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Objetivo

Desenvolvimento de um teste para diagnodstico rapido de sindromes febris
causados por doencas infectocontagiosas, com recurso a técnicas de
amplificacdo isotérmica (RPA - Recombinase polymerase amplification) e de
detecdo de acidos nucleicos usando microscopia de fluorescéncia para a
visualizacdo dos produtos de amplificacdo. Os procedimentos desenvolvidos
de processamento de amostra, amplificacdo e detecdo serdo implementados
num disco da plataforma spinit que contém microarquiteturas para
manipulacdo de volumes diminutos de sangue.

Métodos & Resultados

Instrumentacdo: Desenvolveu-se preliminarmente um protdtipo de bancada
para leitura de fluorescéncia. Foram usados filtros compativeis com os as
moléculas fluorescentes usadas na detecdo do produto de amplificacdo. Nao
foi detetada autofluorescéncia do material habitualmente usado nos discos da
plataforma spinit. A possibilidade de integrar diferentes filtros para detetar
varios fluordforos e desta forma ter um ensaio de multiplex foi também
considerada.

Fig 1- A) Esquema do protoétipo do microscopio de fluorescéncia. B) Protétipo do microscopio de
fluorescéncia. C) Beads fluorescentes observadas no protoétipo de microscopio de fluorescéncia

Software: Por forma a ser passivel de integrar na plataforma spinit foi
desenvolvimento um algoritmo especificamente projetado para o controle do
spinit e a rotacdo do disco necessaria para o desempenho do sistema
microfluidico automatizado. Foi igualmente desenvolvido um algoritmo de
contagem eventos fluorescentes, com os seguintes requisitos: 1) Contagem
com base no nivel de brilho (quadrados azuis observados na Fig 2), 2) Regras
de exclusdo (quadrados vermelhos observados na Fig 2) com base em
tamanho minimo/maximo e brilho minimo.

Fig 2 - Exemplo de processamento de imagem pelo algoritmo desenvolvido. Os
quadrados azuis sdo considerados sinais positivos e os quadrados a vermelho

Beelusion jqentificam objetos excluidos da andlise de fluorescéncia

Disco: No trabalho de integracdo de um disco na plataforma spinit
desenvolveram-se estruturas microfluidicas para a colocacdo de membranas,
gue irdo tambem permitir a detecdo de fluorescéncia quer em membrana quer
em solucdo. Foi igualmente projetada a possibilidade de detecdo de varios
alvos em paralelo e para tal foram desenvolvidos layouts microfluidicos com o
objetivo de se fazer uma detecdo em multiplex.

Fig 3 - Disco para a deteg¢do de: A) Um unico alvo B) Quatro alvos independemtes.

Avaliacdo de desempenho: Foram usadas sequéncias curtas de ADN (10-30
nucledtidos) com as modificacdes necessarias para a captura e detecdo
através das membranas, para permitir uma avaliacdo preliminar do
desempenho da plataforma. As duas sequéncias sintéticas sé&o
complementares entre si e representam o produto de uma amplificacdo.
Modificacdes na ponta 3 com as caracteristicas adequadas a membrana
testada foram incluidas para que um dos lados ficasse capturado na superficie
da membrana e o outro lado fosse marcado pelas moléculas de detecdo (Fig
4). Duas membranas diferentes foram estudadas e caracterizadas. Apods
calibracdo foram conduzidos ensaios preliminares onde se amplificou o ADN
através da técnica isotérmica RPA e se detetou o produto da amplificagcdo
com recurso a membrana. Usou-se apenas a membrana que demonstrou o
melhor limite de detecéo.

Fig 4 - A) Esquema da molécula de dete¢do usada como
controlo para teste das membranas. B) Solucdo controlo
v detectada na membrana. C) Processamento da imagem de
microscopia e identificacdo das dareas de analise. D)
kY Resultado da amplificacdo por RPA de uma concentracdo
3 *#;**  inicial de ADN alvo de 5 pM. Apds amplificacdo a
membrana detetou o produto de amplificacdo e usando a
presmememe oo o= = recta de calibracdo permitiu concluir que se detetou, apos
A amplificacdo do ADN por 15 min a 37 C, 100 pM de ADN.

Conclusoes

Os resultados até agora alcancados com este projeto permitem prever a
expansdo do potencial e versatilidade da plataforma spinit®, posicionando a
biosurfit na vanguarda do desenvolvimento de solucdes de diagndstico
"point-of-care” no campo das doencas infectocontagiosas que possam ser
detetadas através de técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos isotermais,
abrindo como possibilidade o mercado de diagndsticos moleculares. Os
resultados alcancados mostram que é possivel a detecdo de material genético
numa amostra embora exista margem para otimizacdo e desenvolvimento na
integracdo de todo o teste. Ao nivel pediatrico serd com certeza uma mais
valia para o clinico, que de uma forma rdpida e menos dolorosa para a crianca,
consegue ter acesso ao diagndstico.



