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“METODO E SISTEMA PARA ANALISE SEMI-QUANTITATIVA OU QUANTITATIVA
DE ENSAIOS”

Campo Da Invengéo

[0001] A presente invengao diz respeito em geral a imunoensaios e, mais
especificamente, a uma analise melhorada dos ensaios cromatograficos,
frequentemente referidos como um ensaio de fluxo lateral. Em particular, a analise
quantitativa ou semiquantitativa dos ensaios de fluxo lateral. Estes ensaios
comumente empregam uma tira de teste utilizando particulas visiveis como os
rotulos para os analitos a serem detectados, em que, como um aspecto adicional, a
tira analitica € removivel para leitura da quantidade de analitos nela capturados e
para fins de arquivamento.

Fundamentos Da Inveng¢&o/Descricao Da Técnica Anterior

[0002] Um imunoensaio é um método de laboratério bem conhecido usado para
se determinar a quantidade de um analito em uma amostra, tal como plasma ou
urina. Baseia-se na interagdo dos anticorpos com antigenos e, por causa do grau de
seletividade para o analito (ou antigeno ou anticorpo), um imunoensaio pode ser
usado para se determinar quantitativamente concentragcbes muito baixas de
medicamentos, hormonios, polipeptideos ou outros compostos encontrados em uma
amostra de teste. Por muitos anos, técnicos de laboratorio treinados realizaram
Imunoensaios manualmente.

[0003] Varias técnicas de imunoensaios cromatograficos estiveram disponiveis
por muitos anos. Um aspecto comum de dispositivos conhecidos, particularmente na
tecnologia de fluxo lateral, € que o0 ensaio é visualmente lido, isto €, por meio de uma
ou mais linhas opticamente legiveis sobre a tira de teste, tipicamente mantida em um
portador, o qual pode ter varias configuragées. Uma ponta da tira de teste é exposta
a amostra, normalmente um fluido corporal de algum tipo, que esteja sendo testado
quanto aos analitos alvo particulares de interesse. E sabido que analitos particulares
s&o indicativos de condi¢des biologicas especificas, ambientais e de risco biologico,
entre outras. Por exemplo, a urina pode ser testada quanto a gravidez ou a ovulagéo

e, se os analitos alvo estiverem presentes, o teste sera positivo. Os fluidos corporais
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podem ser testados quanto a presencga de outros analitos indicativos de condi¢gbes
bioldgicas, ou eles podem ser indicativos da presenga de substancias tais como
medicamentos. Outro exemplo deve ser para os testes de agua quanto a
contaminadores. Exemplos de métodos de ensaio de fluxo lateral e aparelhamento,
em que a leitura é conduzida opticamente, s&o apresentados nas Patentes U.S. n°®
5.591.645, 5798273, 5.622.871, 5.602.040, 5.714.389, 5.879.951, 4.632.901, e
5.958.790.

[0004] Recentemente, muitas companhias comegaram a produzir analisadores
de imunoensaios automaticos. A automatizagao dos procedimentos de imunoensaios
tem sido dificil por causa do grande numero de etapas que necessitam ser
realizadas. Por exemplo, uma amostra € misturada com um reagente e um suporte
sélido tendo um antigeno ou anticorpo ligado, a amostra € incubada de tal modo que
0 antigeno ou anticorpo correspondente na amostra € um antigeno ou anticorpo
rotulados providos no reagente possam ser ligados ao antigeno ou anticorpo no
suporte solido, depois o0 suporte sélido é completamente lavado e o rotulo
(fluorescente, radioativo, quimioluminescente, ou coisa parecida) € detectado por um
mecanismo apropriado, e finalmente o analito de interesse (antigeno ou anticorpo) é
quantificado a partir do rétulo detectado.

[0005] Um dos problemas com a leitura dos cassetes de fluxo Lateral e também
de outros cassetes semelhantes, € a falta de uma leitora geral genuina. Todas as
leitoras no mercado hoje em dia sao projetadas para um grupo de cassetes com
propriedades similares. Uma consequéncia é que o usuario necessita usar diferentes
instrumentos com diferentes conformacgdes, interface do usuario e conexdo aos
sistemas de impressao e de jornais. A falta de um instrumento geral limita a
possibilidade de usar cassetes de medigao de baixo custo.

[0006] Um instrumento geral deve ser capaz de processar cassetes de diferentes
conformagdes e cores. Um scanner ou sistema a base de camara pode ser capaz de
ler cassetes de diferentes formas, contanto que seja possivel localizar o cassete em
uma placa de scanner ou outro lugar adequado para uma captura de uma imagem

de camara. A diferengca entre o cassete e o fundo pode ser elevada ou baixa,
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dependendo da cor do cassete e da cor do fundo. A imagem pode também conter
sombras na borda do cassete. A imagem pode estar fora de foco, ou estar distorcida.
O fundo de uma placa de scanner € normalmente ou preto ou branco, mas, quando
da exploragdo com a tampa do scanner elevada (0 cassete ndo se acha
completamente nivelado), a imagem pode também conter iluminagdo ambiente de
fontes de luz fora do scanner. O fundo, quando da captura da imagem da camara,
pode ser qualquer coisa que o usuario considera adequada. A iluminagdo ambiente
pode também ser dificil de controlar quando da captura de uma imagem de camara
de um dispositivo.

[0007] O uso de cddigos de barra esta se tornando mais difundido; incluindo o
uso de cddigos de barras para identificar muitos diferentes tipos de coisas, inclusive,
sem limitar, mercadorias comerciais, tais como géneros alimenticios, embalagens de
produtos de varios tipos, material de leitura impresso. Um codigo de barra
tipicamente atribui um unico identificador para uma mercadoria especifica.

[0008] Um codigo de barras é um identificador grafico usado para codificar um
conjunto de digitos ou caracteres. Um codigo de barras compreende uma série de
barras e espacos, os quais podem ter diferentes larguras de acordo com as varias
regras de codificagdo, tais como a especificacdo do codigo de barras EAN13 de
cbdigo de barras de artigos padréo.

[0009] No campo biomédico, um cédigo de barras foi descrito de modo a
conduzir informacé&o especifica acerca de um paciente, incluindo a histéria clinica e
como um identificador unico da amostra do paciente, além da categorizacdo do
ensaio que esteja sendo conduzido sobre a amostra do paciente, bem como no que
diz respeito as finalidades de tragado e controle.

[0010] Do acima mencionado, observar-se-a que permanece uma necessidade
na técnica quanto aos meios gerais, simples e eficazes para localizar, calibrar e
identificar dispositivos de testes biologicos.

[0011] A Figura 1 ilustra um exemplo de modalidade de um sistema de acordo
com a presente invencgao.

[0012] A Figura 2 ilustra outro exemplo de modalidade de um sistema de acordo
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com a presente invengao.

Descrigao Detalhada Da Invencgao

[0013] De acordo com um aspecto da presente invengao, a leitura de uma tira de
teste de fluxo lateral como descrito acima, pode ser feita com um dispositivo
varredor. Entretanto, a distor¢cdo da imagem explorada, o que frequentemente ocorre
com a tecnologia do scanner, pode introduzir erros quando da medi¢ao da tira de
teste. E bem conhecido na técnica anterior como identificar um objeto em uma
imagem explorada. As linhas que resultam do teste sdo facilmente identificada com
tais técnicas da pratica anterior. Entretanto, a precisdo do teste depende da
localizacdo geométrica das linhas. E a posicdo relativa na superficie das tiras de
teste lateral destas linhas que fornece o resultado do teste. Portanto, qualquer
distorcdo geométrica introduzida da imagem explorada pode prover resultados falsos
ou imprecisos dos testes. Entretanto, se a imagem compreender um objeto que
possa revelar a quantidade de distor¢ao presente na imagem explorada, os métodos
de analise de imagens geométricos como conhecidos por uma pessoa habilitada na
técnica, podem ser aplicados para restaurar a imagem explorada a uma imagem
corretamente dimensionada da superficie da tira de teste. Quando esta imagem
corrigida € usada para identificar as linhas que resultam do teste, os resultados
precisos do teste podem ser obtidos automaticamente.

[0014] De acordo com um exemplo da forma de realizac&o da presente invencgao,
os codigos de barra podem ser usados para revelar distor¢des geométricas, e
também prover meios para identificar a quantidade de distor¢cées e entédo prover uma
possibilidade de se corrigir a imagem. Por exemplo, um segmento de codigo de
barras contendo informac&o acerca de tira de teste € impresso sobre a superficie da
tira de teste, e 0 cddigo de barras e sua informacdo podem ser armazenados em
uma base de dados juntamente com informag¢des importantes como o tamanho
geométrico do segmento do texto codificado pelo codigo de barras, etc. De acordo
com este exemplo de modalidade, um sistema de cddigo de barras patenteado
prové um esquema especial dos cddigos de barras para corrigir sistematicamente

erros de medicao das barras brancas e pretas (ou de outras cores com contraste
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aceitavel) sobre o cédigo de barras. O codigo de barras contera sempre areas iguais
das barras pretas e brancas. Tipicamente, a medi¢ao pode criar barras do cédigo de
barras na imagem que sejam mais finas ou mais largas do que as barras reais.
Normalmente, a translagao de preto para branco, ou de branco para preto, pode ser
modelada como uma curva “s”. A translagcdo de preto para branco nao é
necessariamente simétrica com a translagdo de branco para preto. Uma
consequéncia é a dimensé&o errbnea das barras brancas e pretas. Uma vez que as
quantidades genuinas de preto e branco sejam iguais, o0 sistema entao pode medir a
quantidade de preto e branco e depois fazer uma corre¢go. Esta informagao pode
também ser usada para fazer uma corregéo das linhas de controle e de medi¢ao no
cassete.

[0015] O cddigo de barras contém pelo menos uma linha de informagéo. Ele
pode conter tantas linhas quantas necessarias. Cada linha de codigo de barras
contém um numero fixo de mdédulos de codigo de barras definindo as barras pretas e
brancas. Cada barra contém um ou mais modulos de codigo de barras. Quando o
sistema tenha detectado a posi¢géo de inicio e de interrupgédo do codigo de barras, a
largura do modulo pode ser computada. A partir da largura do modulo, o
comprimento das barras pretas e brancas e um alfabeto do cédigo de barras sé&o
possiveis para computar os simbolos do cddigo de barras para todas as linhas do
cbdigo de barras. A primeira informagao sobre o codigo de barras € identificagao do
cassete. Uma base de dados correspondente contém informagdes quanto a este
cassete, incluindo o comprimento fisico do cédigo de barras. Uma vez que o sistema
tenha encontrado o comprimento do cédigo de barras (em pixels) e a base de dados
contenha a distancia fisica, € possivel computar os DPI [pontos por polegada (2,54
cm)] da imagem. Isto € importante porque as condi¢des de iluminagao, formagao de
imagem e focalizagdo de uma cadmara néo podem ser facilmente controladas.

[0016] A partir do canto esquerdo inferior do codigo de barras, a orientagado do
cédigo de barras, dos DPI estimados e da informacéo na base de dados do cassete
descrevendo a distancia do canto esquerdo do cédigo de barras até a area de

medicdo, € possivel definir uma area local de pesquisa contendo todos os objetos de
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medicao interessantes. Na area de pesquisa local, o sistema pode pesquisar quanto
as linhas ou outros objetos de medi¢do. A unica parte necessaria de um cassete € a
area do cddigo de barras e as areas de medigdo. Uma consequéncia € que outras
partes do cassete ndo tém de estar dentro da imagem. Quando da captura de uma
imagem com uma camara, apenas uma pequena parte do cassete deve ser
capturada. Entdo, mesmo com uma camara de baixa resolugdo, € possivel obter
bastante pixels que sejam capazes de ler tanto o codigo de barras quanto também a
area de medicéo.

[0017] De acordo com outro aspecto da presente invengdo, a calibragem de um
sistema de imagem é necessaria para se desempenhar como uma medigao relativa,
tendo em vista ndo existir nenhum controle das fontes de luz. Um sinal unico isolado
(por exemplo, a intensidade de uma linha) ndo é suficiente. Tendo em vista que os
cassetes de fluxo lateral usualmente tém uma linha de controle conectada a cada
linha de teste, é possivel computar uma medi¢do relativa = (intensidade da linha de
teste)/(intensidade da linha de controle). Uma vez que as linhas de controle e de
teste s§o ambas medidas com o uso da mesma fonte de luz e sensor, a medigao
relativa € também uma calibragao, portanto n&o existindo nenhuma exigéncia quanto
a objetos de calibragao especificos.

[0018] Quando os cassetes do mesmos tipo e batelada de produgdo sé&o
processados com 0 uso do mesmo scanner, ndés podemos eliminar algum ruido da
linha de controle mediante o cdmputo de uma linha média de controle com base nas
muitas medi¢des da linha de controle.

[0019] O cdbdigo de barras pode também conter mais do que a informagéo
geométrica/optica. O cddigo de barras tipico contera a identificagdo do cassete, o
numero do lote, a data de expiragao e, para cada area de medigao: curvas padréao
ou limites qualitativos. Todas as informag¢des necessarias se acham contidas no
codigo de barras. O usuario apenas necessita desenvolver o processamento
quimico/biolégico de acordo com o inserto de embalagem do cassete. Apds a
amostra ser aplicada sobre um cassete, o programa pode cuidar do tempo de

incubacédo e realizar o retardo necessario antes da exploracdo. Normalmente o
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sistema realizara uma exploragéo apds o tempo de incubagdo mais curto possivel
definido na base de dados do cassete. Apds a primeira exploragdo, o sistema
conhecera a identificagdo de todos os cassetes na imagem. O sistema pode entédo
tomar uma decisdo eventualmente do tempo seguinte de exploragao.

[0020] A presente invengdo pode ser corporificada com o uso de um contexto
descentralizado ou centralizado com base em um tipo /cliente-servidor/ de
arquitetura de rede na qual os dados possam ser trocados através de uma sintaxe
de solicitagdo e resposta.

[0021] O scanner ou a cémara serdo usados apenas como dispositivos de
captura de imagens, também denominado de um /cliente/. O cliente ndo computara o
resultado, porém apenas sera usado como um dispositivo de captura.

[0022] Em uma configuragdo centralizada de cliente-servidor, o cliente pode
também ser a unica interface do usuario, e apresentar dados (resultado da analise)
do servidor. Isto é, se uma apresentagao sobre o cliente estiver disponivel.

[0023] Na configuracdo descentralizada ou localizada, tanto o cliente quanto o
servidor podem ser fisicamente ligados. Em tal configurag&o, o servidor pode ser a
unidade que controla e impulsiona a exibi¢do e manipula a interface do usuario.
[0024] Em uma primeira forma de realizagdo, o cliente pode ser um scanner
conectado a um computador, em que este ultimo é o /servidor/ fazendo todo o
processamento e manipulando a interface do usuario.

[0025] Em uma primeira forma de realizagdo, o cliente pode ser um scanner
conectado a um computador, no qual este ultimo é o /servidor/ fazendo todo o
processamento € manipulando a interface do usuario. A conexao entre o scanner e o
servidor pode usar qualquer rede fisica e protocolo disponiveis, tais como USB, Wifi
etc.

[0026] Em outro exemplo de forma de realizagao, o /cliente/ pode ser uma
camara, preferivelmente uma camara de telefone celular, que possa comunicar-se
com o servidor com o uso, por exemplo, de mensagens de MMS e SMS em um tipo
de rede GSM. Alternativamente o servidor pode, quanto aos usuarios registrados,

enviar um resultado de volta com o uso de outros canais de informagao como os e-
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mails. Uma transagdo de pagamento pode também ser incluida na transacdo de
mensagens MMS/SMS.
[0027] O cliente, dependendo de onde a interface do usuario se encontra,
recebera:

- uma solicitagao do servidor para capturar e carregar uma imagem ou, ao
contrario, carregar uma imagem para o servidor.

- dados do servidor.
[0028] O servidor:

- fara uma solicitagao ao cliente ou manipulara uma solicitagado do cliente
para receber uma imagem.

- analisara a imagem e tornara disponivel o resultado em uma exibigao
local, alternativamente enviando uma resposta de volta ao cliente. Isto requer que o
cliente tenha uma unidade de exibicdo adequada (por exemplo, um telefone movel).
Sumario
[0029] O /cliente/ é definido como o aparelho que é usado para capturar e enviar
a imagem. Este pode ser qualquer dispositivo e esta invengdo permite atuar como
um dispositivo ‘burro’ que nao realiza qualquer processamento local com a finalidade
de analisar a imagem. O aparelho cliente n&o € instruido pelo servidor a realizar
quaisquer ajustes locais. Ao contrario de outros sistemas de controle remoto, esta
invengao possibilitara a analise centralizada a ser realizada sobre qualquer imagem.
[0030] O /servidor/ € um conjunto completo de moédulos de software que se acha
instalado em um computador que é conectado a qualquer tipo de rede digital. Um tal
servidor pode por esse meio manipular solicitagdes de qualquer tipo de /clientes/. O
servidor pode, por exemplo, levar em conta o log controlado sobre um usuario, ou
ele pode considerar o uso anénimo. Em qualquer caso, o servidor automaticamente
derruba ou registra o endere¢o (numero) do cliente (telefone), e iniciara entédo a
analise da imagem recebida. A aplicagdo pode controlar transagdes ligadas ao
regime consulta e de resposta, e a analise. Uma vantagem € que as atualizagbes do
software ser&o muito faceis de se realizar.

Exemplo
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[0031] Calprotectin de medi¢éo do cassete de Fluxo Lateral da Calpro AS, com o
uso de um scanner. A imagem € processada em um PC conectado.

1. Aplicar amostras sobre um conjunto de cassetes

2. O cliue do botado de programas imediatamente apds a amostra é
aplicado sobre o ultimo cassete

3. O programa procedera a varredura apds 5 minutos

4. Encontrar um candidato de cédigo de barras; se nao mais
encontrado, ir até 24.

5. Encontrar o quadro ao redor do cddigo de barras

6. Encontrar o tamanho do médulo do cédigo de barras

7.  Encontrar o comprimento de cada barra preta/branca

8.  Acumular o comprimento de todas as barras pretas, SomaB

9.  Acumular o comprimento de todas as barras brancas, SomaW

10. Computar o comprimento médio das barras, MédiaB e MédiaW
quanto as barras pretas e brancas

11. Definir a corregdo Corr = (MédiaB - MédiaW)/2

12.  Adicionar Corr ao comprimento de todas as barras brancas

13. Subtrair Corr do comprimento de todas as barras pretas

14. Encontrar o filamento do cddigo de barras

15. Encontrar a ID do cassete

16. Obter o comprimento do cdodigo de barras da base de dados do
cassete e computar DPI

17. Encontrar a area de pesquisa da linha de controle

18. Encontrar a linha de controle dentro da area de pesquisa

19. Encontrar a area de pesquisa da linha de teste em relagao a linha de
controle

20. Encontrar a linha de controle dentro da area de pesquisa

21. Computar a intensidade da linha de controle em relagdo ao fundo
local

22. Computar a intensidade da linha de teste em relag&o ao fundo local.
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23. Iraté 4.

24. Computar a linha média de controle (médiaControle) de todos os
cassetes encontrados do mesmo lote

25. Ler a linha média antiga de controle (antigaControle) do arquivo

26. LinhaControle = n*Controle médio + m*Controle antigo)/(n+m)

27. Quando n = numero dos cassetes, m = peso pré-definido (por
exemplo, 10)

28. Salvar LinhaControle para arquivo

29. Para cada cassete:

a. Computar p = linha de teste/Linha de Controle

b.  Usar curva padrédo do cédigo de barras para interpolar o valor final
de Calprotectin
Exemplo
[0032] Medigdo do Cassete LateralFlow Calprotectin da Calpro AS, com o uso de
um telefone celular. A imagem é transferida através de MMS para um servidor
central.
[0033] O mesmo no que diz respeito a camara, porém quanto a cada cassete, a
linha de controle usada é a linha de controle medida, ndo a média de muitas linhas
de controle.
Exemplo
[0034] Medigdo do Cassete LateralFlow DON da R-Biopharm, com o uso de um
scanner.
[0035] Normalmente, a linha de controle é independente da quantidade de
analito. O cassete DON ¢é diferente. A linha de controle é também dependente da
quantidade de analito. O processamento dos cassetes DON em um scanner é igual
ao processamento da Calprotectin do telefone celular. Nenhum meio de controle é
usado.
[0036] A Figura 1 ilustra um exemplo de uma forma de realizagdo da presente
invengao. Um dispositivo de teste quimico (tira de teste de fluxo lateral) para um

dispositivo (cliente) de aquisicdo de imagem digital que, por exemplo, possa
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comunicar-se através de uma rede publica, por exemplo a Internet ou uma rede de
telefone movel. Por exemplo, uma imagem MMS pode ser enviada ao servidor
propiciando acesso a uma base de dados compreendendo informagao acerca de
segmentos de texto codificados por codigo de barras de acordo com a presente
invengdo. Uma resposta ao resultado da analise pode ser fornecida de volta a um
usuario do sistema, por exemplo, como uma mensagem SMS. A Figura 2 ilustra
outro exemplo de forma de realizagdo da presente invengado, em que um telefone
movel é usado para se adquirir uma imagem de um teste de imunoensaio. A imagem
€ enviada como uma mensagem MMS antes de ser processada, por exemplo em um
servidor de processamento central. A resposta € enviada como uma mensagem

SMS de volta ao usuario.
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REIVINDICACOES

1. Método para analise semi-quantitativa ou quantitativa de ensaios,

caracterizado pelo fato de que compreende:

designar pelo menos um unico segmento de texto codificado pelo codigo
de barras, sobre uma tira de teste do ensaio,

adquirir uma imagem compreendendo o pelo menos um segmento de
texto codificado pelo cdédigo de barras, junto com linhas ou outros objetos de
medi¢ao que sao os resultados de testes do ensaio,

identificar o pelo menos um unico segmento de texto codificado pelo
cédigo de barras na imagem adquirida, e usar esta imagem do segmento de texto
codificado pelo codigo de barras como uma entidade de calibragado Optica para
identificar a quantidade de distor¢do geométrica a partir do cédigo de barra adquirido
para corrigir a imagem,

usar a imagem corrigida para detectar posi¢des das linhas de resultado de
teste ou outros objetos de medigao que sao os resultados de teste do ensaio.

2. Método de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pelo fato de

que a entidade de calibragdo Optica compreende o0 uso de um esquema de
codificagao de codigo de barras para a codificacdo de texto provendo igual area de
espago branco e espacgo preto em um segmento de texto codificado em barras.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que a entidade de calibragdo Optica compreende identificar 0 unico texto
compreendido no pelo menos um segmento de texto codificado por cédigo de
barras, € usando o unico texto para identificar uma versao pré-armazenada do texto
identificado junto com informagao acerca do tamanho geométrico do segmento de
texto codificado pelo cédigo de barras que tenha sido identificado.

4. Método de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pelo fato de

que 0 ensaio é um imunoensaio.

5. Método de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo fato de

que o0 imunoensaio € uma tira de teste cromatografico de fluxo lateral.

6. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que

Petigdo 870190032400, de 04/04/2019, pag. 18/20



2/2

tanto as zonas de controle quanto as de resposta se acham presentes.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato de

que a intensidade da linha de controle € considerada como uma meédia das
intensidades das linhas de controle gerada de uma pluralidade de linhas de controle
medidas.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que o sistema de formagao de imagem compreende um scanner conectado a um
computador ou rede.

9. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que o sistema de formagao de imagem compreende uma camara conectada a um
computador ou rede.

10. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que o sistema de formacéo de imagem compreende uma camara de telefone mével
conectada a um computador ou rede.
11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 8 a 10,

caracterizado pelo fato de que o dispositivo de formagado de imagem pode

comunicar-se com um servidor através de qualquer rede disponivel.

12. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que o pelo menos um segmento de texto codificado pelo codigo de barras compreende
0s parametros de reconhecimento do ensaio ou da amostra.
13. Sistema para analise semi-quantitativa ou quantitativa de ensaios, o

sistema caracterizado pelo fato de que compreende:

pelo menos um dispositivo de computador sendo disposto para executar
instru¢bes de programa fornecendo agdes e fungdes para realizar as etapas do

método do tipo definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12.
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