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Descricdo

A presente invengdo refere-se a um proe-
cesso para a aplicagdo quantificada de um liquido analitico
a um alvo caracterizado por o liquido ser ejectado em pegque-
nas quantidades sobre o alvo através de um bico e a um dis-
positivo apropriado.

Em quimica clinica, é frequentemente
necessirio efectuar a aplicag8o quantificada de um liquido
analitico a um alvo. O 1iguido pode ser por exemplo uma amos-
tra liquida, especialmente de sangue ou soro, um reagente
1iquido ou um liquido de calibrac3o. Como regra geral, estes

1iquidos contém proteinas ou outras macromoléculas que parti-
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cipam em processos bioquimicos.

O alvo sobre o qual se pretende aplicar

o liguido pode ser um recipiente de reacgdo, sendo usados
actualmente recipientes de reacgdo de plistico de dimens®Bes
muito pequenas especialmente em analisadores automdticos.
Outro exemplo & constituido por placas de microtitulagdo
frequentemente usadas em microbiologia. Um caso de particu-~
lar importéncia para a presente inveng3o & a aplicag3o do
1iguido analitico a um elemento de anflise (frequentemente
designado como suporte do ensaio ou como elemento de ané-
lise no estado sélido). Em termos da presente invencg3o, este
conceito inclui tanto elementos de andlise discretos como
bandas, tiras ou outras formas de elementos de andlise con-

tinuas que podem ser feitas passar de forma continua atra-
vés de uma estagBo de medida na qual se aplica o ligquido
analitico.

Tradicionalmente tem sido usadas varias
formas de reservatdrios de alimentag3o (dispensadores
e diluidores) para a aplicag3o de liguidos analiticos em
analisadores automiticos. Os reagentes s30 aplicados de modo
predominante a elementos de andlise de tal modo que se imerge
por exemplo uma matriz de suporte, por exemplo feita de papel,
num reagente liguido ou, segundo um processo de formagdo de
camadas, prepara-se uma pelicula de reagente a partir de
um liguido com capacidade de formag3o de peliculas contendo
polimeros. Se se pretende preparar especificamente um do-
minio de reagentes delimitado sobre uma camada de base,
recomenda-se a utilizag®o de técnicas de impress3o.

, Os pedidos de Patentes EP-A-119 573 e
EP-2A-268 237 (US 4 877 745) descrevem métodos e dispositivos
do tipo indicado na introdug3o. A técnica descrita nestas
pultlicagBes baseia-se na tecnologia de jacto de tinta origi-

nalmente desenvouvida para impressoras de computadores
(impressoras de jacto de tinta). As duas memdrias descritivas
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contém ilustracBes mais pormenorizadas do estado da técnica

antecedente, que se dd3o como agqul reproduzidas.

O pedido de Patente EP-A-119 573 trata
especificamente do problema de proporcionar um "elemento
de bombagem" econdémico projectado sob a forma de um com-
ponente descartdvel (uso Gnico). Agclmara de jactos neste ca-

so & formada essencialmente por uma secc3o de um tubo elds-
tico gue forma parte do elemento de bombagem. Na direcgdo
da sua superficie lateral situa-se uma vareta cilindrica
actuada electromagneticamente que se move contra o tubo

cada vez dque se pretende ejectar uma gota.

O pedido de Patente EP-A-~268 237 descre-
ve um dispositivo no qual a cémara de jactos é constituida
por uma secgdo de um tubo rodeado por um elemento de actua-
¢do piezoeléctrico coaxial, também de desenho tubular, e que

é comprimida quando se pretende uma ejectar uma gota.

Un objectivo da presente invenc¢do con-
siste num processo ou num dispositivo para a aplicagdo de

microghantidades de liquidos analiticos bioguimicos que &
mais econdmico que os processos conhecidos até agora em ter-

mos de construgdo e que torna possivel a quantificag3o muito
precisa de quantidades muito reduzidas (menos de 1 ul) a

uma alta frequéncia (mais de 1000 Hz).

Este objectivo & alcancado, segundo um
processo do tipo indicado na introdugdo, por um procedimento

em que se evapora um volume parcial do liguido na cémara
de jactos e se expande durante um curto periodo a fim de
ejectar cada quantidade do liquido através do bico.

A tecnologia em que se baseia o0 processo
de acordo com a presente invenc3o é conhecida para impresso-

ras de computadores, onde é conhecida comc técnica de jacto

de bolha. Np quadro da presente inveng3o estabeleceu~-se
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surpreendentemente que esta técnica de'impresséo pode ser
transferida para a aplicag3o de liquidos analiticos.

Verificou=se que a utilizagdo desta
téenica para liquidos analiticos é excepcionalmente vanta-
josa. Em particular & possivel fabricar de forma econdmica
de bico descartivel que contém o liquido analitico (especiald
mente reagentes ou liguidos de calibragdo) sob forma pré-
-embalada. Deste modo é possivel uma simplificag¥o e um

aper feigoamentos significativos no campo da andlise auto-
matica, conforme se ilustra mais em pormenor seguidamente.

Em comparagdo com o pedido de Patente
EP-A-~119 573, no qual ji se mencionou a possibilidade de
"elementos de bombagem" descartdveis com reagentes pré-emba-
lados, a solugdo de acordo com a presente invengdo caracte-
riza-se especialmente pelo facto de que n¥o s¥o quaisquer
necessarias pecas mecénicas mdveis, obtendo~se como resul-
tado uma maior seguranca. Para além disso, & possivel
preparar quantidades muito pequenas de liguido como uma
frequéncia comparavelmente elevada.

Em comparagdo com o pedido de Patente
EP-A-268 237, obtem-se uma simplificagdo aprecidvel em termos
de construg@o. Os custos de fabrico s3o consideravelmente
inferiores. A limpeza da clmara de jactos que & necessiria
no método piezoeléctrico j4 n3o & aplicdvel.

O facto de que a técnica do jacto

de bolha n3o tenha ainda sido recomendado para a aplicag3o
quantificada de liquidos analiticos bioquimicos, apesar des~
tas vantagens signifié¢ativas, pode ser atribuido & circuns-
téncia de esta técnica necessitar de um aguecimento muito
forte do liguido analitico. Existe por conseguinte o risco
de que as macromoléculas contidas no liquido, especialmente
as substéncias proteicas, possam ser danificadas irreversi-

velmente na sua fungdo ou de que possa ocorrer desnaturag3o
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ou formagdo de agregados, o que pode bloguear os bicos.
Surpreendentemente, no entanto, verificou-se que no quadro
da presente inveng3o os efeitos sobre o liquido analitico
que estid associado com.a técnica de jacto de bolha nfo re-
presentam qualquer dano de significado prético para as macro-
moléculas contidas no liquido ou qualquer problema de quan-
tificagBo. Deste modo, por exemplo, experiéncias compara-
tivas em que @e determinou a actividade enzimitica numa
quantidade determinada de solugdo, antes do processamento

da solug¥o usando o método de acordo com a presente invencgZo,
deram como resultado que se recuperou mais de 90 % da acti-
vidade original apbs a aplicagZo a um alvo.

Por meio do ensaio de varios ligquidos

anal{ticos obteve-se surpreendentemente o resultado de
gque é possivel trabalhar numa gama de viscosidade relativa-
mente ampla (aproximadamente entre 1 centistoke e mais de

10 centistokes). Este facto é particularmente vantajoso em
comparagd3o com as aplicagSes de liguidos analiticos ante-
riormente conhecidos de jacto de tinta, uma vez que se obser~
vou uma gama de viscosidade muito mais estreita no Gltimo
caso. Mesmo no que diz respeito & tens3o superficial que
pode ser influenciado pelo adig3o de detergentes ou de sol-
ventes seleccionados, provou-se surpreendentemente que o pro=-
cesso de acordo com a presente inveng3o é pouco critico em
comparac®o com a técnica conhecida.

A presente inveng3o é ilustrada wais em
pormenor com o auxilio de um Exemplo que é representado es-
quematicamente nas Figuras:

A Figura 1 é um diagrama bésico - par-
cialmente sob a forma de um diagrama
de blocos = de um dispositivo para a
preparag3o de elementos analiticos;
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A Figura 2 é um diagrama bésico na

perspectiva de um analisador automitico
com base na presente invengdo,

A Figura 3 é uma vista superior que
mostra um dominio de reagentes de um

elemento analitico, e

A Tigura 4 apresenta duas curvas de
calibragdo relativas ao Exemplo 4.

A Figura 1 mostra como os reagentes
1iquidos podem ser aplicados ao dominio de reagentes 1 de um
elemento analitico 2 sob a forma de um padrdo pré-determinado
de compartimentos. O termo "compartimento" significa um subdo-~
minio delimitado. Sjtuada sobre o dominio de reagentes 1
fica uma cabega de jactos, marcada no seu conjunto pelo ni-
mero 3, com a cdmara de jactos 4 e um bico 5. Na clmara de
jactos 4, encontra-se um elemento de agquecimento 7 que est
em contacto térmico com um 1iquido analftico 6 contido na
camara de jacto 4. Comandada por uma unidade de comando 8,

aplica~se uma corrente pulsada ao elemento de aquecimento

7 por meio de um gerador de pulsos 7 e de um amplificador 10,
de cada vez que se pretende ejectar uma quantidade do liqui-
do analitico 6 pelo bico 5. Forma-se muito rapidamente uma
bolha de vapor 11 (num periodo de cerca de 200 us) e a
expansdo desta bolha provoca a ejecgdo de uma gota de liquido
através do bico 5. A clmara de jactos 4 estd ligada, atravéds
de uma linha 12 com um filtro 13, e um reservatdrio 14 do
1iguido analitico 6. A cabega de jactos 3, o filtro 13 e o
reservatério 14 podem ser acomodados num conjunto descarté-
vel (unidade do jacto).

Com o auxilio de um mecanismo de direc-
cionamento X-Y¥ 15, também comandado pela unidade de comando 8,
e de uma mesa de posicionamento 16, o elemento de anilise

2 pode ser posicionado segundo as duas direcgBes do plano do
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domfnio dos reagentes 1 de modo gue as quantidades do rea-~
gente lihuido ejectadas sucessivamente pelo bico formem um
padrfo pré-determinado. Convém notar que a cabega de jactos
3 pode também ser movimentada de modo apropriado, seja como
alternativa ou em conjunto com o movimento referido.

Na Figura 1, postra-se uma cabega de

jacto 3 com um nico elemento de aquecimento 7 e um bico 5.
No entanto & vantajosc que se usem cabegas de jactos com
virios bicos (normalmente 9, 12 ou 24 bicos) como as que sdo

geralmente utilizadas para os processos de impress3o por
jacto de tinta. Deste modo torna-se possivel reduzir o movi-
mento do elemento de andlise 2 necessirio para produzir um
padr3c pré-determinado e aumentar a eficigncia de guantifica-
¢3o. Em particular, & possivel produzir um padr3o bidimensio-
nal do liguido analitico 6 sobre o dominioc dos reagentes 1
por meio do movimento do elemento de andlise 2 relativamente
d cabega de jactos 3 numa Gnica direcgdo.

Bvidentemente que quando se usa uma
cabega de jactos 3 com vdrios canais, o gerador de pulsos 9
e o amplificador 10 s3o, de modo correspondente. do tipoc mul-
ti-canal.

Para além das caracteristicas especifi-
cas descritas, podem ser usados na presente invengdo os ele-
mentos estruturais conhecidos para a técnica de jacto de bo-
lha. Por conseguinte n3oc é necessdrio entrar em pormenores
estruturais do dispositivo, especialmente da clmara de jac-
tos, dos bicos ou dos elementos de aquecimento. Esta informa-
¢do pode ser encontrada na literatura das impressoras de jac-
to de bolha,

Conforme se explicou anteriormente,
é uma vantagem particular da presente inveng®o o facto de
ser possivel fabricar uma unidade de jacto a um custo de tal

modo econdmico que pode projectar-se sob a forma de um ele-
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mento descartivel contendo uma dose de liquido analitico
pronta para usar (pré-acondicionada pelo fabricante). Deste
modo eliminaw-se as fases de manuseamento que agravam o
custo quando se efectuam as andlises com os aparelhos correg
pondentes. Assim, com.um gasto relativamente reduzido na
construgfio, é possivel proporcionar sistemas de andlise
(constituidos pelo aparelho e por reagentes especificos
adequados) que s3o excepcionalmente versdteis e ficeis de
preparar. Na Figura 2 & apresentado um destes sistemas como
exemplo.

O elemento de andlise usado no aparelho
apresentado na Figura 2 é uma banda 20 constituida por um
material de suporte do reagente adeqguado, por exemplo papel

ou uma pelicula de pléstico. Este elemento & fornecido &
medida das necessidades por um rolo de alimentac3o 21 a

um rolo tractor 22. Situados por cima da banda 20, numa esta-
¢do de quantificag¥o do reagente 23, estZo virios suportes
24 na parte lateral do aparelho, que cooperam com os elemen-
tos de fixagdo 27 na unidade de jactos 25 para colocar este
de modo intercambidvel em posicBes definidas sobre a banda
20. Existem contactos eléctricos 24a e 25a nos suportes 24

e nas unidades de jactos 25 para efectuar uma ligag¥o eléc-
trica entre o aparelho e uma unidade de jactos inserida no
suporte 24. '

Na direcgdo do movimento da banda 20

(flecha 26), a jusante da estag%o de quantificag¥o do rea-

gente 23, situam~se outras unidades de processamento; no
caso ilustrado existe uma unidade de guantificag¥o da amos-

tra 28, duas unidades de lavagem 29a e 29b, outra estagdo
de quantificag¥o de reagentes 31 e uma unidade de medida 30.

O procedimento de andlise inicia-se com
a aplicag3o de ligquidos analiticos, especialmente de reagen-
tes, a banda 20 através de uma ou de vArias unidades de

jacto 25 da estag¥o de quantificag¥o do reagente 23, forman-
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do dominios de reagentes 32 sobre a banda. A fim de assegu—
rar a &rea pretendida dos dominios de reagentes 32 perpendi-
cularmente & direcg®o do movimento 26, as unidades de jacto
25 possuem vArios bicos adjacentes nas cabegas de jactos 3.
Para além disto ou como alternativa, pode prever-se um movie
mento por meio de um mecanismo (n¥o representado) transver-

salmente & direcg3o do movimento 26 da banda 20.

A unidade de quantificag®o da amostra 28
fornece uma dose de amostra. Quando necessirio, & possivel

efectuar lavagens intermédias com asunidades de lavagem

29a e 29b. A estag¥o de quantificagdo de reagente 31 possibi-
lita a quantificag3o de outro reagente. A finalidade da uni-
dade de medida 30 & medir um pardmetro fisico caracteristico
da anilise, por exemplo a reflectincia éptica ou a fluorescén-
cia a um comprimento de onda de medida determinado.

N30 se discutem na presente memdria
descritiva outros pormenores ou possiveis variantes do pro-
cesso. A presente inveng3do pode ser usada num grande nGmero
de utilizagBes diferentes (por exemplo, imunoandlise hetero-
géneae, determinagBes enzimiticas, etc) em que se faz passar
um elemento de andlise, apds aplicagZo de um reagente liqui-
do, por um processo continuo para uma estaglo de deposigdo
de amostra, se faz contactar uma amostra com o dominio de
reacgdo e se mede uma alteragBo fisicamente mensurdvel que
ocorre como consequincia da reacg¥o entre a amostra e o rea-
gente, BEste procedimento j& foi proposto, especialmente na
Patente US 3 526 480, que se A4 como aqui reproduzida.

Uma caracteristica decisiva da presente
inveng¥o reside em que, no que se refere ao fornecimento de

reagente, é possivel uma adaptac®o muito simples e flexivel
aos requisitos da andlise particular que se pretende efectuar.
Deste modo, mudando simplesmente as unidades de jactos 25, o
aparelho pode ser adaptado a diferentes andlises, trabalhando

com diferentes reagentes, sem necessidade de mudar contento-
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res de reagentes ou de lavar os tubos de alimentag®o e os
sistemas de medida usados em sistemas convencionais. A
disposic¥o de vlrios suportes de elementos de jacto ao longo
do caminho de um elemento de andlise conduzido pelas fases
sucessivas de um processo continuo torna possivel, por um
lado, dosear diversos reagentes diferentes em momentos di-
ferentes e, por outro lado, mesmo para um Gnico reagente,
adpatar facilmente o intervalo de tempo para a aplicagdo ao
elemento de anflise e a disposic¥o da amostra aos requisitos

especificos.

Até agora apenas tinha sido possivel uma
disposigdo de tanta simplicidade mediante a utilizac3o de
elementos de andlise pré-preparados como os usados normalmen-
te aos bob a forma externa de tiras de andlise ou de placas
de anilise. No entanto, nestes casos tornava-se necessirio
um mecanismo de movimentag8o caro para os elementos de andli-
se. Para além disso, os elementos de andlise tinham de ser

conservados durante periodos prolongados entre o fabrico e
a utilizag¥o. Tendo em consideragBo a problemitica estabili-
dade durante o armazenamento destes elementos de andlise,
resulta desta circunstancia um custo elevado. Em virtude da
presente inveng¢3o, o elemento de anilise com um dominio de
reagentes que contém a combinagdo de reagentes pretendida
pode ser facilmente preparado de fresco imediatamente antes

de usar (isto &, antes de se depositar a amostra).

O elemento de andlise transportado de
forma continua n3o tem necessariamente de ter a forma de uma

banda. Em fun¢%o dos requisitos de andlise, serd tambdm

possivel usar pequenos reactores, por exemplo sob a forma de
placas de pléstico com alvéolos ligados entre si ou de outra

forma de suportes de reagentes transportiveis.

A presente inveng30 pode ser utilizada
com vantagem para a aplicag8o de uma grande variedade de

reagentdés convencionais empregues em quimica clinica a um su-
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porte sdlido. Por exemplo, é possivel aplicar enzimas,
substratos ou outros componentes solliveis reactivos a um su-
porte de tal modo que seja ficil fazer a respectiva eluigdo

a fim de reagirem na fase liquida. No entanto, a presente
invengdo pode também ser usada com vantagem para a aplica-
¢3¥3o de reagentes que estfo ligados ao suporte (especialmen-
te anticorpos, antigenes, etc.). Por fim, pode ser convenien-
te que os componentes da reacgdo sejam aplicados em primeiro
lugar por outros métodos & superficie do suporte a que se
efectua a aplicagd3o pelo processo de acordo com a presente
invengd0. Deste modo, por exemplo, & possivel proporcionar um
mterial de suporte numa grande superficie com um revestimento
superficial contendo eamtreptavidina, sobre o qual se aplicam
selectiva e especificamente reagentes biotinilados, sendo os
preferidos reagentes ligados ao suporte por meio de ligacdes
biotina-estreptavidina, S%o descritos mais pormenores no
pedido de Pgtente Alem3 "Analiseelement und Verfahren zu
seiner Herstellung" ("Elemento de andlise e processo para

a sua preparagdo") ("Processo do Agente de Patente BM
3382/00/DE), depositada simultaneamente, que se dd como

aqui reproduzida.

Sg, usando o processo de acordo com a

presente invengdo, se aplicam vdrios reagentes ligquidos dife-
rentes a um dominio de reagentes, & vantajoso escolher o
padrdo de aplicagdo de tal modo que os compartimentos produ-
zidos por quantidades dos diferentes reagentes liquidos n3o
venhain a entrar em contacto entre si. Isto aplica -se
especialmente se os reagentes contidos nos liguidos inter-
ferem entre si (pelo menos no estado liquido). Neste caso,

as quantidades dos diferentes reagentes liquidos formam de
preferéncia um padr8o de compartimentos em alternincia de
modo a que figquem adjacentes mas separados por intervalos. A
este respeito faz-se novamente referéncia ao pedido de Paten-
te referido depositado simultaneamente.

Este padr3o de compartimentos & apresen-
tado na Figura 3.
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- se usou um compartimento alternadamente em cada dois que se

No Exemplo ilustrado, as guantidades
de reagente liguido formam vdrias filas de compartimentos

umas ds outras, sendo cada rodela produzida por uma quanti-

dade do reagente ligquido. Para o caso em que o reagente 1i-
qguido é aplicado ao suporte segundo um processo continuo,

como se mostra na Figura 2, os diferentes compartimentos
com a mesma composig8o de reagente podem ser ejectados de

modo conveniente a partir de bicos diferentes da mesma uni-

dade de jactos 25. A direcgBo do movimento & paralelo as
colunas (flecha 26) neste caso.

As letras inscritas na parte superior
da Figumra 3 indicam trés conjuntos diferentes - A, B e C =
de compartimentos 35, contendo os compartimentos 35 no mesmo
conjunto os mesmos reagentes e diferindo os reagentes em
conjuntos diferentes na sua composig¥o quimica.

Também podem ser usadas outras disposi-
¢8es de rodelas em vez de filas alternadas. Em especial.
pode ser conveniente um padr3o de manchas constituido por

rodelas que n3o se sobreponham mutuvamente (de tal forma gque
cada rodela forme um compartimento).

No Bxemplo ilustrado, as rodelas em
cada compartimento est¥o afastadas pouco mais de 0,1 mm. A
disté&ncia entre os compartimentos é de cerca de 0, 26 mm. Sé

podiam produzir pela técnica de impress3o. Em principio, a
dist8ncia entre as rodelas pode ser ainda menor.

No quadro da presente inveng3o verifi-
cou~se que uma disposigdo densa como a descrita, produida
pelo progesso. de acordo com a presente inveng3o, de rodelas
constituidas por reagentes liguidos diferentes torna possivel
em muitos casos realizar de modo vantajoso virios procedimen-
tos analiticos. Até ao presente quando se usavam reagentes
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diferentes mutuamente incompativeis num elemento de and-
lise, estes reagentes eram integrados em camadas diferentes
de um elemento de andlise de multicamada, sendo estas ca-
madas preparadas separadamente e em seguida cowbinadas en-
tre si e sendo aplicadas sucessivamente a uma camada de
base num processo de deposig3o de camadas. De facto, j&
foi proposto na Patente DE-C2-27 29 333 a aplicag3do de rea-
gentes mutuamente incompativeis sobre uma superficie pelo
processo de impress¥o de serigrafia de modo a que as &reas
de aplicag3o sejam alternadas. No entanto esta técnica co-
nhecida é cara e necessita de tempos de reacgdo prolongados.
O  processo de acordo com a presente inveng3o torna possivel
a produgdo de disténcias t3o pequenss entre as rodelas
que, apds aplicag¥o da amostra, os diferentes reagentes
misturam-se rapidamente e a mistura é virtualmente completa
permitindo uma reacgdo homogénea.

Os exemplos que se seguem destinam-
-se a elucidar mais completamente a presente inveng3o.

Exemplo 1:

Substituiu-se a tinta da cabecga de
uma impressora de jacto de tinta funcionando de acordo
com o principio do jacto de bolha (Hewlett-Packard Quiet

Jet plus) por uma soluc3o de corante de tartrizina.

Dados da cabega de impressdo:

- 12 jactos dispostos em fila

- didmetro das gotas: cerca de 75 um

- menor quantidade mensurivel (1
gota)s 230 picolitros

- mixima densidade de impress3o por

fase de impressdos 75,6 x 75,6

gotas/cm2 (192 x 192 gotas/pole-
2

gada”)




Esta cabega de impress3o é acomodada

em conjunto com um reservatdério de tinta num conjunto remo-
vivel. A cabega de impressdo é comandada por meio de um
copputador pessoal com o auxilio de um programa de comando
em Basic.

Mediram~se volumes de entre 0,1 e
5 ul da solugdo do corante (40 mg/ml de tartrazina em tamp3o
de fosfato de sbédio 40 mM (NaPB) de pH 7,4) para tubos de
ensaio para cada um dos quais se tinham previamente pipetado
2 ml de égua destilada. Em seguida misturaram-se cuidadosa-
mente os componentes num analisador, comercial (ES 22 da
Boehringer Mannheim GmbH) e mediu-se a exting3o a 405 nm.
Efectuaram-se 15 determinag®es a fim de calcular a precis3o
da medida do volume. Os resultados s3o apresentados no
Quadro 1.

Exemplo 23

Neste Exemplos, mediu-se de modo ani-
logo ao do Exemplo 1 uma solugdo de 0,5 mg/ml da enzima pero-
xidase em NaPB 40 mM de pH 7,4, com 3% em peso de polivinil-
pirrolidona e 0,0l % em peso de Triton-X-100. Neste caso,
cada um dos tubos j& continha 2 ml de solugdo de substrato
ABTS(R) (1,9 mmolYq de 2,2'-azinodi/ 3-etilbenzotiazolidina-
-6-sulfonato_/ de diaminio; 100 mmol/l de tamp3o de fosfato/
/citrato de pH 4,4; 2,2 mmol/l de perborato de sbdio). Os
volumes medidos situavam-se entre 0,23 e 80 nl. Determina-
ram-se de modo andlogo ao do Exemplo 1 as extingdes e a
precis3o da medig3o dos liquidos.

Os resultados do Exemplo 2 s3o0 apresen-
tados no Quadro 2.

- 14 -




Quadro 13

VOLUME ( ul) 0,1 0,2 0,6 2 5
cv (%) 1,4 0,96 0,63 0,57 0,65
Quadro 23

VOLUME (nl) 0, 23 0,46 1 20 80
cv (%) 7,77 4,95 3,84 4,1 1,98

Nos dois quadros indicam~se o volume
nominal e o coeficiente de variag3o CV. Os valores de CV,
due se baseiam em 15 medigBes em cada caso, mostram que a
precisdo da medigd3o (relativamente aos volumes muito peque—~
nos) é excelente,

Exemplo 3:

Processou~se com uma cabega de impres-

530 de modo correspondente ao dos Exemplos 1 e 2 um reagente
1iguido com a composic3o seguinte:

tris.HdCl 100 mM de pH 7.9

dcido tribromo~hidroxibenzdico 15 mM

hidrazona de 3-metil~2-benzo-(2'-sulfo)-
~-tiazolinona 5 mM

oxidase de sarcosine a 50 U/ml

peroxidase a 10 U/ml

Aplicou-se a solug%o de revestimento
a um papel absorvente com a mixima densidade de impress3o
(75,6 x 75,6 gotas/cm2 (192 x 192 gotas/polegadaz), produzin-
do seis dominios de reagentes separados. Repetiu-se a aplica-
¢do trés veZes, sendo a quantidade total de liquido aplicado
de cerca de 3,9 ,nl/cmz. Secou-se em seguida o papel & tem-
peratura ambiente (cerca de 30 min) ou aplicou-se a amostra
imediatamente.

- 15 -~
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Se se aplicar 1 ul de amostra com con-
centrag3o de sarcosina varifveis entre O e 100 mM a cada
um dos seis dominios de reagentes, produz~se uma alteracdo
de cor bem graduada apds cerca de 1 min, a qual pode ser
calibrada e quantificada de modo convencional por fotometria
de reflectdncia. O limite de detecgdo visual é de cerca de
10 ng de sarcosina/ ul.

Este Exemplo mostra gque, de acordo com
a presente inveng¥o, pode facilmente preparar-se mesmo um
elemento de andlise trabalhando com quantidades relativamen-
te elevadas de reagentes para um ensaio enzimitico. Em com-
parag¥o com as andlises convencionais, h& uma poupanga si-
gnificativa Ge reagente e & possivel trabalhar com uma quan-
tidade mmito reduzida de amostra. O lipite minimo de detec—
¢3o mostra que n3¥o houve virtualmente perda de actividade
enzimdtica.

Exenplo 4:

ifectuaram-se andlises da hormona da
tirdide TSH por um lado com um sistema de imunoandlise
convencional (sistema enzimdtico ES 22 da Boehringer
Mannheim GmbH, Experiéncia A) e por outro lado com um sis-—
tema modificado de acordo com a presente invenc@o (Experién-
cia B). Ag vlrias fases da Experiéncia B foram efectuadas
do modo seguinte:

a) Usaram-se tubos de poliestireno revestidos de es-
treptavidina (preparada de acordo com EP-A-0344578).
Pipetaram~se para cada tubo 100 /pl da amostra ou
de padrdo.

b) Aplicaram-se, usando uma cabega de impress3o como
as dos Exemplos 1 a 3, 10 /pl de uma solugdo de con-
jugado previamente filtrada através de um filtro de

0,8 um. A solugZo de conjugado continha 18 U/ml de
- 16 -




c)

d)

e)

£)

g)

h)

¢do (Bxperiéncia A) as fases b e ¢ foram combinadas. Neste
caso, adicionou~se o conjugado da fase b numa concentragdo
de 18 U/ml no tamp3o de incubag3o descrito na fase c. Adi-
cionou~-se 1 ml desta solug3o combinada por meio da unidade
de quantificagdo do referido sistema.

um conjugado constituido por um anticorpo monoclo-
nal dirigido contra TSH (ECACC 87122202) e peroxidase

em tamp3o de fosfato de sbédio (NaPB) 80 mM de pH
Te4.

1 min apds a adi¢3o do mnjugado, adicionaram~se ao
referido sistema por meio da unidade de quantificag¥o
1 ml de tamp3o de incubag3o (NaPB 80 mM de pH 7,4

com 1250 /ug/ml de um anticorpo monoclonal biotinila-
do dirigido contra TSH (ECACC 87122201), 2 g/l de
albumina de soro dé@ bovino e 1 g/l de IgG de bovino).
(A biotinilag8o do anticorpo fol efectuada de acor-
do com JACS 100 (1978, 3585-3590) por reacgdo com

N-hidroxissuccinimidobiotina numa proporgdo de 10:l.)

Incubou~se em seguida a mistura durante 60 min.
Efectuaram~se 5 ciclos de lavagem, cada um constitui-
do por aspiragdo da solugdo reagente e adigdo de

dgua da torneira, por meio da unidade de quantifica-

¢330 do sistema usado.

Pipetou-se, novamente por meio da unidade de quantifi-
cagdo, 1 ml de solugdo de substrato de Enzymun-A(R).

Incubou~se a mistura durante 30 min.
Mediu~se a exting3o da solugdo de substrato a 405
nm usando o dispositivo de medida fotométrica do

gsistema.

Na experiéncia convencional de compara-

- 17 -




A calibrag®o foi efectuada com padrdes

convencionais desde O até 51,1 U de TSH/ml.

Ruadro 3:

i

Precisdo/recuperagdo Experignecia B Experiéneia A
do soro do branco

x ( aU/ml) 1,8 1,99
cvV (%) 3,1 2,9
x ( pU/ml) 5,74 6, 26
CV (%) 4,8 3,2

O Quadro 3 apresenta os resultados de

dois volumes nominais diferentes (1,9 /uU/ml e 6,0 /uU/ml con

12 medigBes em cada caso, por um lado com o procedimento mo-

dificado dé acordo com a presente invenc¥o e poroutro lado de

acordo com a experiéncia de comparacdo. Foram obtidos resul-

tados comparéveis no que refere-se & precis8o e & recuperac¢3o

do valor nominal.

A Figura A apresenta as curvas de cali-
brag8o para as Experigncias A e B, isto &, a exting3o E em

fungdo da concentrag8o das solugBes padrdo. O facto de que
as duas curvas concordam com grande precis¥o é mais uma evi-
déncia de que as propriedades das solugcBes que contém as
proteinas, nomeadamente do conjugado anticorpo-enzima no
presente caso, ndo sofre virtualmente alterag¢des por aplica-
¢d0 usando o processo de acordo com a presente invencdo.

Este resultado prova especialmente gue
0 processo de acordo com a presente invenc3io é adequado para
a quantificagdo de quantidades muito pequenas de reagente
1iguido, uma vez que a TSH a analisar estava presente numa
concentrag3do extremamente reduzida.

- 18 -
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REIVINDICACOES
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Processo para a aplicag3o quantificada
de um liguido analitico bioguimico a um alvo em que o 1i-
quido é ejectado em pequenas quantidades sobre o alvo atra-
vés de um bico de uma clmara de formag3o de jacto caracteri-
zado por se evaporar um volume parcial de liquido na clmara
de formag%o de jacto e expandir durande um curto periodo a

fim de ejectar cada guantidade do liquido através de um bico.

- 28 -

Processo de acordo com a reivindicagdo
1 caracterizado por o liquido analitico ser um reagente 1i-
guido.

- 32 -

Processo de acordo com qualguer das
reivindicag@es 1 ou 2 caracterizado por o liquido analitico
conter uma proteina, especialmente uma protéina com capaci-
dade de ligag3o, uma enzima, um anticorpo, um conjugado anti-

corpoenzima, um antigénio, um hepteno ou um substrato.

- 48 .

Processo de acordo com qualguer das
reivindicagBes anteriores caracterizado por o alvo ser um

recipiente de reacg3o no qual se introduz o liquido analiti-
co.
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Processo de acordo com qualquer das
reivindicag®es 2 ou 3 caracterizado por o alvo ser uma
regi%o de reagente de um elemento de andlise, se ejecta-

rem sucessivamente virias quantidades do reagente ligquido e
o bico e o elemento de anilise se moverem um em relag3o ao
outro de tal modo que as gotas produzidas pelas guantidades
do reagente liguido na regiZo do reagente formam um padrdo

pré-determinado de compartimentos na regi®io do reagente.

- 68 -

FProcesso de acordo com a reivindicag3o
5 caracterizado por o elemento de andlise, apds aplicag3o do
reagente liguido, ser conduzido de modo continuo para uma
estagdo de fornecimento de amostras, se fazer contactar uma
amostra com a regifio de reagente e se medir uma alteracg3o

fisicamente mensurdvel como consequéncia da reaccdo entre
a amostra e o reagente,

- 78

Processo de acordo com qualquer das rei-
vindicagBes 5 ou 6 caracterizado por se ejectarem virios
reagentes liguidos diferentes de uma clmara de formacdo de

jactos separada através de bicos separados.

i
0
14
!

Processo de acordo com a reivindicag¢3o
7 caractérizado por n¥o haver praticamente contacto entre
os compartimentos produzidos por gquantidades de diferentes

reagentes ligquidos no padrZ¥o pré-determinado.
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Processo de acordo com a reivindica-
¢do 8 caracterizado por as quantidades dos diferentes rea-
gentes liquidos formarem um padrdo de gotas alternadas
no gual as quantidades dos diferentes reagentes liquidos
se encontram adjacentes mas separadas por intervalos.

- 102 -

Processo de acordo com qualquer das
reivindicag®es 5 a 9 caracterizado por uma gota produzida
por uma quantidade de um reagente liquido na regido de rea-

gente ter uma superficie de menos de 2 mmz.

- 112 -

Dispositivo para aplicag3o quantifi-
cada de um ligquido analitico bioquimico a um alvo em que o
1iguido bioquimico se encontra contido numa cAmara de for-
magdo de jacto de um elemento descartivel de formac3o de
jacto (25) muniio de um bico (5) pré-embalado pelo fabri-
cante caracterizado por a clmara de formagdo de jacto (4)
ter um elemento de aquecimento (11) em contacto térmico com
o liguido por meio do qual se pode evaporar um volume par-
cial do liguido analitico (6) e expandir durante um curto
periodo a fim de ejectar uma quantidade do liquido anali-
tico (6) através do bico (5) e existir um elemento de fixa-
¢80 (27) e contactos eléctricos (25a) no exterior do elemen-
to do bico (25) para ligag8o intercambidvel meclnica e
eléctrica do elemento do bico a um analisador.
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A requerente reivindica a prioridade
do pedido de patente alemd apreszntado em 2 de Agosto de
1990, sob o N2, P 40 24 545.4.

Lisboa, 31 de Julho de 1991

1 GFIOTI L, T8 PROTTENHADT INGUSTRIAT,
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RESUMO

"PROCESSO E DISPOSITIVO PARA A APLICAGAO QUANTIFICADA DE UM
LIQUIDO ANALITICO BIOQUIMICO A UM ALVO"

A invengdo refere-se a um processo pa-
ra a aplicag¥o quantificada de um liquido analitico bioquimi-
co a um alvo em que o liguido é ejectado em pequenas quantida-
des sobre o alvo através de um bico de uma clmara de forma-
¢¥o de jacto em que se evapora um volume parcial do liguido
na cémara de formag3o de jacto e expande durante um turto

periodo a fim de ejectar cada quantidade do liguido através

de um bico.
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