada evento de 

incorporação de nucleotídeos: i) uma característica temporal da luz, a 

característica temporal representando uma velocidade de declínio de 

uma probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e ii) uma segunda característica da luz. O método pode 

ainda incluir agrupar pontos que representam as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, os 

pontos individuais representando pelo menos a característica temporal 

e a característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeos correspondente, atribuir grupos individuais de pontos a 

nucleotídeos individuais, determinar um ou mais critérios que 

distinguem os grupos de pontos e armazenar o um ou mais critérios. 

[0019] Algumas modalidades se referem a um método de 

identificação de nucleotídeos que inclui obter características da luz 

detectada a partir de marcadores luminescentes associados aos 

nucleotídeos durante eventos de incorporação de 

nucleotídeos. As características podem incluir, para cada evento de 

incorporação de nucleotídeos: i) uma característica temporal da luz, a 

característica temporal representando uma velocidade de declínio de 

uma probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e ii) uma característica de intensidade da luz. O método 

pode ainda incluir atribuir os nucleotídeos aos eventos de incorporação 

aos nucleotídeos, avaliar a característica temporal e a segunda 

característica levando em consideração os critérios armazenados para 

um instrumento de sequenciamento que distinguem as características 

da luz para os marcadores luminescentes. 
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[0020] Algumas modalidades se referem a um método que 

inclui obter características da luz detectada a partir de marcadores 

luminescentes associados aos nucleotídeos durante eventos de 

incorporação de nucleotídeos. As características podem incluir, para 

cada evento de incorporação de nucleotídeos: i) uma característica 

temporal da luz, a característica temporal representando uma 

velocidade de declínio de uma probabilidade de emissão de fótons por 

um marcador luminescente após excitação; e ii) uma característica de 

intensidade da luz. O método pode ainda incluir determinar um ou mais 

critérios que distinguem grupos de pontos que representam as 

características dos eventos de incorporação de nucleotídeos, os pontos 

individuais representando a característica temporal e a característica de 

intensidade para um evento de incorporação de nucleotídeos 

correspondente. 

[0021] O método pode ainda incluir atribuir os grupos aos 

respectivos nucleotídeos para produzir atribuições de nucleotídeos para 

os grupos. O método pode ainda incluir atribuir os pontos aos 

nucleotídeos com base em um ou mais critérios e nas atribuições de 

nucleotídeos para os grupos. 

[0022] Algumas modalidades se referem a um método 

que inclui obter características da luz detectada a partir de marcadores 

luminescentes associados aos nucleotídeos durante eventos de 

incorporação de nucleotídeos. As características podem incluir, para 

cada evento de incorporação de nucleotídeos: i) uma característica 

temporal da luz, a característica temporal representando uma 

velocidade de declínio de uma probabilidade de emissão de fótons por 

um marcador luminescente após excitação; e ii) uma segunda 

característica da luz. O método pode ainda incluir determinar um ou 

mais critérios que distinguem grupos de pontos que representam as 

características dos eventos de incorporação de nucleotídeos, os pontos 
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individuais representando a característica temporal e a segunda 

característica para um evento de incorporação de nucleotídeos 

correspondente. 

[0023] Algumas modalidades se referem a um meio de 

armazenamento legível em computador não transitório que tem, 

armazenado no mesmo, instruções as quais, quando executadas por 

um processador, executam qualquer um dos métodos descritos aqui. 

[0024] Algumas modalidades se referem a um dispositivo que 

inclui um processador configurado para executar qualquer um dos 

métodos descritos aqui. 

[0025] Algumas modalidades se referem a um instrumento de 

sequenciamento que inclui um fotodetector configurado para receber 

luz proveniente de marcadores luminescentes durante uma reação de 

sequenciamento em um processador configurado para 

executar qualquer um dos métodos descritos aqui. 

BREVE DESCRIÇÃO DOS DESENHOS 

[0026] Vários aspectos e modalidades da aplicação serão descritos 

com referência às figuras a seguir. Será apreciado que as figuras não 

estão necessariamente desenhadas em escala. Os itens que aparecem 

nas várias figuras são indicados pelo mesmo número de referência em 

todas as figuras nas quais eles aparecem. 

[0027] A Figura 1A é um fluxograma de um algoritmo implementado 

por um chamador de pulsos de acordo com algumas modalidades. 

[0028] A Figura 1B é um gráfico da probabilidade de emissão de 

fótons ao longo do tempo após excitação e distribuição do número de 

fótons em intervalos de tempo detectados por um fotodetector de acordo 

com algumas modalidades. 

[0029] A Figura 1C é um fluxograma de um método para determinar 

eventos de incorporação de nucleotídeos usando parâmetro(s) 

temporal(ais) da luz emitida de acordo com algumas modalidades. 
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[0030] A Figura 1D é um fluxograma de um método para determinar 

eventos de incorporação de nucleotídeos usando intensidade(s) e 

característica(s) temporal(is) da luz emitida de acordo com algumas 

modalidades 

[0031] A Figura 2 é um gráfico da intensidade da luz detectada por 

um fotodetector ao longo do tempo durante o sequenciamento de um 

ácido nucleico de acordo com algumas modalidades. 

[0032] A Figura 2-1A é uma representação em diagrama de blocos 

de um dispositivo que pode ser usado para análise rápida e móvel de 

amostras biológicas e químicas de acordo com algumas modalidades. 

[0033] A Figura 2-1B é um diagrama de blocos de um dispositivo e 

um instrumento integrados de acordo com algumas modalidades. 

[0034] A Figura 3 é um fluxograma de um algoritmo implementado 

por um chamador (caller) de base de acordo com algumas modalidades. 

[0035] A Figura 3-1A é um esquema de um dispositivo integrado de 

acordo com algumas modalidades. 

[0036] A Figura 3-1B é um esquema do acoplamento de energia de 

excitação para cavidades de amostra em uma linha de pixels e energia 

de emissão de cada amostra bem direcionada para sensores de acordo 

com algumas modalidades. 

[0037] A Figura 4 é um gráfico da proporção de intensidade em 

função do intervalo de tempo como um parâmetro temporal para 

eventos de incorporação de nucleotídeos que mostra agrupamentos de 

pontos para diferentes nucleotídeos de acordo com algumas 

modalidades. 

[0038] A Figura 5 é um gráfico que mostra os limites e as posições 

dos centroides para os agrupamentos mostrados na Figura 4 de acordo 

com algumas modalidades. 

[0039] A Figura 6 é um fluxograma de um algoritmo implementado 

por um chamador de base para identificar nucleotídeos com base em 
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um ou mais critérios de calibração de acordo com algumas 

modalidades. 

[0040] A Figura 7 é um gráfico da intensidade em função do 

parâmetro temporal que ilustra as distâncias relativas de um ponto que 

corresponde a um evento de incorporação de nucleotídeos para as 

posições dos centroides para diferentes nucleotídeos de acordo com 

algumas modalidades. 

[0041] A Figura 8 é um diagrama de blocos de um dispositivo de 

computação ilustrativo que pode ser usado na implementação de 

algumas modalidades da tecnologia descrita aqui. 

DESCRIÇÃO DETALHADA 

[0042] As técnicas descritas aqui se referem ao sequenciamento de 

ácidos nucleicos, tais como DNA e RNA e, em particular, a técnicas de 

identificação de nucleotídeos com base em dados obtidos a partir de um 

sensor. O sequenciamento de ácidos nucleicos permite a determinação 

da ordem e posição dos nucleotídeos em um ácido nucleico alvo. Alguns 

métodos de sequenciamento de ácido nucleico se baseiam em 

sequenciamento por síntese, na qual a identidade de um nucleotídeo é 

determinada à medida que o nucleotídeo é incorporado em uma fita 

sintetizada de ácido nucleico que é complementar ao ácido nucleico 

alvo. Durante sequenciamento, uma enzima de polimerização (por 

exemplo, DNA polimerase) pode se acoplar (por exemplo, ligar) a um 

local inicial de uma molécula de ácido nucleico alvo e adicionar ou 

incorporar nucleotídeos ao iniciador através da ação da enzima de 

polimerização, o que pode ser, em geral, denominado como uma reação 

de extensão de iniciador. 

[0043] Cada nucleotídeo pode ser associado a uma molécula 

luminescente (por exemplo, fluoroforo) que emite luz em resposta à 

excitação e a qual é usada para marcar cada tipo de nucleotídeo para 

discriminar dentre os diferentes tipos de nucleotídeos. Por exemplo, um 
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conjunto de quatro marcadores pode ser usado para marcar as 

nucleobases presentes no DNA, de modo que cada marcador do 

conjunto esteja associado a uma nucleobase diferente, por exemplo, 

um primeiro marcador estando associado à adenina (A), um segundo 

marcador estando associado à citosina (C), um terceiro marcador 

estando associado à guanina (G) e um quarto marcador estando 

associado à timina (T). Um marcador pode ser acoplado a um 

nucleotídeo através de ligação do marcador ao nucleotídeo, direta ou 

indiretamente, por meio de uma molécula ligante. 

[0044] À medida que a reação de extensão do iniciador ocorre, um 

nucleotídeo e seus respectivos marcadores luminescentes são retidos 

pela enzima de polimerização durante a incorporação do nucleotídeo no 

ácido nucleico complementar sintetizado. O marcador luminescente 

pode ser excitado por pulsos de luz durante o período em que o 

nucleotídeo é incorporado no ácido nucleico sintetizado e emite luz 

característica do marcador. Em algumas modalidades, o marcador é 

ligado, direta ou indiretamente através de uma molécula ligante, a um 

fosfato terminal de um nucleotídeo, de modo que o marcador seja solto 

ou liberado do nucleotídeo através da ação da enzima de polimerização 

durante a incorporação do nucleotídeo (por exemplo, clivagem de uma 

ligação de fosfato). A detecção e análise da luz emitida pelo marcador 

luminescente em resposta à excitação pode permitir a identificação do 

nucleotídeo que foi incorporado. À medida que a reação de extensão do 

iniciador ocorre, a excitação, a detecção e a análise são realizadas para 

cada nucleotídeo subsequente adicionado ao ácido nucleico 

sintetizado. A sequência do ácido nucleico alvo pode ser determinada a 

partir da sequência complementar do ácido nucleico sintetizado. 

[0045] A luz emitida pelo marcador luminescente pode ter várias 

características que podem ser usadas para distinguir o marcador de 

outros marcadores e, assim, identificar um nucleotídeo. Estas 

Petição 870200066148, de 28/05/2020, pág. 15/65



13/46 

características incluem intensidade (por exemplo, a probabilidade de 

emissão de luz), uma característica temporal (por exemplo, taxa de 

declínio da probabilidade de emissão de fótons após excitação, duração 

do pulso para incorporação e/ou duração entre pulsos antes e/ou após 

a incorporação), uma característica espectral (por 

exemplo, comprimento(s) de onda da luz emitida) ou qualquer 

combinação dos mesmos. A luz emitida pelo marcador luminescente 

pode ser detectada por um fotodetector que pode detectar uma ou mais 

destas características. Um exemplo de um fotodetector adequado é 

descrito no Pedido de Patente dos Estados Unidos 14/821.656, 

intitulado " INTEGRATED DEVICE FOR TEMPORAL BINNING OF 

RECEIVED PHOTONS", o qual é aqui incorporado por referência na 

íntegra. Conforme descrito aqui, o fotodetector pode ter a capacidade 

de detectar os tempos de chegada dos fótons, o que pode permitir 

determinar as características temporais da luz emitida pelos 

marcadores. A detecção de características temporais da luz 

emitida pode permitir a discriminação entre marcadores que emitem luz 

com diferentes características temporais. Um exemplo de uma 

característica temporal é a durabilidade da luminância. Uma molécula 

luminescente, tal como um fluoroforo, pode emitir fótons em resposta à 

excitação. A probabilidade de que a molécula luminescente emita um 

fóton diminui com o tempo após a ocorrência da excitação. A taxa 

de declínio na probabilidade pode ser exponencial. A "durabilidade " é 

característica da rapidez com a qual a probabilidade decai ao longo do 

tempo. Diz-se que um declínio rápido tem uma durabilidade curta, 

enquanto que um declínio lento tem uma durabilidade longa. A detecção 

de características temporais da luz emitida por moléculas luminescentes 

pode permitir distinguir moléculas luminescentes que têm durabilidades 

diferentes. Marcar diferentes nucleotídeos com moléculas 

luminescentes com diferentes durabilidades pode permitir a distinção 
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entre os nucleotídeos com base em uma característica temporal da luz 

detectada. 

[0046] O fotodetector descrito no Pedido de Patente dos Estados 

Unidos 14/821.656 pode detectar o tempo de chegada dos fótons com 

resolução de nanossegundos ou picossegundos e pode retardar a 

chegada dos fótons incidentes. Uma vez que a emissão de fótons é 

probabilística, o marcador pode ser excitado várias vezes e pode-se 

calcular o intervalo de tempo de qualquer emissão de fótons 

resultante. Realizar tal medição várias vezes permite preencher um 

histograma de tempos nos quais os fótons chegaram após um evento 

de excitação. Esta informação pode ser analisada para calcular uma 

característica temporal da luz emitida, o que pode permitir distinguir o 

marcador de outro marcador com base na característica temporal. 

[0047] As técnicas descritas aqui podem analisar um fluxo de dados 

de um fotodetector para sequenciar o ácido nucleico com base nas 

características da luz detectada. Estas técnicas podem ser 

implementadas por um "chamador de pulsos" e um "chamador de 

base", os quais podem ser módulos de software e/ou hardware de um 

instrumento de sequenciamento ou outro dispositivo. Em geral, 

um chamador de pulsos analisa o fluxo de dados para identificar 

intervalos de tempo no qual ocorrem pulsos de luminescência a partir 

do marcador, significando que um nucleotídeo conjugado com corante 

é incorporado na cadeia de oligonucleotídeos pela polimerase. Um 

"chamador de base" analisa as características da luz detectada durante 

os intervalos de tempo identificados pelo chamador para determinar ou 

"chamar" a identidade dos nucleotídeos.  

[0048] A Figura 1 A mostra um fluxograma de um algoritmo que 

pode ser implementado pelo chamador de pulsos. Na etapa S1, a 

intensidade da luz recebida em função do tempo é calculada. Conforme 

discutido acima, o fotodetector pode sincronizar a chegada de fótons 
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incidentes a partir de um marcador em resposta à exposição do 

marcador a uma fonte de excitação (por exemplo, por um pulso de 

laser). Um marcador pode ser repetidamente excitado e o intervalo de 

tempo da chegada de fótons incidentes a partir do marcador pode ser 

calculada. Por exemplo, durante um período de medição de 10 ms, os 

pulsos de excitação do laser podem ser emitidos em uma frequência de 

100 MHz para excitar o marcador. O marcador pode emitir um fóton com 

baixa probabilidade (por exemplo, 1 emissão de fótons em 10.000 

excitações). Se o marcador for excitado várias vezes (por exemplo, 1 

milhão de vezes) dentro de um período de 10 ms, aproximadamente 

100 fótons podem ser recebidos. Em alguns casos, um marcador pode 

não ficar excitado após exposição a uma fonte de excitação e não emitir 

um fóton após um evento de excitação, o que pode contribuir para a 

baixa probabilidade de emissão. Conforme discutido acima, os 

intervalos de tempo de chegada dos fótons incidentes em relação à 

excitação podem ser calculados. O fotodetector pode fornecer sinais 

que representam o número de fótons em cada intervalo de tempo. 

[0049] A Figura 1B é um exemplo no qual um fotodetector calcula o 

intervalo de tempo da chegada de fótons incidentes em oito intervalos 

de tempo. Uma vez, conforme discutido acima, que a probabilidade de 

emissão de fótons decai ao longo do tempo, os intervalos de tempo 

anteriores têm mais fótons do que os intervalos de tempo 

posteriores. Ao excitar repetidamente o marcador e detectar a 

periodicidade dos fótons emitidos, pode ser preenchido um histograma 

que aproxima o declínio na probabilidade de emissão de fótons ao longo 

do tempo, conforme mostrado na Figura 1B. 

[0050] A intensidade da luz recebida durante o período de medição 

(por exemplo, 10 ms) pode ser calculada pelo chamador de 

pulsos ao somar os valores que representam o número de fótons 

recebidos em cada intervalo de tempo. Por exemplo, se o fotodetector 
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calcula a chegada de fótons incidentes em oito intervalos, conforme 

mostrado na Figura 1B, o número de fótons recebidos nos oito intervalos 

de tempo é somado para determinar a intensidade. No entanto, 

qualquer número de intervalos de tempo pode ser usado. Se o 

fotodetector tem dois intervalos de tempo, os valores que representam 

o número de fótons recebidos em ambos os intervalos de tempo são 

somados para determinar a intensidade. Por exemplo, se o primeiro 

intervalo de tempo tiver 100 fótons e o segundo intervalo de tempo tiver 

50 fótons, estes valores podem ser somados para determinar uma 

intensidade de 150 fótons. Alternativamente, pode existir um intervalo 

de tempo separado para medir a intensidade total do fóton. 

[0051] A determinação da intensidade da luz recebida pode ser 

realizada para períodos de medição subsequentes no fluxo de dados do 

fotodetector. Por exemplo, se o fotodetector realiza medições 

em períodos de 10 ms, a intensidade pode ser determinada para cada 

período de medição ao somar os intervalos de tempo em cada período 

de 10 ms. Como um resultado, os dados que representam a intensidade 

da luz recebida ao longo do tempo podem ser determinados. 

[0052] A Figura 2 mostra vários minutos de um traço exemplificativo 

que representa a intensidade da luz recebida em função do tempo. Uma 

vez que há uma linha de base e uma variância significativa no traço e 

pulsos verdadeiros muitas vezes têm uma baixa relação sinal-ruído, a 

identificação de pulsos que correspondem a eventos de incorporação 

pode ser um desafio. Na etapa S2, é executado um algoritmo de 

localização de pulsos nos dados de intensidade em função do 

tempo para identificar os tempos quando disparos de luz são emitidos, 

os quais correspondem aos eventos de incorporação. 

[0053] Para o algoritmo de localização de pulsos, 

uma abordagem adequada é executar um algoritmo de pontos 

de mudança nos dados do traço que determina quando ocorrem 
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mudanças na média e na variância do sinal, por exemplo, quando se 

muda de um segundo plano (por exemplo, entre pulsos) para sinalizar 

(isto é, pulso) e vice-versa. Após cada ponto de mudança ser 

identificado, um limiar separa as regiões entre pulsos (regiões entre os 

pulsos) das regiões de pulso com base no nível de pontos de 

mudança (por exemplo, intensidade). Este limite pode ser determinado 

manualmente, com o uso de um histograma, estimativa de densidade 

do kernel ou agrupamento de -média. 

[0054] Outra abordagem adequada é analisar a média/mediana e a 

variância do traço e, então, definir pulsos como aumentos de um 

determinado número de desvios padrão ou mais acima da 

média/mediana. 

[0055] Ainda outra abordagem adequada é usar uma máquina de 

estados, a qual está em um estado de pulso ou entre pulsos, e é 

considerada como alternando entre os dois. Os limiares definem 

transições entre os dois estados.  

[0056] Em algumas modalidades, pode ocorrer uma filtragem 

adicional de pulsos chamados, tal como remoção de pulsos que não 

satisfaçam um limiar de duração mínimo ou máximo (uma vez 

que pulsos muito curtos e pulsos muito longos frequentemente são 

falsos positivos). 

[0057] As duas últimas abordagens têm um benefício adicional pelo 

fato de que podem ser operadas nos dados à medida que eles são 

adquiridos, enquanto que o algoritmo de pontos de mudança pode 

precisar de todos os dados para poder operar. 

[0058] São descritas acima técnicas para identificar pulsos que 

correspondem a eventos de incorporação de nucleotídeos com base na 

intensidade da luz emitida. No entanto, outras características da luz 

emitida podem ser usadas para identificar pulsos além de ou como uma 

alternativa à intensidade. Em algumas modalidades, os pulsos podem 
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ser identificados com base na(s) característica (s) temporal(ais) da luz 

emitida além de ou como uma alternativa à intensidade de 

uso. Diferentes nucleotídeos podem ser marcados com moléculas que 

emitem luz com diferentes características temporais e as características 

temporais podem ser analisadas para determinar quando os eventos 

de incorporação começam e terminam. Por exemplo, diferentes 

marcadores luminescentes podem ter diferentes "durabilidades" ou 

taxas nas quais a probabilidade de emissão de fótons em resposta à 

excitação decai ao longo do tempo. Uma mudança na durabilidade 

medida pode indicar o início ou o fim de um evento de incorporação. 

[0059] A Figura 1C mostra um fluxograma de um método que usa 

parâmetro(s) temporal(is) para determinar quando ocorrem pulsos que 

correspondem a eventos de incorporação. Na etapa S3, o(s) 

parâmetro(s) temporal(ais) para a luz emitida durante os eventos de 

incorporação é/são determinado(s). Por exemplo, conforme discutido 

abaixo, as características temporais podem ser determinadas com base 

nas informações sobre o intervalo de tempo (isto é, informações sobre 

ou com base em um ou mais intervalos de tempo). Em algumas 

modalidades, as característica(s) temporal(is) pode(m) ser 

determinada(s) pelo chamador de base e fornecida(s) ao chamador de 

pulsos. Na etapa S4, um algoritmo de localização de pulsos pode ser 

executado em dados que representam o parâmetro temporal ao longo 

do tempo. O algoritmo de localização de pulsos pode operar de maneira 

similar àquela discutida acima em relação à intensidade. 

[0060] Em algumas modalidades, tanto a intensidade como a(s) 

característica(s) temporal(ais) podem ser usadas para identificar os 

tempos nos quais ocorrem os eventos de incorporação. Como um 

exemplo, mudanças em uma característica temporal podem ser usadas 

para refinar a identificação de pulsos com base na intensidade. A 

Figura 1D mostra um fluxograma de tal método. Na etapa S1, podem 
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ser obtidas intensidades de luz para cada evento de incorporação. As 

intensidades podem ser calculadas ao somar os intervalos de tempo em 

cada conjunto de intervalos de tempo, conforme discutido acima. No 

entanto, as intensidades não precisam ser obtidas pela soma dos 

intervalos de tempo e podem ser medidas e/ou determinadas de 

maneira diferente. Na etapa S2, é executado um algoritmo de 

localização de pulsos nos dados de intensidade em função do tempo 

para identificar os tempos nos quais os disparos de luz são emitidos, os 

quais correspondem aos eventos de incorporação. Na etapa S3, o(s) 

parâmetro(s) temporal(is) para a luz emitida durante os eventos de 

incorporação é/são determinado(s). Na etapa S5, os pulsos 

identificados na etapa S2 podem ser avaliados e possivelmente 

refinados com base no(s) parâmetro(s) temporal(ais). Por exemplo, se 

um pulso longo for identificado (por exemplo, tendo um comprimento 

maior do que uma quantidade limite), o(s) parâmetro(s) temporal(is) da 

luz emitida durante o pulso pode(m) ser avaliado(s). Se o parâmetro 

temporal mudar significativamente durante o pulso (por exemplo, 

mudanças em mais de uma quantidade limite ou uma quantidade que 

pode indicar um nucleotídeo diferente), a chamada de pulso inicial pode 

ser revisada para identificar dois pulsos separados, em vez de um pulso 

longo. O tempo no qual a mudança no parâmetro temporal ocorre 

pode corresponder a um limite temporal entre os dois pulsos. Se o 

parâmetro temporal não mudar significativamente durante o pulso (por 

exemplo, não muda ou muda em uma quantidade relativamente 

pequena), a chamada de pulso inicial pode ser mantida 

inalterada. Consequentemente, os resultados da chamada de pulso 

inicial com base na intensidade podem ser avaliados e/ou refinados 

usando os parâmetros temporais. 

[0061] Em algumas modalidades, a chamada de pulso inicial pode 

ser realizada usando parâmetros temporais e os pulsos podem ser 
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refinados usando a informação sobre intensidade. 

[0062] Como um resultado da execução do algoritmo de localização 

de pulsos, o chamador identifica os tempos nos quais ocorrem os pulsos 

que correspondem aos eventos de incorporação. Para cada pulso, o 

chamador pode identificar o tempo inicial e o tempo final, o tempo inicial 

e a duração ou o tempo final e a duração. Os tempos nos quais tais 

pulsos ocorrem podem ser analisados para identificar o marcador 

luminescente e, assim, seu nucleotídeo associado. 

[0063] Após chamar o chamador em um fluxo de dados do 

fotodetector, o chamador de base pode ser chamado para analisar uma 

ou mais características da luz para cada evento de incorporação. O 

chamador de pulsos pode passar os tempos nos quais os pulsos 

ocorrem para o chamador de base. Opcionalmente, o chamador de 

pulsos pode passar informações adicionais para o chamador de base, 

tais como informações sobre o número de fótons recebidos em cada 

intervalo de tempo, a intensidade calculada para cada período de 

medição ou qualquer outra informação adequada. 

[0064] A Figura 3 mostra um fluxograma de um algoritmo que pode 

ser implementado pelo chamador de base para identificar 

nucleotídeos e/ou que pode ser usado para calibrar o instrumento de 

sequenciamento. 

[0065] Na etapa S11, podem ser obtidas as intensidades para cada 

evento de incorporação. As intensidades podem ser calculadas ao 

somar os intervalos de tempo em cada conjunto de intervalos de tempo, 

conforme discutido acima. Alternativamente, o chamador de base pode 

receber as intensidades a partir do chamador de pulsos. 

[0066] Uma intensidade pode ser normalizada para a duração do 

evento de incorporação identificado pelo chamador de pulsos. Por 

exemplo, se um evento de incorporação durar duas vezes mais do que 

um intervalo de medição, a intensidade pode ser calculada ao somar os 
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intervalos de tempo para os dois intervalos de medição e dividir por 

2. Por exemplo, se um evento de incorporação durar 20 ms, o período 

de medição é de 10 ms e os fótons são agrupados em dois intervalos 

de tempo, a intensidade pode ser calculada ao somar os fótons 

coletados nos dois intervalos de tempo da primeira medição, bem como 

os fótons coletados nos dois intervalos de tempo da segunda medição, 

depois dividir por dois. Tal cálculo também pode ser considerado como 

o cálculo de uma intensidade média durante o evento de incorporação 

de 20 ms. 

[0067] Na etapa S12, pode ser determinado um parâmetro temporal 

para cada evento de incorporação. O parâmetro temporal pode 

representar o declínio na probabilidade de emissão de fótons por um 

marcador ao longo do tempo após excitação. Qualquer parâmetro 

temporal adequado pode ser usado. Em algumas modalidades, a 

durabilidade da luminância pode ser calculada ao ajustar um 

exponencial aos intervalos de tempo (consulte, por exemplo, a Figura 

1B) e a durabilidade da luminância pode ser usada como o parâmetro 

temporal. Em algumas modalidades, a contagem de fótons 

para diferentes intervalos de tempo (ou um valor representativo dos 

mesmos) pode ser comparada para determinar um parâmetro 

temporal que representa o declínio na probabilidade de emissão de 

fótons ao longo do tempo. Por exemplo, se a chegada de fótons 

incidentes é colocada em dois intervalos de tempo, a proporção entre 

a contagem de fótons para os dois intervalos pode ser calculada e a 

proporção pode ser usada como o parâmetro temporal. Em algumas 

modalidades, a proporção dos intervalos pode ser uma aproximação 

para calcular uma durabilidade de luminância. A proporção pode ser 

calculada de qualquer forma adequada. Em algumas modalidades, se 

forem usados dois intervalos de tempo, a contagem de fótons para o 

intervalo de tempo mais próximo do tempo para o evento de excitação 
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pode ser dividida pela contagem de fótons para o segundo intervalo de 

tempo para produzir a proporção. Em algumas modalidades, 

a contagem de fótons dos intervalos de tempo ou o valor representativo 

dos mesmos pode ser normalizado (por exemplo, pela soma 

da intensidade em um conjunto de intervalos de tempo) e os valores 

normalizados podem ser usados para determinar o parâmetro 

temporal. Em algumas modalidades, o intervalo de tempo com a 

contagem máxima de fótons pode ser usado como o parâmetro 

temporal. Para determinar o intervalo de tempo com a contagem 

máxima de fótons, as contagens de fótons para os intervalos de tempo 

podem ser comparadas entre si. Como um exemplo com dois intervalos 

de tempo, a contagem de fótons para um primeiro intervalo pode ser 

comparada com a contagem de fótons para um segundo intervalo. O 

intervalo com a maior contagem de fótons pode ser selecionado como 

um parâmetro temporal e pode ser usado para discriminar moléculas 

luminescentes. Por exemplo, uma molécula luminescente pode ter uma 

durabilidade relativamente curta, o que pode resultar no primeiro 

intervalo (mais próximo do momento do evento de excitação) com a 

contagem máxima de fótons e outra molécula luminescente pode ter 

uma durabilidade relativamente longa, o que pode resultar em outro 

intervalo de tempo (mais distante do momento do evento de excitação) 

com a contagem máxima de fótons. 

[0068] Embora a Figura 3 mostre a etapa S11 como sendo 

executada antes da etapa S12, isto é meramente a título de ilustração, 

uma vez que a etapa S12 pode ser executada antes da etapa S11 ou 

as etapas S11 e S12 podem ser realizadas concorrentemente. 

[0069] A Figura 4 mostra que a intensidade e o parâmetro temporal 

para cada evento de incorporação podem ser representados como um 

ponto no espaço bidimensional, com a intensidade e o parâmetro 

temporal estando nos respectivos eixos. Neste exemplo, o parâmetro 
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temporal é representado no eixo horizontal (x) e a intensidade é 

representada no eixo vertical (y). Quatro diferentes marcadores podem 

ser usados para nucleotídeos que podem ser distinguidos uns dos 

outros com base na intensidade, no parâmetro temporal ou ambos. 

Conforme mostrado na Figura 4, a representação da intensidade e o 

parâmetro temporal medidos para cada evento de incorporação resulta 

em quatro grupos de pontos que correspondem aos quatro nucleotídeos 

A, C, G e T. 

[0070] Na etapa S13, os pontos podem ser atribuídos a grupos 

(também denominados aqui como "agrupamentos"). Em algumas 

modalidades, um algoritmo de agrupamento pode ser executado nos 

pontos para atribuir os pontos a cada evento de incorporação a um dos 

quatro agrupamentos. Por exemplo, o algoritmo de agrupamento pode 

executar agrupamento por -média dos pulsos no espaço n-

dimensional, onde k é 4 (A, C, G, T) e n é o número de métricas usadas 

para a chamada de base. No entanto, em algumas modalidades, mais 

de quatro agrupamentos podem ser atribuídos. Se mais de quatro 

agrupamentos são atribuídos, pode ser usado o agrupamento no qual é 

maior do que 4. Os inventores reconheceram e apreciaram que, em 

alguns casos, os agrupamentos podem não ser bem resolvidos e pode 

ser vantajoso agrupar os pontos em mais de quatro agrupamentos. 

Neste caso, mais de um agrupamento pode ser atribuído ao mesmo 

nucleotídeo. Em algumas modalidades, filtragem pode ser realizada 

para eliminar pontos que são remotos. Por exemplo, se um ponto tiver 

um parâmetro temporal e/ou intensidade que esteja fora de um intervalo 

esperado, ele poderá ser excluído do algoritmo de agrupamento e/ou 

não poderá ser atribuído a nenhum grupo de nucleotídeos. 

[0071] Qualquer número adequado de pontos pode ser fornecido ao 

algoritmo de agrupamento, tal como mais de 50, mais de 100, mais de 

500, etc. O resultado do algoritmo de agrupamento é agrupar cada 
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ponto em um dos quatro (ou mais) agrupamentos. No exemplo da 

Figura 4, n = 2 porque são usadas duas métricas, intensidade e 

parâmetro temporal. Um exemplo bidimensional com proporção 

de intensidade e intervalo de tempo como um parâmetro temporal é 

representado na Figura 4. No entanto, outras métricas podem ser 

usadas. 

[0072] Outro exemplo bidimensional envolve obter tanto um 

parâmetro temporal como um parâmetro espectral, o parâmetro 

espectral estando no eixo vertical (y) da Figura 4 em vez da 

intensidade. Neste exemplo, a informação espectral é obtida 

em relação à luz emitida para cada evento de incorporação e usada 

para distinguir os nucleotídeos. 

[0073] No entanto, qualquer número de métricas pode ser 

usado, não limitado a duas. Por exemplo, em algumas modalidades, 

informações espectrais para um evento de incorporação podem ser 

obtidas, além da intensidade e um parâmetro temporal, as quais podem 

ser representadas como pontos no espaço tridimensional, com a 

intensidade, parâmetro temporal e informação espectral estando nos 

respectivos eixos. 

[0074] Após agrupar os pontos, pode ser benéfico refinar ainda 

mais os grupos, potencialmente com mais métricas do que aquelas 

usadas na etapa inicial de agrupamento. Para esta finalidade, uma 

máquina de vetores de suporte (eu SVM) ou outro classificador 

supervisionado pode ser usado. O agrupamento de marcadores pode 

ser usado como dados de treinamento inicial. Este processo pode ser 

repetido usando os resultados da iteração mais recente do classificador 

como o treinamento para a próxima iteração, até convergir. 

[0075] Embora um algoritmo de agrupamento possa ser usado para 

atribuir pontos a agrupamentos, em algumas modalidades, os pontos 

podem ser atribuídos a grupos sem usar um algoritmo de agrupamento. 
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Em algumas modalidades, os limites entre grupos de pontos podem ser 

determinados sem executar um algoritmo de agrupamento. 

[0076] Na etapa S14, os grupos de pontos podem ser atribuídos a 

nucleotídeos. Esta atribuição pode ser realizada com base nas 

características conhecidas dos marcadores. Por exemplo, no gráfico da 

Figura 4, pode-se saber que o marcador para uma T tem uma elevada 

intensidade e menor durabilidade, o marcador para A tem uma baixa 

intensidade e durabilidade moderada, o marcador para G tem uma 

elevada intensidade e duração moderada e o marcador para C tem a 

maior durabilidade e uma elevada intensidade. Os agrupamentos de 

pontos podem ser atribuídos às bases usando a posição dos 

agrupamentos uns em relação aos outros. Por exemplo, o agrupamento 

com a menor durabilidade pode ser atribuído à T, o agrupamento com a 

maior durabilidade pode ser atribuído à C, o agrupamento com a menor 

intensidade pode ser atribuído à A e o agrupamento restante pode ser 

atribuído à G. Os pontos em cada agrupamento podem ser atribuídos 

ao nucleotídeo em seu agrupamento. Ao armazenar informações sobre 

o tempo no qual cada medição de intensidade 

e característica temporal foi realizada, a fita de nucleotídicos pode ser 

sequenciada. 

[0077] Se o método for usado para executar o sequenciamento, o 

método poderá terminar neste ponto. Se o método for usado para 

calibração, o método pode continuar na etapa S15. Os inventores 

reconheceram e apreciaram que, se for executada uma calibração 

inicial, não é necessário executar um algoritmo de agrupamento para 

atribuir todos os pontos aos nucleotídeos. Em algumas modalidades, 

os critérios de calibração podem ser determinados para atribuir um 

ponto a um tipo de nucleotídeo. Como um exemplo, após agrupamento 

na etapa S13 ou atribuição dos nucleotídeos na etapa S14, podem ser 

determinados os limites entre os diferentes tipos de nucleotídeos. Os 

Petição 870200066148, de 28/05/2020, pág. 28/65



26/46 

limites podem ser funções que definem regiões de um espaço de 

fase, conforme ilustrado na Figura 5. Os eixos do espaço de fase 

podem incluir intensidade, parâmetro temporal, comprimento de onda 

de emissão e/ou comprimento de onda de excitação dos pulsos do laser 

de excitação. Como um exemplo, segmentos de linha ou curvas no 

espaço bidimensional podem ser selecionados para delinear os limites 

51 entre os diferentes nucleotídeos, conforme mostrado na Figura 5. No 

espaço dimensional superior, os limites podem ser superfícies ou 

objetos de dimensão superior (denominados "hiperplanos"). Uma vez 

que os limites 51 sejam determinados, os pontos podem ser atribuídos 

aos nucleotídeos ao avaliar suas posições em relação aos limites e o 

agrupamento não precisa ser executado. Consequentemente, em 

algumas modalidades, um instrumento de sequenciamento pode ser 

calibrado para delinear os limites 51. O processo de calibração pode ser 

realizado usando o mesmo conjunto de marcadores que durante o 

sequenciamento de um ácido nucleico. Como outro exemplo de 

realização de calibração na etapa S15, 

os centroides dos agrupamentos podem ser determinados, o que pode 

permitir atribuir os pontos aos nucleotídeos com base nos quais o 

agrupamento tem um centroide que é mais próximo de um ponto 

individual. Independentemente do tipo de critério de calibração 

determinado, os critérios de calibração são, então, armazenados (por 

exemplo, em uma memória do instrumento) para uso posterior. 

[0078] A calibração pode ser realizada em qualquer momento 

adequado. Em algumas modalidades, a calibração pode ser desejável 

antes do primeiro uso do instrumento, ao usar um novo conjunto de 

marcadores quando de uma mudança nas condições ambientais nas 

quais o instrumento é usado ou após um período de uso que leva em 

conta o envelhecimento dos componentes do instrumento. A calibração 

pode ser executada em resposta a uma solicitação de um usuário, tal 
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como ao pressionar um botão no instrumento ou enviar um comando de 

calibração para o instrumento a partir de outro dispositivo ou 

automaticamente com base em um cronograma ou conforme a 

necessidade em resposta à determinação, pelo software do 

instrumento, de que o desempenho está abaixo do ideal. Uma vez 

obtidos os critérios de calibração, o sequenciamento pode ser realizado 

mais rapidamente ao avaliar os pontos detectados em relação 

aos critérios de calibração. 

[0079] A Figura 6 mostra um fluxograma de um algoritmo que pode 

ser usado pelo chamador de base para identificar nucleotídeos com 

base em um ou mais critérios de calibração. Os parâmetros da luz (por 

exemplo, intensidade e um parâmetro temporal) podem ser 

determinados nas etapas S11 e S12, as quais podem ser as mesmas 

conforme aquelas mostradas na Figura 3 e as etapas S11 e S12 podem 

ser realizadas em qualquer ordem, conforme discutido acima. Na etapa 

S33, os nucleotídeos podem ser identificados ao avaliar os parâmetros 

medidos da luz (por exemplo, o parâmetro temporal e 

intensidade) usando a informação sobre calibração armazenada. Por 

exemplo, se as informações sobre calibração armazenadas incluem um 

ou mais limites entre os agrupamentos de nucleotídeos, os pontos 

podem ser atribuídos a nucleotídeos ao comparar os pontos com os 

limites, o que é mais computacionalmente eficiente do que realizar 

agrupamento. Como outro exemplo, os pontos podem ser atribuídos 

aos nucleotídeos ao calcular a distância de um ponto para cada um dos 

quatro centroides dos agrupamentos de nucleotídeos, então, atribuir o 

ponto ao nucleotídeo com o centroide que está mais próximo. Esta 

técnica é ilustrada na Figura 7, a qual mostra um ponto 61 que 

representa uma intensidade medida e um parâmetro temporal. Também 

mostrado na Figura 6 são os centroides dos marcadores que 

correspondem aos quatro nucleotídeos. Para determinar qual centroide 
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está mais próximo, a distância do ponto 61 para cada um dos quatro 

centroides pode ser calculada e o nucleotídeo é atribuído ao ponto 

61 que tem seu centroide a menor distância do ponto 61. Conforme 

mostrado, o ponto 61 é o mais próximo do centroide para 

o marcador que corresponde ao nucleotídeo "A". Assim, o ponto 61 é 

determinado como correspondendo ao nucleotídeo "A". 

[0080] Em algumas modalidades, a identificação de nucleotídeos 

inclui executar agrupamento em uma primeira porção de pontos 

associados a eventos de incorporação e ao uso de critérios de 

calibração para executar as chamadas de base em uma segunda 

porção de pontos. A primeira porção pode incluir qualquer número 

adequado de pontos para fornecer um nível desejado de precisão nos 

critérios de calibração. 

[0081] Em algumas modalidades, um nível de confiança de que um 

ponto corresponde a um tipo particular de nucleotídeo pode ser 

determinado. Como um exemplo, a distância de um ponto a partir de um 

centroide de uma região, tal como os centroides mostrados na Figura 5, 

pode ser usada para determinar um nível de confiança para o ponto. 

Pontos com uma pequena distância do centroide podem ter 

um alto nível de confiança, indicando que o ponto 

é muito provavelmente identificado corretamente como 

correspondendo a um nucleotídeo, enquanto que é menos provável que 

pontos que têm uma distância maior do centroide, ou que estão um 

pouco mais próximos de um centroide do que outros, sejam 

corretamente identificados. Neste exemplo, o nível de confiança pode 

ser quantificado com base na distância entre o ponto e o centroide ou 

com base na comparação da distância entre o ponto e o centroide com 

a distância entre o ponto e um ou mais de outros centroides. Como outro 

exemplo, se os critérios de calibração incluem um ou mais limites entre 

os agrupamentos, o nível de confiança pode ser quantificado 
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ao determinar a distância entre o ponto e um ou mais limites. Pontos 

que estão mais próximos de um limite podem receber um nível de 

confiança menor. Em algumas modalidades, o nível de confiança para 

cada identificação de nucleotídeos pode ser armazenado além do 

armazenamento da própria identificação de nucleotídeos. 

[0082] Em algumas modalidades, o nível de confiança depende dos 

critérios de calibração e de quão bem os critérios de calibração se 

ajustam aos dados de calibração. Quanto mais precisamente os critérios 

de calibração se ajustarem aos dados de calibração, maiores serão os 

níveis de confiança para diferentes pontos. 

[0083] Em algumas modalidades, o nível de confiança pode 

depender da duração do momento do evento de incorporação 

associado a um ponto, uma vez que o nível de confiança pode depender 

da relação sinal-ruído do pulso identificado pelo chamador de 

pulsos. Como um exemplo, uma longa duração pode indicar que o 

chamador de pulsos não identificou dois eventos de incorporação 

subsequentes como eventos de incorporação do mesmo tipo de 

nucleotídeo. Em algumas modalidades, o chamador de base pode se 

comunicar com o chamador de pulsos para solicitar que o chamador 

reavalie a duração de tempo do evento de incorporação. 

[0084] Em algumas modalidades, limites anteriormente derivados 

(por exemplo, um modelo SVM) podem ser aplicados a novas 

chamadas de pulso para determinar as sequências de nucleotídeos 

apropriadas incorporadas em cada evento de chamada de pulso. As 

métricas da chamada de pulsos são primeiramente escalonadas e, 

portanto, os limites anteriormente derivados podem ser aplicados para 

classificar este evento de incorporação. 

[0085] Para obter limites que generalizam os dados de chamadas 

de pulso de vários pixels, pode ser necessário escalonar (ou normalizar) 

cada conjunto de dados de chamadas de pulso de cada pixel na matriz 
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antes de incluir estes dados no conjunto de dados de calibragem. Ao 

escalonar a métrica de intensidade ao agrupar apenas a intensidade e 

usar um ou mais destes grupos como a média ou a mediana da 

intensidade, pode-se normalizar a métrica da intensidade de todas as 

chamadas de pulso recebidas. Este escalonamento, ou normalização, é 

aplicado durante a fase de calibração, bem como durante a fase de 

chamada de base, usando os dados de calibração armazenados. Isto 

tem o benefício de não requerer que limites sejam gerados para cada 

pixel na matriz, o que é um aprimoramento no desempenho e permite 

escalonamento para matrizes muito grandes, onde todos os dados 

podem, tipicamente, não se ajustar à RAM de uma só vez. Um benefício 

adicional é uma redução no tempo de execução, já que um número 

menor de pulsos precisaria ser separado por intensidade e escalonado 

ou normalizado para o conjunto de dados de calibração. Esta 

abordagem também permite que menos pulsos sejam armazenados 

e agrupados antes de estabelecer os fatores de escalonamento ou 

normalização, deste modo, permitindo enviar chamadas de base quase 

em tempo real à medida que os dados são adquiridos a partir da matriz 

de pixels. 

[0086] Tendo descrito técnicas que podem ser implementadas por 

um chamador de pulsos e um chamador de base para realizar o 

sequenciamento e/ou calibração de um instrumento de 

sequenciamento, um exemplo de um instrumento de sequenciamento 

adequado será descrito agora. Em algumas modalidades, o 

instrumento é configurado para interagir com um dispositivo 

integrado que inclui uma matriz de pixels. Uma superfície do dispositivo 

integrado tem uma pluralidade de cavidades de amostra, onde uma 

cavidade de amostras é configurada para receber uma amostra de um 

espécime colocado na superfície do dispositivo integrado. Um espécime 

pode conter múltiplas amostras e, em algumas modalidades, diferentes 
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tipos de amostras. A pluralidade de cavidades de amostra pode ter um 

tamanho e formato adequados, de modo que pelo menos uma parte das 

cavidades de amostra receba uma amostra de um espécime. Em 

algumas modalidades, o número de amostras dentro de uma cavidade 

de amostras pode ser distribuído entre as cavidades de amostra, de 

modo que algumas cavidades de amostra contenham uma amostra, 

com outras contendo zero, duas ou mais amostras. 

[0087] Em algumas modalidades, uma amostra pode conter 

múltiplos modelos de DNA fita simples e cavidades de amostra 

individuais sobre uma superfície de um dispositivo integrado podem ser 

dimensionadas e moldadas para receber um modelo de DNA fita 

simples. Os modelos de DNA fita simples podem ser distribuídos entre 

as cavidades de amostras do dispositivo integrado, de modo que pelo 

menos uma parte das cavidades de amostras do dispositivo integrado 

contenha um padrão de DNA fita simples. A amostra também pode 

conter dNTPs marcados que entram na cavidade da amostra e podem 

permitir a identificação de um nucleotídeo à medida que ele é 

incorporado em uma fita de DNA complementar ao modelo de DNA fita 

simples na cavidade de amostras. Em tal exemplo, a "amostra" pode se 

referir tanto ao DNA fita simples quanto ao dNTP marcado que está 

sendo atualmente incorporado por uma polimerase. Em algumas 

modalidades, a amostra pode conter modelos de DNA fita simples e 

os dNTPS marcados podem ser subsequentemente introduzidos em 

uma amostra, bem como os nucleotídeos são incorporados em uma fita 

de DNA complementar dentro da cavidade da amostra. Deste modo, o 

momento de incorporação dos nucleotídeos pode ser controlado 

quando os dNTP marcados são introduzidos nas cavidades de amostra 

de um dispositivo integrado. 

[0088] A energia de excitação é fornecida a partir de uma fonte de 

excitação localizada separada da matriz de pixels do dispositivo 
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integrado. A energia de excitação é direcionada, pelo menos em parte, 

por elementos do dispositivo integrado em direção a um ou mais pixels 

para iluminar uma região de iluminação dentro da cavidade de 

amostras. Um marcador pode, então, emitir energia de emissão quando 

localizado dentro da região de iluminação e em resposta ao ser 

iluminado pela energia de excitação. Em algumas modalidades, uma ou 

mais fontes de excitação fazem parte do instrumento do sistema onde 

os componentes do instrumento e o dispositivo integrado estão 

configurados para direcionar a energia de excitação para um ou mais 

pixels. 

[0089] A energia de emissão emitida por uma amostra pode, então, 

ser detectada por um ou mais sensores dentro de um pixel do dispositivo 

integrado. As características da energia de emissão detectada podem 

fornecer uma indicação para identificar o marcado associado à energia 

de emissão. Tais características podem incluir qualquer tipo adequado 

de característica, incluindo um tempo de chegada de fótons detectados 

por um sensor, uma quantidade de fótons acumulados ao longo do 

tempo por um sensor e/ou uma distribuição de fótons através de dois ou 

mais sensores. Em algumas modalidades, um sensor pode ter uma 

configuração que permita a detecção de uma ou mais características de 

periodicidade associadas à energia de emissão proveniente de uma 

amostra (por exemplo, durabilidade de fluorescência). O sensor pode 

detectar uma distribuição dos tempos de chegada de fótons depois que 

um pulso de energia de excitação se propaga através do dispositivo 

integrado e a distribuição dos tempos de chegada pode fornecer uma 

indicação de uma característica de tempo da energia de emissão da 

amostra (por exemplo, uma aproximação para a durabilidade da 

fluorescência). Em algumas modalidades, um ou mais sensores 

fornecem uma indicação da probabilidade de emissão de energia 

emitida pelo marcador (por exemplo, intensidade de fluorescência). Em 
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algumas modalidades, uma pluralidade de sensores pode ser 

dimensionada e arranjada para capturar uma distribuição espacial da 

energia de emissão. Os sinais produzidos a partir de um ou mais 

sensores podem, então, ser usados para distinguir um marcador dentre 

uma pluralidade de marcadores, onde a pluralidade 

de marcadores pode ser usada para identificar uma amostra dentro do 

espécime. 

[0090] Uma vista geral esquemática do sistema 2-100 é ilustrada 

nas Figuras 2-1A e 2-1B. O sistema compreende um dispositivo 

integrado 2-102 que faz interface com um instrumento 2-104. Em 

algumas modalidades, o instrumento 2-104 pode incluir uma ou mais 

fontes de excitação 2-106 integradas como parte do instrumento 2-104. 

Em algumas modalidades, uma fonte de excitação pode ser externa 

tanto ao instrumento 2-104 como ao dispositivo integrado 2-102 e o 

instrumento 2-104 pode ser configurado para receber energia de 

excitação a partir da fonte de excitação e direcioná-la para o dispositivo 

integrado. O dispositivo integrado pode interagir com o instrumento 

usando qualquer tomada adequada para receber o dispositivo integrado 

e mantê-lo em alinhamento óptico preciso com a fonte de excitação. A 

fonte de excitação 2-106 pode ser configurada para fornecer energia de 

excitação ao dispositivo integrado 2-102. Conforme ilustrado 

esquematicamente na Figura 2-1B,o dispositivo integrado 2-102 tem 

vários pixels, em que pelo menos uma parte dos pixels 2-112 pode 

executar uma análise independente de uma amostra. Tais pixels 2-112 

podem ser denominados como "pixels de fonte passiva", uma vez que 

um pixel recebe energia de excitação de uma fonte 2-106 separada do 

pixel, onde a fonte excita uma pluralidade de pixels. Um pixel 2-112 tem 

uma cavidade de amostras 2-108 configurada para receber uma 

amostra e um sensor 2-110 para detectar a energia de emissão emitida 

pela amostra em resposta à iluminação da amostra com a energia de 

Petição 870200066148, de 28/05/2020, pág. 36/65



34/46 

excitação fornecida pela fonte de excitação 2-106. A cavidade da 

amostra 2-108 pode reter a amostra na proximidade de uma superfície 

do dispositivo integrado 2-102 para permitir facilidade na distribuição da 

energia de excitação para a amostra e detecção da energia de emissão 

a partir da amostra.  

[0091] Elementos ópticos para orientar e acoplar a energia de 

excitação à cavidade de amostras 2-108 estão localizados tanto no 

dispositivo integrado 2-102 como no instrumento 2-104. Estes 

elementos fonte-para-cavidade podem compreender um ou mais 

dispositivos de acoplamento de grade localizados no dispositivo 

integrado 2-102 para acoplar a energia de excitação ao dispositivo 

integrado e guias de onda para fornecer a energia de excitação do 

instrumento 2-104 para as cavidades de amostras nos pixels 2-112. Em 

algumas modalidades, os elementos localizados no dispositivo 

integrado podem atuar para direcionar a energia de emissão da amostra 

para o sensor. A cavidade de amostras 2-108, uma parte da óptica de 

fonte-para-cavidade de excitação e a óptica de cavidade-para-sensor 

da amostra estão localizadas no dispositivo integrado 2-102. A fonte de 

excitação 2-106 e uma parte dos componentes fonte-para-cavidade 

estão localizados no instrumento 2-104. Em algumas modalidades, um 

único componente pode desempenhar um papel tanto acoplamento da 

energia de excitação à cavidade de amostras 2-108 como no 

fornecimento da energia de emissão proveniente da cavidade de 

amostras 2-108 para o sensor 2-110. Exemplos de componentes 

adequados para acoplar a energia de excitação a uma cavidade de 

amostras e/ou direcionar a energia de emissão para um sensor a serem 

incluídos em um dispositivo integrado são descritos no Pedido de 

Patente dos Estados Unidos 14/821.688, intitulado "INTEGRATED 

DEVICE FOR PROBING, DETECTING AND ANALYZING 

MOLECULES" e Pedido de Patente dos Estados Unidos 14/543.865 
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intitulado "INTEGRATED DEVICE WITH EXTERNAL LIGHT SOURCE 

FOR PROBING, DETECTING, AND ANALYZING MOLECULES", 

ambos os quais são incorporados por referência na íntegra. 

[0092] Conforme ilustrado na Figura 2-1B, o dispositivo integrado 

compreende uma pluralidade de pixels onde um pixel 2-112 está 

associado à sua própria cavidade de amostras 2-108 individual e pelo 

menos um sensor 2-110. A pluralidade de pixels pode ser organizada 

em uma matriz e pode haver qualquer número adequado de pixels na 

matriz. O número de pixels no dispositivo integrado 2-102 pode estar na 

faixa de aproximadamente 10.000 pixels a 1.000.000 pixels ou qualquer 

valor ou faixa de valores dentro desta faixa. Em algumas modalidades, 

os pixels podem estar arranjados em uma matriz de 512 pixels por 512 

pixels. O dispositivo integrado 2-102 e o instrumento 2-104 podem 

incluir links de comunicação multicanal de alta velocidade para 

manipular dados associados a matrizes de pixels grandes (por exemplo, 

mais de 10.000 pixels). 

[0093] O instrumento 2-104 interage com o dispositivo integrado 2-

102 através da interface do dispositivo integrado 2-114. A interface do 

dispositivo integrado 2-114 pode incluir componentes para posicionar 

e/ou alinhar o dispositivo integrado 2-102 ao instrumento 2-104 para 

melhorar o acoplamento da energia de excitação da fonte de excitação 

2-106 para o dispositivo integrado 2-102. A fonte de excitação 2-106 

pode ser qualquer fonte de luz adequada que esteja posicionada para 

fornecer energia de excitação para pelo menos uma cavidade de 

amostras. Exemplos de fontes de excitação adequadas são descritos 

no Pedido de Patente dos Estados Unidos 14/821688 intitulado 

"INTEGRATED DEVICE FOR PROBING, DETECTING AND 

ANALYZING MOLECULES", o qual é incorporado por referência na 

íntegra. Em algumas modalidades, a fonte de excitação 2-106 inclui 

múltiplas fontes de excitação que são combinadas para fornecer a 
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energia de excitação ao dispositivo integrado 2-102. As múltiplas fontes 

de excitação podem ser configuradas para produzir múltiplas energias 

de excitação ou comprimentos de onda. A interface do dispositivo 

integrado 2-114 pode receber sinais de leitura dos sensores nos pixels 

localizados no dispositivo integrado. A interface do dispositivo integrado 

2-114 pode ser concebida de modo que o dispositivo integrado se ligue 

ao instrumento ao prender o dispositivo integrado à interface do 

dispositivo integrado 2-114. 

[0094] O instrumento 2-104 inclui uma interface de usuário 2-116 

para controlar a operação do instrumento 2-104. A interface de usuário 

2-116 é configurada para permitir que um usuário insira informações no 

instrumento, tais como comandos e/ou configurações usadas para 

controlar o funcionamento do instrumento. Em algumas modalidades, a 

interface de usuário 2-116 pode incluir botões, chaves, discadores e um 

microfone para comandos de voz. Além disso, a interface de usuário 2-

116 pode permitir que um usuário receba feedback sobre o desempenho 

do instrumento e/ou dispositivo integrado, tal como o alinhamento 

adequado e/ou informações obtidas por sinais de leitura dos sensores 

no dispositivo integrado. Em algumas modalidades, a interface de 

usuário 2-116 pode fornecer feedback usando um alto-falante para 

fornecer feedback audível e luzes indicadoras e/ou tela de exibição para 

fornecer feedback visual. Em algumas modalidades, o instrumento 2-

104 inclui uma interface de computador 2-118 usada para conectar com 

um dispositivo de computação 2-120. Qualquer interface de computador 

2-118 e dispositivo de computação 2-120 adequados podem ser 

usados. Por exemplo, a interface do computador 2-118 pode ser uma 

interface USB ou uma interface FireWire. O dispositivo de computação 

2-120 pode ser qualquer computador de uso geral, tal como um laptop 

ou desktop. A interface de computador 2-118 facilita a comunicação de 

informações entre o instrumento 2-104 e o dispositivo de computação 
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2-120. As informações de entrada para controlar e/ou configurar o 

instrumento 2-104 podem ser fornecidas através do dispositivo de 

computação 2-120 conectado à interface de computador 2-118 do 

instrumento. A informação produzida pode ser recebida pelo dispositivo 

de computação 2-120 através da interface de computador 2-118. Tal 

informação produzida pode incluir informação sobre o desempenho do 

instrumento 2-104 e/ou dispositivo integrado 2-112 e informação sobre 

os sinais de leitura do sensor 2-110. O instrumento 2-104 também pode 

incluir um dispositivo de processamento 2-122 para analisar dados 

recebidos a partir do sensor 2-110 e/ou enviar sinais de controle para a 

fonte de excitação 2-106. Em algumas modalidades, o dispositivo de 

processamento 2-122 pode compreender um processador de uso geral, 

um processador especialmente adaptado (por exemplo, uma unidade 

de processamento central (em inglês, CPU), tal como um ou mais 

núcleos de microprocessador ou microcontrolador, um FPGA (Field-

Programmable Gate Array), um ASIC (Application-Specific Integrated 

Circuit), um circuito integrado personalizado e um processador digital de 

sinais (em inglês, DSP)) ou uma combinação dos mesmos). Em 

algumas modalidades, o processamento de dados do sensor 2-110 

pode ser realizado tanto pelo dispositivo de processamento 2-122 como 

pelo dispositivo de computação externo 2-120. Em outras modalidades, 

o dispositivo de computação 2-120 pode ser omitido e o processamento 

de dados do sensor 2-110 pode ser realizado apenas pelo dispositivo 

de processamento 2-122. 

[0095] Um esquema seccional transversal do dispositivo integrado 

3-102 que ilustra uma linha de pixels é mostrado na Figura 3-1A. Cada 

pixel 3-112 inclui uma cavidade de amostras 3-108 e um sensor 3-

110. O sensor 3-110 pode ser alinhado e posicionado em relação à 

cavidade de amostras 3-112, de modo que o sensor 3-110 receba a 

energia de emissão emitida por uma amostra dentro da cavidade de 
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amostras 3-112. Exemplos de sensores adequados são descritos no 

Pedido de Patente dos Estados Unidos 14/821.656, intitulado 

"INTEGRATED DEVICE FOR TEMPORAL BINNING OF RECEIVED 

PHOTONS", o qual é incorporado por referência na íntegra. 

[0096] Uma fonte de excitação acoplada ao dispositivo integrado 

pode fornecer a energia de excitação para um ou mais pixels do 

dispositivo integrado 3-102. A Figura 3-1B é um esquema que ilustra o 

acoplamento da fonte de excitação 3-106 ao dispositivo integrado 3-102 

para fornecer a energia de excitação 3-130 (mostrada em linhas 

tracejadas) para o dispositivo integrado 3-102. A Figura 3-1B ilustra o 

percurso da energia de excitação da fonte de energia de excitação 3-

106 para uma cavidade de amostras 3-108 no pixel 3-

112. Componentes localizados fora do dispositivo integrado podem ser 

usados para posicionar e alinhar a fonte de excitação 3-106 ao 

dispositivo integrado. Tais componentes podem incluir componentes 

ópticos, incluindo lentes, espelhos, prismas, aberturas, atenuadores 

e/ou fibras ópticas. Componentes mecânicos adicionais podem ser 

incluídos no instrumento para permitir o controle de um ou mais 

componentes de alinhamento. Tais componentes mecânicos podem 

incluir acionadores, motores de passo e/ou botões. 

[0097] O dispositivo integrado inclui componentes que direcionam a 

energia de excitação 3-130 para os pixels no dispositivo 

integrado. Dentro de cada pixel 3-112, a energia de excitação é 

acoplada à cavidade de amostras 3-108 associada ao pixel. Embora a 

Figura 3-1B ilustre o acoplamento da energia de excitação a cada 

cavidade de amostras em uma fila de pixels, em algumas modalidades, 

a energia de excitação pode não ser acoplada a todos os pixels em uma 

linha. Em algumas modalidades, a energia de excitação pode ser 

acoplada a uma parte dos pixels ou cavidades de amostras em uma 

linha de pixels do dispositivo integrado. A energia de excitação pode 
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iluminar uma amostra localizada dentro de uma cavidade de amostras. 

A amostra pode atingir um estado excitado em resposta a ser iluminada 

pela energia de excitação. Quando uma amostra está em um estado 

excitado, a amostra pode emitir energia de emissão e a energia de 

emissão pode ser detectada por um sensor. A Figura 3-1B ilustra 

esquematicamente o percurso da energia de emissão 3-140 (mostrada 

como linhas sólidas) da cavidade de amostras 3-108 para o sensor 3-

110 do pixel 3-112. O sensor 3-110 no pixel 3-112 pode ser configurado 

e posicionado para detectar a energia de emissão proveniente da 

cavidade das amostras 3-108. Em algumas modalidades, o sensor 3-

110 pode incluir múltiplos sensores secundários. 

[0098] Uma amostra a ser analisada pode ser introduzida na 

cavidade de amostras 3-108 do pixel 3-112. A amostra pode ser uma 

amostra biológica ou qualquer outra amostra adequada, tal como uma 

amostra química. A amostra pode incluir múltiplas moléculas e a 

cavidade de amostras pode ser configurada para isolar uma única 

molécula. Em alguns casos, as dimensões da cavidade de amostras 

podem atuar para confinar uma molécula individual dentro da cavidade 

de amostras ao permitir que as medições sejam realizadas na molécula 

individual. Uma fonte de excitação 3-106 pode ser configurada para 

fornecer a energia de excitação para a cavidade de amostras 3-108 de 

modo a excitar a amostra ou pelo menos um marcador luminescente 

ligado à amostra ou, de outra forma, associado à amostra enquanto ela 

estiver dentro de uma área de iluminação dentro da cavidade de 

amostras 3-108. 

[0099] Quando uma fonte de excitação fornece a energia de 

excitação para uma cavidade de amostras, pelo menos uma amostra 

dentro da cavidade pode se iluminar e a emissão resultante pode ser 

detectada por um sensor. Conforme usado aqui, as frases "uma amostra 

pode se iluminar" ou "uma amostra pode emitir radiação" ou "emissão 
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proveniente de uma amostra" significa que uma etiqueta, marcador ou 

repórter luminescente, a própria amostra ou um produto de reação 

associado à amostra que possa produzir a radiação emitida. 

[00100] Um ou mais componentes de um dispositivo integrado 

podem direcionar a energia de emissão para um sensor. A energia ou 

energias de emissão podem ser detectadas pelo sensor e convertidas 

em pelo menos um sinal elétrico. Os sinais elétricos podem ser 

transmitidos ao longo de linhas condutoras no circuito do dispositivo 

integrado ligado ao instrumento através da interface do dispositivo 

integrado, tal como a interface do dispositivo integrado 2-114 do 

instrumento 2-104 mostrada na Figura 2-1B. Os sinais elétricos podem 

ser posteriormente processados e/ou analisados. O processamento ou 

análise de sinais elétricos pode ocorrer em um dispositivo de 

computação adequado ou localizado no instrumento 2-104 ou fora do 

instrumento, tal como o dispositivo de computação 2-120 mostrado na 

Figura 2-1B. 

[00101] Em funcionamento, análises paralelas de amostras dentro 

das cavidades de amostras são realizadas ao excitar as amostras 

dentro das cavidades usando a fonte de excitação e detectar sinais da 

emissão da amostra com os sensores. A energia de emissão 

proveniente de uma amostra pode ser detectada por um sensor 

correspondente e convertida em pelo menos um sinal elétrico. O sinal 

ou sinais resultantes podem ser processados no dispositivo integrado 

em algumas modalidades ou transmitidos para o instrumento para 

processamento pelo dispositivo de processamento e/ou dispositivo de 

computação. Os sinais de uma amostra podem ser recebidos e 

processados independentemente dos sinais associados aos outros 

pixels. 

[00102] Em algumas modalidades, uma amostra pode ser marcada 

com um ou mais marcadores e a emissão associada aos marcadores é 
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discernível pelo instrumento. Por exemplo, o sensor pode ser 

configurado para converter os fótons da energia de emissão em elétrons 

para formar um sinal elétrico que pode ser usado para discernir uma 

durabilidade que é dependente da energia de emissão de um marcador 

específico. Ao usar marcadores com diferentes durabilidades para 

marcar as amostras, amostras específicas podem ser identificadas com 

base no sinal elétrico resultante detectado pelo sensor. 

[00103] Uma amostra pode conter vários tipos de moléculas e 

diferentes marcadores luminescentes podem se associar 

exclusivamente a um tipo de molécula. Durante ou após excitação, o 

marcador luminescente pode emitir energia de emissão. Uma ou mais 

propriedades da energia de emissão podem ser usadas para identificar 

um ou mais tipos de moléculas na amostra. As propriedades da energia 

de emissão usada para distinguir entre tipos de moléculas podem incluir 

um valor de duração da fluorescência, intensidade e/ou comprimento de 

onda de emissão. Um sensor pode detectar fótons, incluindo fótons de 

energia de emissão, e fornecer sinais elétricos indicativos de uma ou 

mais destas propriedades. Em algumas modalidades, os sinais elétricos 

de um sensor podem fornecer informações sobre uma distribuição dos 

tempos de chegada de fótons através de um ou mais intervalos de 

tempo. A distribuição dos tempos de chegada dos fótons pode 

corresponder a quando um fóton é detectado depois que um pulso de 

energia de excitação é emitido por uma fonte de excitação. Um valor 

para um intervalo de tempo pode corresponder a um número de fótons 

detectados durante o intervalo de tempo. Valores relativos em múltiplos 

intervalos de tempo podem fornecer uma indicação de uma 

característica temporal da energia de emissão (por exemplo, 

durabilidade). A análise de uma amostra pode incluir distinguir entre 

marcadores ao comparar os valores para dois ou mais intervalos de 

tempo diferentes dentro de uma distribuição. Em algumas modalidades, 
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uma indicação da intensidade pode ser fornecida pela determinação de 

um número de fótons em todas as posições de tempo em uma 

distribuição. 

[00104] O termo "ácido nucleico", conforme usado aqui se refere, em 

geral, a uma molécula que compreende uma ou mais subunidades de 

ácido nucleico. Um ácido nucleico pode incluir uma ou mais 

subunidades selecionadas a partir de adenosina (A), citosina (C), 

guanina (G), timina (T) e uracila (U), ou variantes das mesmas. Em 

alguns exemplos, um ácido nucleico é ácido desoxirribonucleico (DNA) 

ou ácido ribonucleico (RNA) ou derivados dos mesmos. Um ácido 

nucleico pode ser fita simples ou fita dupla. Um ácido nucleico pode ser 

circular. 

[00105] O termo "nucleotídeo", conforme usado aqui se refere, em 

geral, a uma subunidade de ácido nucleico a qual pode incluir A, C, G, 

T ou U, ou variantes ou análogos dos mesmos. Um nucleotídeo pode 

incluir qualquer subunidade que possa ser incorporada em uma fita de 

ácidos nucleicos em crescimento. Esta subunidade pode ser A, C, G, T 

ou U ou qualquer outra subunidade específica de um ou mais A, C, G, 

T ou U, ou complementar a uma purina (isto é, A ou G, ou variante ou 

análogos dos mesmos) ou uma pirimidina (isto é, C, T ou U, ou variante 

ou análogos dos mesmos). 

[00106] Um nucleotídeo inclui, em geral, um nucleosídeo e pelo 

menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais grupos fosfato (PO3). Um 

nucleotídeo pode incluir uma nucleobase, um açúcar com cinco 

carbonos (ribose ou desoxirribose) e um ou mais grupos fosfato. Os 

ribonucleotídeos são nucleotídeos nos quais o açúcar é ribose. Os 

desoxirribonucleotídeos são nucleotídeos nos quais o açúcar é 

desoxirribose. Um nucleotídeo pode ser um monofosfato de 

nucleosídeo ou um polifosfato de nucleosídeo. Um nucleotídeo pode ser 

um polifosfato de desoxirribonucleosídeo tal como, por exemplo, 
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um trifosfato de desoxirribonucleosídeo, o qual pode ser selecionado a 

partir de trifosfato de desoxiadenosina (dATP), trifosfato de 

desoxicitidina (dCTP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP), trifosfato 

de desoxiuridina (dUTP) e dNTPs de trifosfato de desoxitimidina 

(dTTP), os quais incluem marcadores detectáveis (por exemplo, 

fluoroforos). 

[00107] Em algumas modalidades, as técnicas descritas aqui podem 

ser realizadas usando um ou mais dispositivos de computação. As 

modalidades não estão limitadas a operar com qualquer tipo particular 

de dispositivo de computação. 

[00108] A Figura 8 é um diagrama de blocos de um dispositivo de 

computação 1000 ilustrativo. O dispositivo de computação 1000 pode 

incluir um ou mais processadores 1001 e um ou mais meios de 

armazenamento legíveis em computador, não transitórios (por exemplo, 

memória 1003). A memória 1003 pode armazenar, em um meio gravável 

em computador não transitório tangível, instruções de programas de 

computador as quais, quando executadas, implementam qualquer uma 

das funcionalidades descritas acima. O(s) processador(es) 1001 

pode(m) ser acoplado(s) à memória 1003 e pode(m) executar tais 

instruções de programa de computador para fazer com que a 

funcionalidade seja realizada e executada. 

[00109] O dispositivo de computação 1000 também pode incluir uma 

interface de entrada/saída de rede (I/O) 1005 através da qual o 

dispositivo de computação pode se comunicar com outros dispositivos 

de computação (por exemplo, através de uma rede) e também pode 

incluir uma ou mais interfaces de I/O de usuário através das quais o 

dispositivo de computação pode fornecer a saída e receber a entrada 

de um usuário. As interfaces de I/O do usuário podem incluir dispositivos 

tais como teclado, mouse, microfone, dispositivo de exibição (por 

exemplo, monitor ou tela sensível ao toque), alto-falantes, câmera e/ou 
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vários outros tipos de dispositivos de I/O. 

[00110] As modalidades descritas acima podem ser implementadas 

de várias maneiras. Por exemplo, as modalidades podem ser 

implementadas usando hardware, software ou uma combinação dos 

mesmos. Quando implementadas em software, o código do software 

pode ser executado em qualquer processador adequado (por exemplo, 

um microprocessador) ou conjunto de processadores, seja em um único 

dispositivo de computação ou distribuído entre vários dispositivos de 

computação. Será apreciado que qualquer componente ou coleção de 

componentes que executam as funções descritas acima pode ser 

genericamente considerada como um ou mais controladores que 

controlam as funções discutidas acima. Um ou mais controladores 

podem ser implementados de várias maneiras, tal como com hardware 

dedicado ou com hardware de uso geral (por exemplo, um ou mais 

processadores) o qual é programado usando microcódigos ou software 

para executar as funções citadas acima. 

[00111] A este respeito, será observado que uma implementação das 

modalidades descritas aqui compreende pelo menos um meio de 

armazenamento legível em computador (por exemplo, RAM, ROM e 

EPROM, memória flash ou outra tecnologia de memória, CD-ROM, 

discos digitais versáteis (DVD) ou outro armazenamento em disco 

óptico, cassetes magnéticos, fita magnética, armazenamento em disco 

magnético ou outros dispositivos de armazenamento magnético ou 

outro meio de armazenamento legível em computador não transitório) 

codificado com um programa de computador (isto é, uma pluralidade de 

instruções executáveis) quando executado em um ou mais 

processadores que executam as funções discutidas acima de uma ou 

mais modalidades. O meio legível em computador pode ser portátil, de 

modo que o programa armazenado no mesmo possa ser carregado em 

qualquer dispositivo de computação para implementar aspectos das 

Petição 870200066148, de 28/05/2020, pág. 47/65



45/46 

técnicas discutidas aqui. Além disso, será apreciado que referência a 

um programa de computador o qual, quando executado, executa 

qualquer uma das funções discutidas acima, não está limitada a um 

programa de aplicativos em execução em um computador hospedeiro. 

Em vez disso, os termos programa de computador e software são 

usados aqui em um sentido genérico para se referir a qualquer tipo de 

código de computador (por exemplo, software de aplicativo, 

firmware, microcódigo ou qualquer outra forma de instrução de 

computador) que possa ser empregado para programar um ou mais 

processadores para implementar os aspectos das técnicas discutidas 

aqui. 

[00112] Vários aspectos da presente invenção podem ser usados 

individualmente, em combinação ou em uma variedade de 

configurações não especificamente discutidas nas modalidades 

descritas no precedente e, portanto, sua aplicação não está limitada aos 

detalhes e configuração dos componentes apresentados na descrição 

anterior ou ilustrada nos desenhos. Por exemplo, os aspectos descritos 

em uma modalidade podem ser combinados de qualquer maneira com 

aspectos descritos em outras modalidades. 

[00113] Além disso, a invenção pode ser incorporada como um 

método do qual um exemplo foi fornecido. Os atos realizados como 

parte do método podem ser ordenados de qualquer maneira 

adequada. Consequentemente, podem ser construídas modalidades 

nas quais os atos são realizados em uma ordem diferente daquela 

ilustrada, o que pode incluir a realização de alguns atos 

simultaneamente, mesmo que eles sejam mostrados como atos 

sequenciais em modalidades ilustrativas. 

[00114] O uso de termos ordinais como "primeiro", "segundo", 

"terceiro", etc., nas reivindicações para modificar um elemento de 

reivindicação não denota, por si só, qualquer prioridade, precedência ou 
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ordem de um elemento reivindicado sobre outro ou a ordem temporal 

na qual os atos de um método são executados, mas são usados 

meramente como marcadores para distinguir um elemento reivindicado 

que tem um determinado nome de outro elemento com um mesmo 

nome (mas para uso do termo ordinal) para distinguir os elementos 

reivindicados. 

[00115] Além disso, a fraseologia e terminologia usadas aqui são 

para fins de descrição e não devem ser consideradas como 

limitativos. O uso de "incluindo", "compreendendo", "tendo", 

" contendo", "envolvendo" e variações dos mesmos aqui se destina a 

abranger os itens listados a seguir e seus equivalentes, bem como itens 

adicionais. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Método de identificação de nucleotídeos, caracterizado 

pelo fato de que compreende: 

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 

ii) uma característica de intensidade da luz; e 

agrupar pontos que representam as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, os 

pontos individuais representando pelo menos a característica temporal 

e a característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeos correspondente; e 

atribuir os grupos de pontos a nucleotídeos individuais. 

2. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que que a característica temporal compreende uma 

durabilidade de luminância ou uma proporção de fótons detectados em 

diferentes intervalos de tempo. 

3. Método, de acordo com a reivindicação 1 ou 2, 

caracterizado pelo fato de que que o agrupamento dos pontos é 

realizado por um algoritmo de agrupamento. 

4. Método, de acordo com a reivindicação 3, caracterizado 

pelo fato de que que o algoritmo de agrupamento realiza o 

agrupamento por k-média, em que k é maior do que ou igual a quatro. 

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicação 

1 a 4, caracterizado pelo fato de que os grupos de pontos individuais 
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são atribuídos aos nucleotídeos individuais com base em 

características de emissão de luz predeterminadas de marcadores 

luminescentes. 

6. Método para calibrar um instrumento de 

sequenciamento, caracterizado pelo fato de que compreende:   

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 

ii) uma característica de intensidade da luz; 

agrupar pontos que representam as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, os 

pontos individuais representando pelo menos a característica temporal 

e a característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeos correspondente;   

atribuir grupos individuais de pontos a nucleotídeos 

individuais; 

determinar um ou mais critérios que distinguem os grupos 

de pontos; e 

armazenar o um ou mais critérios. 

7. Método, de acordo com a reivindicação 6, caracterizado 

pelo fato de que que o um ou mais critérios compreendem um ou mais 

limites entre os grupos de pontos.   

8. Método, de acordo com a reivindicação 6 ou 7, 

caracterizado pelo fato de que que o um ou mais critérios 

compreendem os centroides dos grupos de pontos.   
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9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 

6 a 8, caracterizado pelo fato de que os um ou mais critérios são 

armazenados na memória não volátil.   

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicação 

6 a 9, caracterizado pelo fato de que o agrupamento de pontos 

compreende a execução de um algoritmo de agrupamento de pontos. 

11. Método de identificação de nucleotídeos, o método 

caracterizado pelo fato de que compreende:   

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 

ii) uma característica de intensidade da luz; e 

atribuir os nucleotídeos aos eventos de incorporação aos 

nucleotídeos ao avaliar a característica temporal e a característica da 

intensidade levando em consideração os critérios armazenados para 

um instrumento de sequenciamento que distingue as características da 

luz para os marcadores luminescentes. 

12. Método, de acordo com a reivindicação 11, 

caracterizado pelo fato de que os critérios armazenados compreendem 

um ou mais limites entre as características dos marcadores 

luminescentes para diferentes nucleotídeos e a atribuição dos eventos 

de incorporação de nucleotídeos compreende comparar um ponto que 

representa a característica temporal e a característica de intensidade 

com um ou mais limites.   

13. Método, de acordo com a reivindicação 11 ou 12, 
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caracterizado pelo fato de que o um ou mais critérios armazenados 

compreendem centroides de grupos de pontos, cada grupo 

correspondendo a um respectivo nucleotídeo, e a atribuição dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos compreende:   

determinar as distâncias entre um ponto que representa a 

característica temporal e a característica de intensidade para um 

evento de incorporação aos centroides; e 

atribuir o evento de incorporação de nucleotídeos a um 

nucleotídeo com um centroide mais próximo do ponto. 

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicação 

de 11 a 13, caracterizado pelo fato de que os armazenados critérios 

são os critérios de calibração armazenados na memória não-volátil.   

15. Método de identificação de nucleotídeos, caracterizado 

pelo fato de que compreende:   

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 

ii) uma segunda característica da luz; e 

agrupar pontos que representam as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, os 

pontos individuais representando pelo menos a característica temporal 

e a característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeos correspondente; e 

atribuir os grupos de pontos a nucleotídeos individuais. 

16. Método para calibrar um instrumento de 
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sequenciamento, caracterizado pelo fato de que compreende:   

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 

ii) uma segunda característica da luz; 

agrupar pontos que representam as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, os 

pontos individuais representando pelo menos a característica temporal 

e a característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeos correspondente;   

atribuir grupos individuais de pontos a nucleotídeos 

individuais; 

determinar um ou mais critérios que distinguem os grupos 

de pontos; e 

armazenar o um ou mais critérios. 

17. Método de identificação de nucleotídeos, o método 

caracterizado pelo fato de que compreende:   

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 
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ii) uma característica de intensidade da luz; e 

atribuir os nucleotídeos aos eventos de incorporação aos 

nucleotídeos ao avaliar a característica temporal e a segunda 

característica levando em consideração os critérios armazenados para 

um instrumento de sequenciamento que distingue as características da 

luz para os marcadores luminescentes. 

18. Método, caracterizado pelo fato de que compreende: 

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 

ii) uma característica de intensidade da luz; e 

determinar um ou mais critérios que distinguem grupos de 

pontos que representam as características dos eventos de 

incorporação de nucleotídeos, os pontos individuais representando a 

característica temporal e a característica de intensidade para um 

evento de incorporação de nucleotídeos correspondente. 

19. Método, de acordo com a reivindicação 18, 

caracterizado pelo fato de que ainda compreende atribuir os grupos 

aos respectivos nucleotídeos para produzir atribuições de nucleotídeos 

para os grupos. 

20. Método, de acordo com a reivindicação 19, 

caracterizado pelo fato de que ainda compreende atribuir os pontos 

aos nucleotídeos com base em um ou mais critérios e atribuições de 

nucleotídeos aos grupos. 

21. Método, caracterizado pelo fato de que compreende: 

Petição 870220116569, de 13/12/2022, pág. 10/22



7/13 

 

obter características da luz detectada a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características para cada 

evento de incorporação de nucleotídeos incluindo: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de declínio de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um marcador luminescente 

após excitação; e 

ii) uma segunda característica da luz; e 

determinar um ou mais critérios que distinguem grupos de 

pontos que representam as características dos eventos de 

incorporação de nucleotídeos, os pontos individuais representando a 

característica temporal e a segunda característica para um evento de 

incorporação de nucleotídeos correspondente. 

22. Método, caracterizado pelo fato de que compreende: 

receber primeira informação sobre intervalo de tempo em 

relação aos tempos nos quais um primeiro marcador luminescente 

emite luz em resposta a excitações do primeiro marcador 

luminescente; 

calcular a primeira informação sobre intensidade da luz com 

base na primeira informação sobre intervalo de tempo; 

receber segunda informação sobre intervalo de tempo em 

relação aos tempos nos quais um segundo marcador luminescente 

emite luz em resposta a excitações do segundo marcador 

luminescente; 

calcular a segunda informação sobre intensidade da luz 

com base na segunda informação sobre intervalo de tempo; e 

calcular os tempos nos quais ocorrem eventos de 

incorporação de nucleotídeos usando as primeira e segunda 

informações sobre intensidade da luz. 

Petição 870220116569, de 13/12/2022, pág. 11/22



8/13 

 

23. Método, de acordo com a reivindicação 22, 

caracterizado pelo fato de que o cálculo dos tempos nos quais 

ocorrem os eventos de incorporação de nucleotídeos é realizado 

usando um algoritmo de identificação de pulsos. 

24. Método, de acordo com a reivindicação 23, 

caracterizado pelo fato de que o algoritmo de identificação de pulsos 

compreende um algoritmo de pontos de mudança, um algoritmo de 

média/mediana e variância em execução ou um algoritmo de máquina 

de estados. 

25. Método, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 22 a 24, caracterizado pelo fato de que o cálculo da 

informação sobre a primeira intensidade da luz compreende somar a 

primeira informação sobre intervalo de tempo e o cálculo da 

informação sobre a segunda intensidade da luz compreende somar a 

segunda informação sobre intervalo de tempo. 

26. Método, caracterizado pelo fato de que compreende: 

receber primeira informação sobre intervalo de tempo em 

relação a tempos nos quais um primeiro marcador luminescente emite 

a primeira luz em resposta a excitações do primeiro marcador 

luminescente; 

calcular uma primeira característica temporal da primeira 

luz com base na primeira informação sobre intervalo de tempo, a 

característica temporal representando uma velocidade de declínio de 

uma probabilidade de emissão de fótons pelo primeiro marcador 

luminescente após excitação; 

receber segunda informação sobre intervalo de tempo em 

relação a tempos nos quais um segundo marcador luminescente emite 

uma segunda luz em resposta a excitações do segundo marcador 

luminescente; 

calcular uma segunda característica temporal da segunda 
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luz com base na segunda informação sobre intervalo de tempo, a 

segunda característica temporal representando uma velocidade de 

declínio de uma probabilidade de emissão de fótons pelo segundo 

marcador luminescente após excitação; e 

calcular os tempos nos quais ocorrem eventos de 

incorporação de nucleotídeos usando as primeira e segunda 

características temporais. 

27. Método, de acordo com a reivindicação 26, 

caracterizado pelo fato de que o cálculo dos tempos nos quais 

ocorrem os eventos de incorporação de nucleotídeos é realizado 

usando um algoritmo de identificação de pulsos. 

28. Método, de acordo com a reivindicação 27, 

caracterizado pelo fato de que que o algoritmo de identificação de 

pulsos compreende um algoritmo de ponto de mudanças, um algoritmo 

de média/mediana e variância em execução ou um algoritmo de 

máquina de estados. 

29. Método, caracterizado pelo fato de que compreende:   

determinar uma ou mais características temporais que 

representam uma velocidade de declínio de uma probabilidade de 

emissão de fótons por um ou mais marcadores luminescentes após 

excitação; e 

calcular os tempos nos quais ocorrem os eventos de 

incorporação de nucleotídeos usando pelo menos uma característica 

temporal. 

30. Método, de acordo com a reivindicação 29, 

caracterizado pelo fato de que o cálculo dos tempos nos quais 

ocorrem os eventos de incorporação de nucleotídeos também é 

realizado usando uma intensidade da luz emitida por um ou mais 

marcadores luminescentes.   

31. Método, caracterizado pelo fato de que compreende:   
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receber informação sobre o intervalo de tempo em relação 

a tempos nos quais um marcador luminescente emite luz em resposta 

a excitações do marcador luminescente; 

calcular a informação sobre intensidade da luz com base na 

informação sobre intervalo de tempo; e 

calcular um tempo no qual pelo menos um evento de 

incorporação de nucleotídeos ocorre usando a informação sobre 

intensidade da luz. 

32. Método, de acordo com a reivindicação 31, 

caracterizado pelo fato de que que o cálculo do tempo no qual ocorre 

pelo menos um evento de incorporação de nucleotídeos também é 

realizado usando uma característica temporal da luz. 

33. Meio de armazenamento legível em computador não 

transitório, caracterizado pelo fato de que tem instruções armazenadas 

as quais, quando executadas por um processador, executam o método 

de acordo com qualquer reivindicação anterior. 

34. Dispositivo, caracterizado pelo fato de que compreende: 

um processador configurado para executar o método de 

acordo com qualquer reivindicação anterior. 

35. Instrumento de sequenciamento, caracterizado pelo fato 

de que compreende: 

um fotodetector configurado para receber luz proveniente 

de marcadores luminescentes durante uma reação de 

sequenciamento; e 

um processador configurado para executar o método de 

acordo com qualquer reivindicação anterior. 

36. Método implementado por computador para identificar 

nucleotídeos, caracterizado pelo fato de que compreende: 

obter (S1, S11) de características de luz detectadas a partir 

de marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 
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eventos de incorporação de nucleotídeos, incluindo as características, 

para cada evento de incorporação de nucleotídeos: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de decaimento de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um rótulo luminescente após 

excitação; e 

ii) uma intensidade característica da luz; e 

agrupar (S13) pontos representando as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, pontos 

individuais representando pelo menos a característica temporal e a 

característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeo correspondente; e 

atribuir (S14) os grupos de pontos a nucleotídeos 

individuais. 

37. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que a característica temporal compreende um tempo de 

vida de luminância ou uma razão de fótons detectados em diferentes 

intervalos de tempo. 

38. Método de acordo com a reivindicação 36 ou 37, 

caracterizado pelo fato de que o agrupamento dos pontos é realizado 

por um algoritmo de agrupamento. 

39. Método, de acordo com a reivindicação 38, 

caracterizado pelo fato de que o algoritmo de agrupamento executa o 

agrupamento do meio k no qual k é maior ou igual a quatro. 

40. Método, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 36 a 39, caracterizado pelo fato de que os grupos 

individuais de pontos são atribuídos a nucleotídeos individuais com 

base em características de emissão de luz predeterminadas dos 

marcadores luminescentes. 

41. Método, de acordo com a reivindicação 36, 
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caracterizado pelo fato de que compreende ainda calibrar um 

instrumento de sequenciamento pelo menos em parte por: 

determinar um ou mais critérios que distinguem os grupos 

de pontos; e 

armazenar um ou mais critérios. 

42. Método, de acordo com a reivindicação 41, 

caracterizado pelo fato de que um ou mais critérios compreendem um 

ou mais limites entre os grupos de pontos. 

43. Método, de acordo com a reivindicação 41 ou 42, 

caracterizado pelo fato de que um ou mais critérios compreendem 

centróides dos grupos de pontos. 

44. Método, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 36 a 43, caracterizado pelo fato de que um ou mais 

critérios são armazenados em memória não volátil. 

45. Método, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 36 a 44, caracterizado pelo fato de que agrupar os 

pontos compreende executar um algoritmo de agrupamento nos 

pontos. 

46. Aparelho, caracterizado pelo fato de que compreende: 

um processador (2-122, 1001) configurado para executar 

um método de identificação de nucleotídeos, o método 

compreendendo: 

obter características de luz detectadas a partir de 

marcadores luminescentes associados aos nucleotídeos durante 

eventos de incorporação de nucleotídeos, as características incluindo, 

para cada evento de incorporação de nucleotídeos: 

i) uma característica temporal da luz, a característica 

temporal representando uma velocidade de decaimento de uma 

probabilidade de emissão de fótons por um rótulo luminescente após 

excitação; e 
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ii) uma intensidade característica da luz; e 

agrupar pontos representando as características dos 

eventos de incorporação de nucleotídeos em grupos de pontos, pontos 

individuais representando pelo menos a característica temporal e a 

característica de intensidade para um evento de incorporação de 

nucleotídeo correspondente; e 

atribuir os grupos de pontos a nucleotídeos individuais. 

47. Aparelho, de acordo com a reivindicação 46, 

caracterizado pelo fato de que a característica temporal compreende 

um tempo de vida de luminância ou uma razão de fótons detectados 

em diferentes intervalos de tempo. 

48. Aparelho de acordo com a reivindicação 46 ou 47, 

caracterizado pelo fato de que o agrupamento dos pontos é realizado 

por um algoritmo de agrupamento. 

49. Aparelho, de acordo com a reivindicação 48, 

caracterizado pelo fato de que o algoritmo de agrupamento executa o 

agrupamento k-means no qual k é maior ou igual a quatro. 

50. Aparelho, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 46 a 49, caracterizado pelo fato de que os grupos 

individuais de pontos são atribuídos a nucleotídeos individuais com 

base em características de emissão de luz predeterminadas dos 

marcadores luminescentes. 
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