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RESUMO

0 presente invento refere-se a um processo de fabrico de um
dispositivo para a realizagio de uma determinacfo imunoquimica, ca-
racterizado por se prover no topo de pelo menos um suporte, uma aber
tura, por se aplicar no interior, do dito suporte uma substancia imu
noquimicamente activa (SIA 1) por se proverem no topo do dito supor-
te meios de fecho removiveis e por se aplicar ao dito suporte, pelo
menos uma segunda substéncia imunoquimicamente activa (SIA 2) conti~
da numa particula sélida, mais ou menos esférica, congelada e seca,
preparada antes da SIA 2 ser posta em contacto com a parede interior
do suporte ou com a SIA 1, estando a dita SIA 2 na auséncia de um
meio teste, contida no suporte fechado, numa forma tal que, durante
o armazenamento e transporte sob condig¢8es normais, ndo exibe interac

¢%o com o interior do suporte, e & inerte relativamente & substéncia

imunoquimicamente activa nele aplicada.
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MEMORIA DESCRITIVA

0 presente invento refere-se ao processo de fabrico de um
dispositivo para a realizaclio de uma determinagfo imunoquimica com-
preendendo o dito dispositivo pelo menos um suporte que & fornecido

com uma abertura no topo, e dentro do qual & aplicada uma substéncia

imunoquimicamente activa (SIA 1).

Conhecem-se dispositivos deste tipo nos quais a SIA 1, inter
alia, & aplicada ao interior do suporte por forma a reduzir o numero
de operagSes que tém de ser efectuadas para a realizac8o da determi-
nagio imunoquimica. A redugfo do niimero de operagles é de importén-
cia em dois aspectos: em primeiro lugar, para institui¢8Ses que tém
de realizar grandes nimeros da mesma determinacfo, e em segundo lugar
para a determinacio "faca vocé mesmo", onde o niimero de erros que po
dem ser cometidos, sera menor se o nfimero de operagSes a serem efec-
tuadas for menor. Estlo pois a ser, diligentemente efectuadas, tenta
tivas para desenvolver dispositivos que vB80 de encontro & necessida-

de acima mencionada.

De modo a realizar por exemplo uma assim chamada, determina~
¢80 "Sandwich", & em geral necessfrio, adicionar ao suporte, além do
meio teste, pelo menos também em adiglio, uma quantidade exactamente
conhecida de uma segunda substéncia imunoguimicamente activa. Depois
da incubagfo e da lavagem deste suporte, a substéncia a ser determi-
nada, pode ent8o como regra ser determinada quantitativa e qualitati
vamente. A adic%o desta segunda substéncia imunoquimicamente activa
em quantidades exactas, fornece uma fonte de erros e, se estfio envol
vidos nfimeros grandes, & laboriosa. Seria pois uma vantagem fornecer
um dispositivo cujof)suporte(s) contivesse(m) também a dita segunda
subst&ncia imunoquimicamente activa de modo que a pessoa que realiza

a determinagfo nfo tivesse de adicionar a dita substéncia.

A patente E.U. 4017597 fornece uma soluclo para este proble-
ma. A segunda substéncia imunoquimicamente activa & adicionada a um

suporte, revestido com a primeira substincia imunoquimicamente acti-
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va, na forma dissolvida e subsequentemente a segunda substancia imu-
noquimicamente activa,é congelada a aproximadamente -78°C durante 5
a 15 segundos e liofilizada. Outro processo,d introduzir a segunda
substéncia imunoquimicamente activa sob a forma de um pb sblido, &
considerado possivel, mas néo pratico. Ainda que a referéncia an-
terior apresente uma soluglo para o problema de evitar a necessidade
de adicfio da segunda substéncia imunoquimicamente activa pela pessoa
que efectua uma determinacgo imunoquimica, um nimero de desvantagens

é também introduzido.

Antes de mais, embora por pouco tempo, a segunda substéncia
imunoquimicamente activa estd presente na forma dissolvida no tubo
revestido durante algum tempo. Se a primeira substéncia imunoquimi-
camente activa & um anticorpo, e a segunda substéncia imunoquimica-
mente activa é o correspondente antigénio, ocorrerad alguma interacc8o.
Ocorrera ainda alguma interac¢lo entre a parede e a segunda substén-

cia imunoquimicamente activa.

Em segundo lugar, o arrefecimento de grande namero de tubos
ou de placas microtitulo a -78%C durante 15 segundos requere medidas

tecnicamente sofisticadas e caras.

Além disso a liofilizagXo de grande niimero de tubos ou placas
microtitulo, requer ainda cémaras de liofilizac%o muito grandes e ca

ras.

0 presente invento fornece o processo de fabrico de um dispo
sitivo que evita a necessidade de adicionar a segunda substfncia imu
noquimicamente activa, pela pessoa que efectua a determinaglo imuno-
quimica, e os inconvenientes da referéncia anterior, aplicando uma
particula sblida, mais ou menos esférica, congelada e sé%g?gﬁﬂ?con-
tem a segunda substéncia imunoquimicamente activa. A dita particula
& preparada antes da segunda substéncia imunoquimicamente activa ser
posta em contacto com a parede interior do tubo ou com a primeira

substéncia imunoquimicamente activa.

Assim o presente invento refere-se ao processo de fabrico de

um dispositivo para a realizaglo de uma determinagfo imunoquimica com
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preendendo pelo menos um suporte que & fornecido com uma abertura

no topo, e dentro do qual uma substincia imunoquimicamente activa &
aplicada e que & fechado no topo por meios de oclusfo removiveis,
contendo o suporte pelo menos uma segunda substéncia imunoquimicamen
te activa que, na auséncia de meio teste, na forma em que, a dita se
gunda substéncia imunoquimicamente activa, estd contida no suporte
fechado, durante o armazenamento e transporte sob condi¢les normais,
nio exibe interaccfo com o interior do suporte, e é inerte em relagéo
4 substfncia imunoquimicamente activa nele aplicada, caracterizado
pelo facto de o suporte conter uma particula sélida, mais ou menos
esférica congelada e seca, que contem a segunda substéncia imunoqui-

micamente activa.

[4

Como ja foi referido, a particula é preparada antes da segun
da substéncia imunoquimicamente activa (SIA 2), ser posta em contacto
com a parede interior do tubo ou com a primeira substéncia imunoqui-
micamente activa (SIA 1). Isto evita os inconvenientes mencionados.
Além disso o dispositivo fabricade de acordo com o presente invento
exibe ainda um grau de significancia melhorado, o que significa que
o limite de detecclio do dispositivo fabricado de acordo com o presen
te invento & melhorado em relaglo ao dispositivo de acordo com a pa-
tente EU 4017597, Se bem que este melhoramento nlo esteja ainda com

pletamente compreendido, ele & considerado bastante surpreendente.

Foi notado que a selectividade, a sensibilidade e a especifici
dade das determinagSes realizadas utilizando o dispositivo fabricado
de acordo com a invenclo, revelam a mesma qualidade, mesmo depois do
armazenamento por longos periodos, que a de um método de determinacéo
utilizando um dispositivo conhecido no qual a SIA 2 & adicionada du-

rante a determinacfo.

0 dispositivo compreende pelo menos um suporte. Se o dispo-
sitivo compreende um suporte, o dispositivo pode consistir num tubo
de ensaio, no interior do qual se aplica uma SIA 1, e que contém uma
segunda SIA, que nfo exibe interacgfo com a parede interior e é iner

te em relagfio & SIA 1, e cujo topo & fechado por meio de uma tampa.

O0s tubos de ensaio e tampas deste tipo sfo conhecidos per se
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e podem ser feitos de vidro ou de polimeros sintéticos tais como por
exemplo poliestireno. O tubo de ensaio é preferivelmente transparen-
te. Tampa e tubo de ensaio podem ser feitos do mesmo material, mas
isto nfio & de modo algum essencial. A forma e dimensSes do tubo de
ensaio podem variar entre grandes limites. A forma do tubo de ensaio
pode ser rectangular, cénica ou hemiesférica no fundo sendo o tubo,

de preferéncia, hemiesférico no fundo. A altura do tubo pode variar
por exemplo de lcm a 1lOcm e o dismetro interior de 0,3 a Scm e pre-
ferivelmente de 0,5 a 3cm. A tampa pode ser montada no tubo de ensaio
do modo conhecido per se, desde que o método de montagem seja tal,
que a tampa seja removivel e que a tampa feche o tubo de ensaio de

modo hermético.

De modo muito adequado o dispositive pode também conter va-
rios suportes sendo possivel que o seu ntmero varie entre largos li-
mites, por exemplo de 2 a 1000 e preferivelmente de 10 a 500, e em
particular de 25 a 200. 0s suportes podem, muito apropriadamente,
ser ligados entre si utilizando o mesmo material de que os préprios
suportes, sfo feitos. No que diz respeito ao material, aplica-se o
mesmo, j& anteriormente descrito, para um dispositivo com um suporte.
Aqui também as dimensSes dos suportes podem variar entre grandes 1li-
mites. Em geral as dimensfes dos ditos suportes serfo menores do que
se o dispositivo compreender um 86 suporte. A altura pode variar de
0,2 a 4cm e preferivelmente de 0,3 a 2cm, ¢ © diametro interior de
0,3 a 2cm, preferivelmente de 0,4 a 1,0cm. Um dispositivo com varios
suportes bastante apropriado, & a chamada placa microtitulo em que
cada suporte & vedado por um meio de fecho separado. E utilizada,
de preferéncia, uma placa microtitulo fornecida com meios de fecho
ligados entre si. Um meio apropriado para este prop6sito é uma pla-
ca com uma guarni¢fio que se projecta por 1 a 3mm e fecha o0s supor-
tes de modo hermético. Em particular uma placa com guarnic8o em bor
racha de silicone pode ser apropriadamente utilizada para este propé

sito.

A parede interna do suporte ou suportes & fornecida com uma

2

substancia imunoquimicamente activa (SIA 1) que & nela aplicada de
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modo conhecido per se, tal como por meio de acoplamento covalente ou
adsorgfo. Isto pode ser feito apropriadamente introduzindo uma so-
lucfio ou suspensdo de SIA 1 no(s) suporte(s) e, depois de algum tem
po, por exemplo 3-24 horas, removendo a solugfo ou suspensfo do su-
porte. Como resultado da adsorgfo, a SIA 1 ficard para tras, aderin
do & parede interior do(s) suporte(s). Em geral,nfio mais do que 80%
da superficie da parede interior do(s) suporte(s) compreenderd SIA 1,
de modo a evitar que a SIA 1 se despegue da parede interior do(s)

suporte(s) por accgdo dos meios de fecho, aquando do fecho.

Se o dispositivo compreender virios suportes, a parede inte-
rior dos suportes pode ser provida com SIA 1 e todos os suportes po-
dem conter SIA 2; isto nfio & porém necessirio. Pode ser vantajoso
que o dispositivo contenha um ou alguns suportes sem SIA 1 ou SIA 2,
ou SIA 1 e SIA 2, ou uma sua combinagfo em que possam ser realizadas
determinagbes tebricas. Para determinagles de calibracfo alguns su-
portes podem conter em adiglo i particula contendo SIA 2, uma parti-
cula s6lida, mais ou menos esférica, liofilizada, contendo a substﬁg

cia a ser determinada.

A SIA 2 deveri estar contida nos suportes numa forma tal que
nfo ocorra interacc#o, quer com o interior dos suportes, quer com a
SIA 1, durante o armazenamento e transporte sob condi¢les normais.
Para este fim a SIA 2 & tratada antes de ser posta em contacto com
a parede interior do suporte e com a SIA 1. E ainda de importdncia
para dispositivos deste tipo que, quantidades rigorosamente conheci~-
das de substincia imunoquimicamente activa estejam presentes. As par
ticulas contidas nos suportes do dispositivo de acordo com o presen-
te invento s%o formadas deixando cair em queda livre uma gota de uma
soluc#io ou suspensfo aquosa de SIA 2, tendo a gota um volume exacta~-
mente conhecido e reprodut{vel, de preferéncia de 0,025-0,070ml, atra
vés de um liquido frio, imiscivel com &gua,que tem uma densidade me-
nor do que a da dgua, recolher as particulas congeladas na superfi-
cie do fundo do liquido frio, e liofilizar. Deste modo, sdo obtidas
particulas sblidas estiveis, mais ou menos esféricas, que contém uma

quantidade rigorosamente conhecida e reprodut{vel de SIA 2 preferi-
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velmente com um diametro de 3,6-5,2mm. "Mais ou menos esférica',

significa aqui, a forma que & obtida deixando cair uma gota de dgua

através de um liquido que congela a gota.

E vantajoso adicionar & solugfo ou suspensfo aquosa de SIA 2,
uma substincia que transmita firmeza ds particulas liofilizadas, i.
e. , um reforgador, por exemplo agﬁcares tais como a sacarose, mano-
se, lactose e o manitol, e produtos proteinaceos tais como a protei-
na de soro, hidrolisato de lactalbumina e hidrolisato de caseina.

A particula correspondente conterd o reforgador.

Como liquidos imisciveis com dgua, podem ser utilizados um
hidrocarboneto ou hidrocarboneto halogenado, ou uma sua mistura, tal
como hexano, cloroférmio, heptano, isdé-octano, tolueno, misturas he-
xano-cloroformio e misturas benzeno~cloroformio, ou liquidos criogé-
nicos tais como azoto liquido ou oxigénio liquido. Na superficie
do fundo da coluna de liquido, a temperatura do liquido que nfo é

miscivel com dgua, estd preferivelmente abaixo de -50°C.

Na forma em que a SIA 2 estd contida no suporte selado, a SIA
2 nfo devera, na ausencia do meio de emsaio, exibir interacgfio com
a parede interior do suporte, e ser inerte em relac% 4 SIA 1, duran
te o armazenamento e transporte do dispositivo, sob condig¢des normais.
Neste contexto "n¥%o exibir interacgXo" e "inerte" significam n¥o ha-
ver ligac¥o ou haver ligagfio de qualquer forma, com a parede interi-
or do suporte ou com a SIA 1, apenas numa extensdo tal que a quali~-
dade das determina¢Ses realizadas com o dispositivo de acordo com a
invencfio n%o experimentem qualquer efeito apreciavelmente adverso em
sua consequencia. "Condi¢8es normais" significam aquelas condigbes
que sio usuais para armazenamento e transporte de dispositivos com-
paraveis, conhecidos. Em geral, uma temperatura de -25°C a +37°C e

preferivelmente de -20°c a 20°C & pressfo atmosférica serd mantida
durante o armazenamento e transporte.
A fim de aumentar ainda mais a qualidade das determinagles

realizadas com o dispositivo, este & seco sem meios de selagem e SIA

2; ent8o as particulas sblidas, liofilizadas, mais ou menos esféricas,
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que conté&m a SIA 2, slo introduzidas nos suportes preferivelmente nu
ma chmara seca, e finalmente os suportes s%o selados de modo herméti

co com meios de selagem, também preferivelmente numa c8mara seca.

0 sistema teste terd muitas vezes de ser tamponado durante
um teste. Para este fim o(s) suporte(s) do dispositivo de acordo com
a invengio, pode apropriadamente conter uma particula liofilizada,
mais ou menos esférica que contém material tampd3o, e & preparada do
mesmo modo que a particula SIA 2. A maior preferéncia porém, & por
uma particula preparada a partir de uma solugdo ou suspensfo aquosa
de SIA 2, que contém uma quantidade adequada do material tamp8o dese
jado. A particula SIA 2, liofilizada, mais ou menos esférica, contém

ent8o também material tamp8o.

0(s) suporte(s) do dispositivo de acordo com a inveng&o, po-
dem apropriadamente conter virias substéncias imunoquimicamente acti
vas (SIA 3, SIA 4, etc.) desde que as ditas substincias satisfacam
o critério que a SIA 2 tem de satisfazer, e desde que as substéncias
na forma em que s%o introduzidas sejam também inertes em relacfo umas
is outras e & SIA 2 sob as ciramsténcias j& descritas. As SIA 3,

SIA 4, etc., 880 preferivelmente tratadas do mesmo modo que a SIA 2,
obtendo-se as particulas SIA 3, SIA 4, etc., liofilizadas, mais ou
menos esféricas. Um processo de teste em que o dispositivo de acor-
do com a invenclo com suportes que contém uma particula SIA 2 e uma
SIA 3, pode apropriadamente ser utilizado,é o teste de inibiclo em
que a SIA 3 contém uma substdncia que ¢ imunologicamente equivalente
3, ou imunologicamente complementar da, substéncia imunoquimicamente ac
tiva que se deseja determinar. Noutros processos de teste nos quais
o dispositivo de acordo com a inveng&o pode ser utilizado, tais como

o teste "Sandwich" e o teste competitivo, uma finica particula SIA 2
é suficiente.

Com o dispositivo de acordo com a invengfio, dependendo da
SIA 1 e SIA 2 (e possivelmente SIA 3) e dependendo do processo de tes
te escolhido, podem ser determinados anti-corpos, antigénios e hap

tenos.
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No teste "Sandwich", a SIA 1 e SIA 2 sfo anti-corpos se se
tem de determinar um antigénio, e s%o antigénios ou anti-anticorpos
se se tem de determinar um anti-corpo. A SIA 1 e SIA 2 podem ser am
bas anticorpos policlonais e monoclonais, desde que a SIA 1 e SIA 2
sejam anticorpos monoclonais contra o antigénio que tem de ser deter
minado, os anticorpos-SIA 1 devem ser muitas vezes dirigidos contra
um antigénio determinando outro que n¥o os anticorpos SIA 2. Se a
substancia a ser determinada tem dois ou mais determinantes antige-
nicos idénticos, ou se a substdncia a ser determinada, ainda que ela
propria nfo possua dois determinantes idénticos, esteja presente no
meio teste na forma de coldnia, de tal modo que a coldnia tenha dois ou
mais determinantes antigénicos, podendo a SIA 1 e SIA 2 ser anticor-

pos monoclonais dirigidos contra o mesmo determinante antigénico.

No teste competitivo, a SIA 2 & um antigénio ou hapteno se
a SIA 1 é um anticorpo monoclonal ou policlonal, enquanto que a SIA
2 & um anticorpo monoclonal ou policlonal se a SIA 1 & um antigénio

ou hapteno.

Se a SIA 1 & um anticorpo monoclonal ou policlonal no teste
de inibig%o, a SIA 2 deveria também ser um anticorpo monoclonal ou
policlonal e a SIA 3 um antigénio, enquanto que a SIA 2 deveria ser
um antigénio ou hapteno e a SIA 3 um anticorpo se a SIA 1 é um anti-
génio ou hapteno. Aqui a preferéncia anteriormente mencionada tam-

bém se aplica se a SIA 1 e SIA 2 s#o anticorpos monoclonais.

De modo a tornar a detecgfo, possivel, a SIA 2 devera ser for
necida com uma substdncia marcadora ou depois da incubagfo com o meio
teste e lavagem do suporte, deverd ser posta em contacto com uma subs
téncia que se ligue 4 SIA 2 e que & fornecida com uma substancia mar-
cadora. Preferivelmente a SIA 2 & ela préopria fornecida com uma su-
bstancia marcadora. A substincia marcadora pode ser um isdtopo ou
uma enzima corante, substincia fluorescente, metalsolivel ou corante

soliivel, ligados & SIA 2.

Um processo de determinag8o imunoquimica utilizando o dispo-

sitivo de acordo com a invencfo, & geralmente realizado como se segue.
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Ao suporte & adicionado liquido teste depois dos meios de selagem tg
rem sido removidos. Realiza-se entSo a incubaglo durante algum tem-
po. Depois da incubagfo, o liquido & removido e o suporte & lavado
apés o que o resultado do teste pode ser determinado se a substéncia
marcadora & um isétopo, corante, substéncia fluorescente, ou particu
la metidlica. Se a substéncia marcadora & uma enzima, deverd ser adi
cionado também substrato que seja convertide pela enzima numa substén

cia detectavel.

Com o dispositivo de acordo com a inveng8o podem ser reali-
zadas determinag¢les imunoquimicas, que em relaclio & especificidade,
sensibilidade e selectividade, nfo sfo secundirias em relagdo a deter
minag§es realizadas com dispositivos aos quais a SIA 2 e possivelmen
te SIA 3 s%o adicionadas durante, ou pouco tempo antes da determinaglo,
mesmo que o dispositivo de acordo com a inven¢8o tenha sido armazena-
do durante meses. O presente invento & explicado com mais detalhe com

referéncia aos seguintes exemplos.

Exemplo 1

De quatro placas microtitulo de poliestireno contendo 8 filas
de 12 suportes conicamente cilindricos (altura 10mm, difmetro superi
or 6,5mm, difmetro inferior 6,0mm) com um fundo chato, alguns supor-
tes foram cheios com 0,135m1 de uma solucfo aquosa que continha SIA 1.
Depois de 16 horas, o liquido foi removido e as placas microtitulo
foram secas durante 24 horas a 20°C em ar com uma humidade relativa

{20%. As placas microtitulo 1 e 2 foram imediatamente utilizadas pa

ra algumas determinagles nas quais, depois de o meio teste ter sido
adicionado aos suportes, se adicionava aos suportes da placa microti-
tulo 1, uma gota de uma soluglio aquosa de SIA 2, e se adicionava aos
suportes da placa microtitulo 2 uma particula contendo SIA 2, prepa-
rada como a seguir & descrito partindo de uma gota com o mesmo volu-
me e a mesma concentragio de SIA 2 que a gota que;%hicionada aos su-
portes da placa microtitulo 1. Aos suportes das placas microtitulo
3 e 4 foram adicionadas particulas contendo SIA 2, numa cémara seca,
também preparadas como a seguir é descrito, partindo de uma gota com

o mesmo volume e a mesma concentracfo da gota que foi adicionada aos
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suportes da placa microtitulo 1. A alguns suportes foram também adi
cionadas particulas contendo SIA 3. As placas microtitulo 3 e 4 fo-
ram entio seladas na mesma camara seca com meios de selagem com guar
ni¢cSes projectando 2,5mm de borracha de silicone que fecharam os su-
portes das placas microtitulo de modo hermético e armazenadas duran-

. o
te uma semana ou 3 meses respectivamente a 18 C e 4 pressfo atmosfé-

rica.

De uma solugfo que continha uma quantidade rigorosamente co-
nhecida de SIA 2, tamplo e sacarose, foram retiradas gotas de 0,05ml,
utilizando um pipeta de gota, em queda livre, através de um baléo
Dewar cheio com 80cm de azoto liquido. No fundo, as particulas s6li
das, mais ou menos esféricas, foram juntas e liofilizadas. Estas par
ticulas foram usadas nos suportes das placas microtitulo 2, 3 e 4.

As particulas que continham SIA 3 foram preparadas do mesmo modo.

As determinag8es foram realizadas como se segue. Depois de
o meio teste, que continha uma quantidade rigorosamente conhecida de
substincia a ser determinada ter sido adicionada, realizou-se a incu
bac&0 durante algum tempo a 37°C; seguiu-se a lavagem com tampfo e
detecgfio. Se for utilizada uma enzima (peroxidase) como substéncia
marcadora, realizar-se-i um passo de incubag8o adicional usando um
substrato contendo peréxido, antes da detecgio. A detecclo ocorreu

nos varios exemplos de um modo colorimétrico.

0s exemplos 1, 4, 7, 10 em que foi determinado o HBsAg, foram
realizados de um modo idéntico tendo em conta que, foram usadas no .
exemplo 1 uma gota de liquido contendo SIA 2 e nos exemplos 4, 7 e
10 particulas contendo SIA 2, fazendo variar o tempo depois do qual o
teste era realizado apés a adigfo das particulas aos suportes. O
mesmo se aplica aos Grupos exemplo 2, 5, 8, 11 e 3, 6, 9, 12 em que
foram determinadas HCG e testosterona respectivamente. Cada um dos
exemplos foi realizado 10 vezes; a quantidade obtida, que se mostra

na Gltima coluna da tabela 1, é a média destas 10 determinagSes.

Como sera evidente dos resultados a qualidade das determina-
¢Ses realizadas com o dispositivo de acordo com a invengfo & a mesma

das determinac¢les realizadas com dispositivos conhecidos. O disposi-
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tivo de acordo com a invencfo tem ainda a vantagem de a pessoa que
tem de realizar a determinacfo nfo ter de adicionar uma quantidade

rigorosamente conhecida de SIA 2 ao(s) suporte(s).

; MW
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Exemplo_ 2

Vinte e trés suportes de duas placas microtitulo, foram re-
vestidos com M-anti-HBsAg como no exemplo 1. Subsequentemente, adi-
cionaram 0,050ml de uma solucdo aquosa que continha anti-lBsAg, mar
cada com uma peroxidase, aos suportes revestidos de uma placa micro
titulo, a 0°c. A solucfio foi congelada em 15 segundos, a -78°C, e
depois a placa microtitulo foi liofilizada durante 16 horas. Adicig
nou-se aos suportes revestidos da outra placa microtitulo, uma parti
cula contendo anti-lBsAg, marcada com uma peroxidase e preparada co-
mo no exemplo 1. Realizaram-se depois os imuno-testes de enzimas em
ambas as placas microtitulo com 19 soros humanos diferentes, que nfo
continham HBsAg, e duas vezes com soros contendo 0,1 U/ml e 1,0 U/ml
de HBsAg, respectivamente. O ensaio e detec¢fo foram realizados co-
mo no exemplo 1.

0 nivel de significéncia foi calculado a partir da férmula
E%X onde X = média dos valores medidos para os soros contendo 0,1 ou
1,0 U HBsAg/ml, Y = média dos valores medidos para os soros que n#o

continham HBsAg, e Z = desvio padr#o de Y.

Na tabela 2 sfo dados os resultados que mostram claramente
que o limite de detecglo & menor para o dispositivo de acordo com a
invencfio do que para o dispositivo de acordo com a patente E.U. 4017597

(quanto maior o nivel de significéncia menor o limite de detecgfo).

TABELA 2

0,1 U HBsAg/ml 1,0 U HBsAg/ml

Invento 8 88

UsP 4,017,597 3 41

U/ml sio unidades de HBsAg como definidas pelo Paul
Bhrlich Institute (Frankfurt RFA) por ml
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REIVINDICAGOES

18, - Processo de fabrico de um dispositivo para a realiza-
¢8o de uma determinacdo imunoquimica, caracterizado por se prover no
topo de pelo menos um suporte, uma abertura, por se aplicar no inte-
rior, do dito suporte uma substéncia imunoquimicamente activa (SIA 1)
por se proverem no topo do dito suporte meios de fecho removiveis e
por se aplicar ao dito suporte, pelo menos uma segunda substéncia
imunoquimicamente activa (SIA 2) contida numa particula s6lida, mais
ou menos esférica, congelada e seca, preparada antes da SIA 2 ser pos
ta em contacto com a parede interior do suporte ou com a SIA 1, estan
do a dita SIA 2 na auséncia de um meio teste, contida no suporte fe~
chado numa forma tal que, durante o armazenamento e transporte sob
condi¢cSes normais, nfo exibe interacglio com o interior do suporte,

e & inerte relativamente 4 substéncia imunoquimicamente activa nele

aplicada.

2a, - Processo de acordo com a reivindicagSo 1, caracteriza-

do pelo facto de a particula conter também material tampZo.

32, - Processo de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, cara-

cterizado pelo facto de a particula conter também um reforgador.

42, - Processo de fabrico de um dispositivo de acordo com uma
ou mais das reivindica¢Ses 1 a 3, caracterizado pelo facto de nele

se incluir um sbé suporte.

58, - Processo de fabrico de um dispositivo de acordo com uma
ou mais das reivindica¢Ses 1 a 3, caracterizado pelo facto de nele
se incluirem 2 a 1000 suportes.

62. - Processo de acordo com a reivindicagfio 5, caracteriza-
do pelo facto de o dispositivo incluir ainda uma placa de microtitu-
lo.

wa, - Processo de acordo com as reivindicagles 5 ou 6, cara-
cterizado por se fornecerem meios de fecho que consistem numa placa

provida de tampas que selam os suportes.
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