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“DISPOSITIVO DE ENSAIO COMBINADO COM DISPOSITIVO DE
LEITURA, E, METODO DE REALIZACAO DE UM ENSAIO PARA
DETERMINAR A PRESENCA E/OU EXTENSAO DE UM ANALITO EM
UMA AMOSTRA DE LIQUIDO”

Campo da invencao

A presente invencao refere-se a um dispositivo de ensaio, kit €
método para determinar a presenca ou extensao de um analito. Em particular,
ela refere-se a determinacdo de um analito sobre uma faixa de concentracao
estendida.

Antecedentes da invencao

Dispositivos de ensaio imunolégico de fluxo lateral tnico
foram desenvolvidos e comercializados para a deteccdo de analitos em
amostras de fluido, ver, por exemplo, a EP 291194. Tais dispositivos
tipicamente compreendem um suporte poroso compreendendo um reagente de
ligacdo rotulado, imobilizdvel, secado, e capaz de ligar-se ao analito em
questao, e um reagente de ligacdo imobilizado também capaz de ligar-se ao
analito provida em uma zona de detec¢do a jusante do reagente de ligacao
rotulado. A detecgcdo do reagente de ligacdo rotulado, imobilizado, na zona
de deteccdo, prové uma indicag¢do da presenca de analito na amostra.
Alternativamente, quando o analito em interesse é um hapteno, o dispositivo
de ensaio imunolégico pode empregar uma reagdo de competicio em que um
analito, rotulada, ou andlogo de analito, rotulado, compete com analito
presente na amostra para um reagente de ligacdo imobilizado em uma zona de
deteccdo. Alternativamente, o dispositivo de ensaio pode empregar uma
reacdo de inibicdo, por meio da qual uma substincia imobilizada a ser
analisada ou andlogo de analito é provida em uma zona de detec¢do, o
dispositivo de ensaio compreendendo um reagente de ligacdo rotulado,

mobilizavel, para o analito.
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Um dispositivo de ensaio pode determinar mais que um
analito. Por exemplo, no caso de ensaios para a determinagdo da presenca de
drogas ilicitas, o dispositivo pode ser capaz de determinar todo um painel de
drogas. Tais dispositivos de ensaio imunolégico de fluxo lateral sdo providos
com multiplas zonas de detecgéo, tais zonas sendo providas em um suporte de
fluxo lateral simples ou suportes de fluxo lateral multiplos.

A determinagdo do resultado do ensaio foi tradicionalmente
realizada a olho. Todavia, tais dispositivos requerem que o resultado seja
interpretado pelo usudrio, o que introduz um indesejavel grau de
subjetividade.

Como tais, dispositivos digitais foram desenvolvidos,
compreendendo um meio de detec¢do Optico arranjado para determinar o
resultado do ensaio bem como um meio de exibig8o para exibir o resultado do
ensaio. Leitores de ensaio digital para uso em combinag¢io com tiras de teste
de ensaio para determinar a concentraggo e/ou quantidade de analito em uma
amostra de fluido sdo conhecidos com dispositivos de ensaio que
compreendem um leitor de ensaio digital integral.

Luz a partir de uma fonte de luz, tal como um diodo de
emissdo de luz (LED), ¢ iluminada sobre uma porg¢éo do suporte poroso e ou
luz refletida ou luz transmitida € detectada por meio de um fotodetector.
Tipicamente, o leitor tera mais que um LED para iluminar varias zonas do
suporte, e um correspondente fotodetector é provido para cada da pluralidade
de LEDS. A EP 1484601 revela um arranjo 6ptico para um dispositivo de
leitura digitaI de tira de teste de fluxo lateral compreendendo um arranjo de
defletor que permite a possibilidade de reduzir o um de fotodetectores no
dispositivo.

Tais dispositivos sdo freqlientemente projetados para serem de
uso unico e, por conseguinte, é desejavel manter os custos de tais dispositivos

tdo baixos quanto possivel, especialmente onde caros componentes opticos e
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eletrénicos sdo envolvidos.

Sumario da invencao

E um objetivo, de acordo com um aspecto da invengao, prover
um dispositivo de ensaio tendo um ou mais zonas compartilhadas que
permitem uma redugdo no numero de componentes opticos que sdo requeridos
para um dispositivo de ensaio compreendendo dois ou mais trajetos de fluxo
de ensaio.

De acordo com um primeiro aspecto, a invengdo prové um
dispositivo de ensaio para determinar a presenga e/ou extensdo de um ou mais
analitos em uma amostra de liquido compreendendo:

a) primeiro e segundo ensaios, cada compreendendo um trajeto
de fluxo tendo uma zona de detecg@o para imobilizar um reagente de ligagdo
rotulado, em que detec¢do de um reagente de ligagdo rotulado em uma ou
ambas as zonas de detecgdo ¢ indicativa da presenga e/ou extensdo de um ou
mais analitos;

b) uma zona de referéncia compartilhada;

c) uma ou mais fontes de luz para iluminar as zonas de
deteccéo e a zona de referéncia,

d) um ou mais fotodetectores para detectar luz a partir das
zonas de deteccdo e da zona de referéncia, detector/s este/s que geram um
sinal cuja magnitude é relacionada com a quantidade de luz detectada; e

e) meios de processamento de sinal para processar sinais a
partir do/s fotodetector/es.

E um outro objetivo da invengfio prover um leitor de ensaio
para uso com uma ou mais tiras de teste de ensaio compreendendo dois ou
mais trajetos de fluxo de ensaio, o leitor de ensaio tendo uma reducdo no
numero de componentes Opticos que sdo tipicamente requeridos.

De acordo com um segundo aspecto, a invengdo prové um

leitor de ensaio para ler o resultado de primeiro e segundo ensaios, cada
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compreendendo um trajeto de fluxo, cada trajeto de fluxo compreendendo
uma zona de detecgdo para imobilizar reagente de ligacdo rotulado, em que
detecgdo de reagente de ligagdo rotulado em uma ou ambas as zonas de
detecgdo sdo indicativas da presenga e/ou extensdo de um ou mais analitos, e
uma zona de referéncia compartilhada; dito leitor de ensaio compreendendo:

a) uma ou mais fontes de luz para iluminar as zonas de
detecgdo, e a zona de referéncia compartilhada;

b) um ou mais fotodetectores para detectar luz a partir das
zonas de detecgdo e da zona de referéncia, fotodetector/es este/s que gera/m
um sinal, cuja magnitude deste sinal é relacionada com a quantidade de luz
detectada; e

c) meios de processamento de sinal para processar sinais a
partir do/s fotodetector/es, em que o sinal obtido da zona de referéncia
compartilhada é usado para compensar os valores dos sinais obtidos a partir
das zonas de deteccio.

Preferivelmente, os ensaios em que o leitor é operavel para ler
sdo realizados uma ou mais tiras de teste de ensaio compreendendo primeiro e
segundo trajetos de fluxo, cada compreendendo uma respectiva zona de ditas
zonas de detecgdo.

O primeiro e/ou segundo ensaios podem compreender um
reagente de ligacdo rotulado provido em uma forma imobilizavel a montante
da zona de detec¢do em um estado seco antes do uso do dispositivo.

A zona de referéncia compartilhada pode ser composta como
parte ou do primeiro ou do segundo ensaio. Alternativamente, a zona de
referéncia pode ser provida em um trajeto de fluxo subsididrio para o primeiro
e segundo ensaio. A zona de referéncia pode ser escolhida a partir da porg¢do
do trajeto de fluxo que ndo corresponde a uma zona de detecgdo, ou, onde um
reagente rotulado seco é presente a montante da zona de detecgdo, a porgdo

que ndo corresponde a onde o reagente rotulado seco é presente. A zona de
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referéncia pode ser provida a jusante ou a montante da zona de detec¢do. A
medi¢do da zona de referéncia permite a medi¢do dos niveis de fundo de luz
refletida ou transmitida a partir do trajeto de fluxo. O nivel de fundo pode ser
afetado por meio, por exemplo, da reflexdo Optica do suporte poroso, da
presenga de amostra de liquido, ou de componentes do ensaio, tais como um
reagente de ligacdo rotulado. Os niveis de luz medidos na zona de detecg¢do
podem, por conseguinte, ser corrigidos com respeito aos niveis de luz de
fundo para prover um sinal compensado, mais precisamente indicativo da
quantidade de reagente de ligag@o rotulado presente na zona de detec¢do. A
medi¢do na zona de referéncia também compensa qualquer variagdo entre

amostras de fluido aplicadas aos dispositivos de ensaio, por exemplo,

‘amostras de urina, podem variar amplamente em cor. O valor do sinal obtido

na zona de referéncia de um ensaio ¢ usado para compensar o valor do sinal
obtido na zona de detec¢cdo para o outro ensaio. Como tal, a zona de
referéncia é "compartilhada" entre ambos os ensaios. A provisdo de uma
zona de referéncia compartilhada pode reduzir o nimero de componentes
requeridos para o dispositivo de ensaio, uma vez que cada zona de referéncia
tipicamente requereria uma fonte de luz.

O conceito de uma zona de referéncia compartilhada é, ao
contrério, contra-intuitiva. A finalidade de uma medi¢do de referéncia é de
permitir variagdes nas leituras de antecedentes de sinais que podem se formar,
dentre outros, como um resultado de variagdes na composi¢do de reagente ou
de tira de ensaio. Por conseguinte, a pratica normal é usar uma zona de
referéncia separada em cada ensaio, de modo que uma medi¢do de referéncia
“dedicada” pode ser feita para cada ensaio. Os presentes inventores
verificaram, todavia, que zonas de referéncia separadas podem ser
dispensadas e, em lugar desta, uma unica zona de referéncia compartilhada
serd suficiente.

A fonte de luz é convenientemente um LED. Uma pluralidade
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de LEDs pode ser empregada. Em uma forma de concretizagdo, cada zona no
ensaio (zona de detecgdo, referéncia ou controle) € iluminada por meio de um
respectivo LED. O um ou mais fotodetectores pode convenientemente
compreender a fotodiodo. Em uma forma de concretizagdo preferida, um
unico fotodiodo ou outro fotodetector ¢ empregado. Em uma forma de
concretizagdo, estdo presentes quatro LEDs e um tinico fotodiodo.

O dispositivo de ensaio pode ainda compreender uma zona de
controle que pode ser uma Unica zona de controle provida como parte ou do
primeiro ou do segundo ensaio. Alternativamente, a zona de controle pode

ser provida em um trajeto de fluxo subsididrio para o primeiro e segundo

ensaio. A provisdo de uma Unica zona de controle reduz ainda o numero de

fontes de luz que sfo necessarias. A finalidade da zona de controle € de
indicar que o ensaio foi realizado corretamente, mais especificamente, que
amostra de fluido foi aplicada ao dispositivo e que reagente de ligagédo
rotulado se moveu ao longo do trajeto de fluxo até alguma extensdo. A zona
de controle pode ser provida a jusante da zona de detec¢do. Uma apropriada
zona de controle é revelada na EP291194 e pode compreender um reagente de
ligagcdo imobilizado para um reagente de ligagdo rotulado. Uma populagdo
separada de reagente de ligagdo rotulado pode ser provida a montante das
zonas de detector e controle, em que dita populagdo separada de reagente de
ligacdo rotulado € capaz de ser imobilizada na zona de controle, mas néo fica
imobilizada na zona de detecc@o na presen¢a ou auséncia de analito. A zona
de controle é tipicamente provida a jusante da zona de deteccdo. O sinal
obtido na zona de controle pode também ser referido com respeito ao sinal
obtido na zona de referéncia.

Assim, a medi¢8o do sinal na zona de controle prové um valor
ou indicag¢do que o teste foi realizado corretamente (ou incorretamente) para
este ensaio. Se, por exemplo, a zona de controle indicar que o teste foi

realizado corretamente de um ensaio, uma assun¢io ¢é feita, que o teste foi
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realizado corretamente no outro ensaio. Conseqilientemente, a zona de
controle pode ser imaginada como sendo "compartilhada" entre o ensaios do
dispositivo de ensaio. Como no caso de uma zona de referéncia
compartilhada, a provis@o de uma zona de controle Unica ou “compartilhada”
permite que um numero reduzido de componentes Opticos seja usado no
dispositivo. A razdo para fazer esta assunc¢do € que € altamente provavel que,
se amostra de liquido foi aplicada em um trajeto de fluxo de ensaio, esta
amostra de liquido foi aplicada ao outro trajeto de fluxo, especialmente entdo
se dos dois trajetos de fluxo de ensaio s@o conectados, por exemplo, por meio
de um meio de recepgdo de amostra em comum, por exemplo, um receptor de
amostra poroso. Além disto, se o dispositivo de ensaio tiver sido, por
exemplo, individuo a condigdes, tais como o in‘g'resso de umidade que pode,
por exemplo, resultar em deficiente ressuspensdo dos reagentes mobilizaveis,
ou alta temperatura, que pode desnaturar os reagentes de ligacéo, € provavel
que ambos os trajetos de fluxo serdo afetados. Como no caso de uma zona de
referéncia compartilhada, o conceito de uma zona de controle compartilhada é
também contra-intuitivo. O sinal na zona de controle ¢ calculada com
respeito ao sinal na zona de referéncia.

As zonas de referéncia e controle podem ser providas como
parte do mesmo ensaio ou providas como parte de diferentes ensaios. Em
uma forma de concretizacdo de exemplo, as zonas de referéncia e controle
compartilhadas sdo, cada, providas em ensaios separados, por exemplo, um
ensaio compreende uma zona de detec¢do e uma zona de referéncia, e o outro
ensaio compreende uma zona de detec¢éio e uma zona de controle.

De acordo com um terceiro aspecto, a inveng¢do prové um
dispositivo de ensaio for determine a presenca e/ou extensdo de um ou mais
analitos em uma amostra de liquido compreendendo:

a) primeiro e segundo ensaios, cada compreendendo um trajeto

de fluxo tendo uma zona de detecc¢do para imobilizar um reagente de ligacao
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rotulado, em que deteccdo de um reagente de ligacdo rotulado em uma ou
ambas as zonas de deteccgo é indicativa da presenca e/ou extensdo de um ou
mais analitos; |

b) uma zona de controle compartilhada;

C) uma ou mais fontes de luz para iluminar a zonas. de
detec¢do e a zona de controle;

d) um ou mais fotodetectores para detectar luz a partir das

zonas de detecgdo e a zona de controle, fotodetector/es este/s que gera/m um

sinal, cuja magnitude deste sinal é relacionada com a quantidade de luz

detectada; e

e) meios de processamento de sinal para processar sinais a
partir do/s fotodetector/es.

De acordo com um quarto aspecto, a invengdo prové um leitor
de ensaio para ler o resultado de primeiro e segundo ensaios, cada
compreendendo:

um trajeto de fluxo, cada trajeto de fluxo compreendendo uma
zona de detec¢lio para imobilizar reagente de ligagdo rotulado, em que
deteccdo de reagente de ligagdo rotulado em uma ou. ambas as zonas de
deteccdo ¢ indicativa da presenca e/ou extensdo de um ou mais analitos; €
uma zona de controle compartilhada; dito leitor de ensaio compreendendo:

a) uma ou mais fontes de luz para iluminar as zonas de
deteccdo, e a zona de controle compartilhada;

b) um limiar de sinal de controle armazenado;

c) um ou mais fotodetector/es para detectar luz a partir das
zonas de detec¢do e da zona de controle, fotodetector/es este/s que gera/m um
sinal de controle e sinais de detecg¢do, cuja magnitudes destes sinais sdo
relacionadas a quantidade de luz detectada; e

d) meios de processamento de sinal para processar sinais a

partir do/s fotodetector/es e para comparar o sinal obtido da zona de controle
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com o limiar de sinal de controle, e para determinar que ambos 0s ensaios
foram realizados corretamente se o sinal de controle € igual ou maior que o
limiar de sinal de controle. |

O dispositivo de ensaio e leitor de acordo com o primeiro,
segundo e terceiro aspectos da invengdo podem compreender um limiar de
sinal de controle.

O limiar de sinal de controle pode ser armazenado no
dispositivo ou leitor. O sinal medido a partir da zona de controle pode ser
comparado com o limiar de sinal de controle para determinar se suficiente
reagente de ligacfio rotulado foi imobilizado em dita zona. Se o valor do sinal
de controle for igual a ou exceder o limiar de sinal de controle, o dispositivo
ou leitor pode determinar que o ensaio foi realizado satisfatoriamente. Se o
sinal de controle for menor que o limiar de sinal de controle, o dispositivo ou
Jeitor pode determinar que o ensaio ndo foi realizado satisfatoriamente e
provera uma mensagem de erro.

O sinal detectado a partir da zona de controle pode ser referido
como um sinal obtido de uma zona de referéncia.

Um dispositivo de ensaio de acordo com o terceiro aspecto
pode também compreender uma zona de referéncia compartilhada.

O primeiro e/ou segundo ensaios podem convenientemente
compreender um reagente de ligagdo para um analito ou um reagente de
ligacdo rotulado provido em uma forma imobilizada na zona de deteccéo.

Pelo emprego de uma zona de referéncia compartilhada e/ou
zona de controle compartilhada, o dispositivo de ensaio da invengdo prové um
numero reduzido de zonas que precisam ser interrogadas e, conseqiientemente
o numero de componentes Opticos que precisam ser empregados. O uso de
zonas compartilhadas € mais eficaz quando as arquiteturas de ensaio do
primeiro e segundo ensaios sdo muito similares ou, se a zona de referéncia

e/ou de controle for provida em um ou mais trajetos de fluxo subsididrios,
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quando a arquitetura de ensaio do um ou mais trajetos de fluxo subsidiarios
sdo similares ao primeiro e segundo ensaios. Assim, por exemplo, os ensaios
irdo tipicamente compreender, ambos, suportes porosos de material similar
(por exemplo, ambos compreendem suportes de nitrocelulose). E também
vantajoso usar a mesma amostra de liquido para cada ensaio. Isto pode ser
convenientemente atingido por meio da provisdo de uma regido de aplicacdo
de amostra em comum, a qual estda em comunicacdo fluida com ambos os
ensaios. Assim, uma Unica amostra de liquido aplicada no dispositivo através
da regido de amostra em comum pode fluir tanto através do primeiro quanto
do segundo ensaios. Em casos onde o primeiro e segundo ensaios ndo sdo
idénticos, pode ser aceitavel prover uma zona de referéncia compartilhada,
desde que os niveis de fundo de luz que seriam detectados em cada ensaio
sejam suficientemente similares uns aos outros.

Os meios de processamento de sinal podem compreender uma
unidade de processador central que € capaz de processar os sinais obtidos dos
fotodetectores a partir das respectivas zonas e calcular valores obtidos na zona
de teste com respeito a zona de referéncia. O dado de medig¢do pode ser
tomado em varios instantes durante o ensaio e pode ser tomado depois do
dispositivo ter sido ligado, mas antes de a amostra de fluido ter sido aplicada
ao o dispositivo, a fim de obter valores opticos de transmissdo ou reflexdo de
luz no estado seco.

Um "pogo" absorvente pode ser provido na extremidade distal
dos trajetos de fluxo de ensaio. Um pogo comum pode ser provido, ou um
poco pode ser provido na extremidade distal em cada ensaio. O pogo
absorvente pode preferivelmente compreender um material altamente
absorvente, tal como, por exemplo, papel CF7 Whitman, e deve prover
suficiente capacidade de absor¢do para remover qualquer conjugado ndo
ligado a partir da vizinhan¢a das zonas de detec¢do, da zona de referéncia e da

zona de controle. Como uma alternativa para um tal pogo, pode ser suficiente
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ter um comprimento de material de fase solida poroso, que se estende além da
zona de deteccdo. Uma vantagem da provisdo de um pogo altamente
absorvente ¢ que ele remove ou substancialmente remove reagente de ligagcio
rotulado em excesso a partir dos trajetos de fluxo dos respectivos ensaios.
Isto tem o efeito de minimizar a extenséo de reagente de ligagio rotulado ndo
ligado, na vizinhan¢a de respectivas zonas e, por conseguinte, permite que
trajetos de fluxo de ensaio sejam empregados no dispositivo, os quais podem
ter quantidades diferentes de reagente de ligagéo rotulado.

Como uma alternativa a provisdo de um reagente de ligacdo
imobilizado na zona de detecgdo, o reagente de ligagdo pode ser provido em
uma forma mobilizavel, que é capaz de se ligar a um complexo de reagente de
ligacdo rotulado de analito. O reagente de ligagdo pode, por exemplo, ser
conjugado a uma grande particula, tal como agarose, ¢ a zona de detecgdo
pode compreender um filtro cujo tamanho de poro tem dimensGes menores
que a grande particula, mas maior que o tamanho do reagente de ligagdo
rotulado, de modo que o filtro é capaz de aprisionar qualquer complexo de
reagente de ligacdo rotulado/analito/reagente de ligacdo presente, qualquer
reagente de ligacdo rotulado que ndo € completado pelo reagente de captura
que € capaz de passar através do filtro. Ainda alternativamente, um reagente
pode ser provido em uma forma imobilizada na zona de detecc¢io, o qual é
capaz de ligar-se a um reagente de ligacdo rotulado, mobilizavel, complexo de
analito/reagente de ligagdo. Por exemplo, o reagente de ligacdo pode ser
provido em uma forma mobilizével e conjugado com uma espécie de ligagéo,
tal como biotina, o reagente imobilizado na zona de detec¢do sendo um
participante de ligagdo complementar, tal como estreptavidina.

O dispositivo de ensaio pode empregar um ensaio imunolégico
de sanduiche e/ou um ensaio competitivo/inibi¢do para a determina¢do de um
analito. Um exemplo de um ensaio imunoldgico de sanduiche é onde um

complexo de reagente de ligacdo rotulado/analito/reagente de ligagdo €
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formado. O dispositivo tipicamente compreendera um reagente de ligagdo
rotulado para o analito em uma forma mobilizavel, provido a montante de
uma zona de detec¢do compreendendo um reagente de ligagdo imobilizado
para o analito. Alternativamente, em particular quando o analito de interesse
¢ um hapteno, o dispositivo de ensaio imunologico pode empregar uma reagéo
de competicdo em que um analito, rotulada, ou anilogo de analito, rotulado,
compete com analito presente na amostra para um reagente de ligagdo
imobilizado em uma zona de detec¢do. O analito, rotulado, ou o analogo de
analito, rotulado, pode ser provido em uma forma mobilizavel a montante a
partir da zona de detec¢do. Ainda alternativamente, o dispositivo de ensaio
pode empregar uma reacdo de inibigdo em que um analito, imobilizado, ou
analogo de analito, é provido na zona de detecgdo, o dispositivo de ensaio
compreendendo um reagente de ligacdo rotulado, mobilizavel, para o analito.
O termo “trajeto de fluxo” para as finalidades desta invengéo
refere-se a um substrato que é capaz de transportar um liquido de uma
primeira posi¢do para uma segunda posi¢do e pode ser, por exemplo, um
canal capilar, uma via microfluidica, ou um suporte poroso, tal como um
suporte poroso de fluxo lateral. O suporte poroso pode compreender um ou
uma pluralidade de materiais de suporte poroso, os quais podem se sobrepor
em um arranjo linear ou empilhado ou que sdo fluidamente conectados. Os
materiais de suporte poroso podem ser os mesmos ou diferentes. O primeiro e
segundo ensaios podem ser provido em substratos separados ou eles podem
ser providos em um substrato em comum, de modo que liquido sendo
transportado ao longo de um trajeto de fluxo do primeiro ensaio ndo € capaz
de cruzar o trajeto de fluxo do segundo ensaio. Por exemplo, o primeiro e
segundo ensaios podem ser providos sobre o mesmo suporte poroso de modo
que o primeiro e segundo trajetos de fluxo sfo isolados um do outro. Isto
pode ser atingido, por exemplo, por meio de partes de corte a laser do suporte

poroso para torna-lo ndo poroso, separando assim o primeiro e segundo
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ensaios. Alternativamente, um material de bloco nio poroso pode ser
aplicado ao longo de uma tira para prover dois (tipicamente essencialmente
paralelos) trajetos de fluxo sobre 0 mesmo suporte poroso.

Em particular, o trajeto de fluxo pode ser um suporte poroso
de fluxo lateral. Materiais apropriados que podem ser empregados como um
suporte poroso incluem nitrocelulose, fibra de acetato, celulose ou derivados
de celulose, poliéster, poliolefina ou fibra de vidro. O suporte poroso pode
compreender nitrocelulose. Isto tem a vantagem que um reagente de ligacdo
pode ser imobilizado firmemente sem anterior tratamento quimico. Se o
material de fase sdlida poroso compreender papel, por exemplo, a
imobiliza¢do do anticorpo na segunda zona precisa ser realizada por meio de
acoplamento quimico usando, por exemplo, CNBr, carbonildiimidazol, ou
cloreto de tresila.

O termo "reagente de ligacdo" refere-se a um membro de um
par de ligagdo, isto €, duas moléculas diferentes em que uma das moléculas se
liga com a segunda molécula através de meios quimicos e/ou fisicos. As duas
moléculas sdo relacionadas no sentido que sua ligagdo uma com a outra ¢ de
modo que elas sdo capazes de distinguir seu parceiro de ligagdo a partir de
outros constituintes de ensaio tendo caracteristicas similares. Os membros do
par de ligagdo sdo referidos como ligante e receptor (antiligante), um membro
de par de ligacdo e participante de par de ligagdo, e similares. Uma molécula
pode também ser um membro de par de ligagdo para uma agregacdo de
moléculas; por exemplo, um anticorpo elevado contra um imuno complexo de
um segundo anticorpo e seu correspondente antigeno pode ser considerado ser
um membro de par de ligagdo para o imuno complexo.

Em adi¢do a membros de par de ligacdo de antigeno e
anticorpo, outros pares de ligacdo incluem, como exemplos, sem limitacéo,
biotina e avidina, carboidrato e lectinas, seqliéncias de nucledtidos

complementares, seqiiéncias de peptideos complementares, moléculas de
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efetores e receptores, cofatores de enzima e enzimas, inibidores de enzima e
enzimas, uma seqiiéncia de peptideos e um anticorpo especifico para a
seqliéncia ou a proteina inteira, acidos de bases poliméricos, corante e
ligadores de proteina, peptideos e especificos ligadores de proteina (por
exemplo, ribonuclease, peptideo-S e proteina-S de ribonuclease), e similares.
Além disto, especificos pares de ligacdo podem incluir membros que sdo
analogos do especifico membro de liga¢do original.

"Rotulo” quando usado no contexto de um reagente de ligagéo
rotulado, refere-se a qualquer substancia que é capaz de produzir um sinal que
pode ser detectado por meios visuais ou instrumentais. Varios rétulos
apropriados para uso na presente invenc¢do incluem rétulos que produzem
sinais ou através de meios quimicos ou de meios opticos, tais como, que sdo
opticamente detectaveis. Tais rotulos incluem enzimas e substratos,
cromogénios,  catalisadores, = compostos  fluorescentes, = compostos
quimioluminescentes, espécies eletroativas, moléculas de corante, rotulos
radioativos e rétulos de particula. O analito propriamente dito pode ser
inerentemente capaz de produzir um sinal detectavel. O rétulo pode ser
covalentemente fixado ao reagente de ligacdo. Em particular, o rétulo pode
ser escolhido a partir de um que é opticamente detectavel.

O rétulo pode compreender uma partl'éula, tal como ouro,
prata, particulas n3o metalicas coloidais, tais como selénio ou telurio,
particulas tingidas ou coloridas, tais como uma particula de polimero
incorporando um corante, ou um sol de corante. O corante pode ser de
qualquer cor apropriada, por exemplo, azul. O corante pode ser fluorescente.
Séis de corante podem ser preparados a partir de corantes hidréfobos
comercialmente disponiveis, tais como Foron Blue SRP (Sandoz) e Resoling
Blue BBLS (Bayer). Rotulos de polimero apropriados podem ser escolhidos
podem ser escolhidos de uma faixa de polimeros sintéticos, tais como

poliestireno, tolueno de polivinilo, acido poliestireno-acrilico e poliacroleina.
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Os mondmeros usados sdo normalmente insoluveis em 4gua, e sio
emulsificados em tensoativo aquoso de modo que micelas de monomero sdo
formadas, as quais sdo ento induzidas a se polimerizarem por meio da adi¢do
de iniciador para a emulsgo. Particulas de polimero substancialmente esféricas
sdo produzidas. Uma faixa de tamanho ideal para tais particulas de polimero
¢ de aproximadamente 0,05 gm até aproximadamente 0,5 gm. De acordo com
uma forma de concretizagdo de exemplo, o rotulo € uma particula polimérica
azul.

Os reagentes de ligagdo secos podem ser providos sobre um
material de suporte poroso provido a montante de um material de suporte
poroso compreendendo a zona de detecgdo. O material de suporte poroso a
montante deve ser macroporoso. O material de suporte macroporoso deve ser
de ligacdo de baixa ou de nenhuma proteina, ou deve ser facilmente
conformado em bloco por meio de reagentes, tais como BSA ou PVA, para
minimizar ligacdo ndo especifica e para facilitar livre movimento do reagente
rotulado depois do corpo macroporoso ter ficado umidificado com a amostra
de liquido. O material de suporte macroporoso pode ser pré-tratado com um
agente tensoativo ou solvente, se necessario, para torna-lo mais hidrofilico e
para promover rapida absor¢do da amostra de liquido. Apropriados materiais
para um suporte macroporoso incluem materiais plasticos tais como
polietileno e polipropileno, ou outros materiais tais como papel ou fibra de
vidro. No caso em que o reagente de ligacdo rotulado é rotulado com uma
particula detectavel, o corpo macroporoso pode ter um tamanho de poro pelo
menos dez vezes maior que o tamanho de particula maximo do rétulo de
particula. Maiores tamanhos de poro fornecem melhor liberagdo do reagente
rotulado. Como uma alternativa para um suporte macroporoso, o reagente de
ligacdo rotulado pode ser provido sobre um substrato ndo poroso provido a
montante da zona de detecg@o, dito substrato ndo poroso formando parte do

trajeto de fluxo.
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O suporte poroso pode compreender um suporte macroporoso
de fibra de vidro provido a montante de e sobrepondo em sua extremidade
distal um suporte poroso de nitrocelulose.

A amostra de liquido pode ser derivada de qualquer fonte, tal
como uma fonte industrial, ambiental, agricola, ou bioldgica. A amostra pode
ser derivada ou consistir de uma fonte fisioldgica incluindo sangue, soro,
plasma, fluido intersticial, saliva, escarro, liquido de cristalino ocular, suor,
urina, leite, mucos, liquido sinovial, liquido peritonial, exsudados
transversais, exsudados faringeais, lavagem bronquioalvelolares, aspiragdes
traqueais, liquido cerebrospinal, sémen, muco cervical, secre¢des vaginais ou
uretrais e liquido amniético. Em particular, a fonte pode ser humana e em
particular a amostra pode ser urina.

"Luz", quando usada aqui, ¢ destinada a abranger qualquer
radiagdo eletromagnética apropriada, independente de comprimento de onda,
Nao obstante isto, a invencdo € principalmente destinada a utilizar luz na
parte visivel do espectro, e "fonte de luz" e "fotodetector" devem ser
entendidos, por conseguinte, como abrangendo respectivamente qualquer
fonte de, e meios para detectar, radiagdo eletromagnética, mas especialmente
que se relacionam com radiagdo de comprimentos de onda visiveis (isto €, na
faixa de aproximadamente 390-800 mn).

O/s fotodetector/es ird/irdo detectar luz a partir de uma ou mais
zonas do dispositivo de ensaio. A luz pode atualmente se originar a partir
daquelas zonas, por exemplo, se o rétulo € fluorescente ou similar. Mais
normalmente, todavia, o/s fotodetector/es ird/irdo detectar luz que parece
emanar a partir daquelas zonas isto é, luz que se origina a partir da fonte de
luz e é refletida e/ou transmitida por meio da zona sobre o fotodetector.

Os analitos incluem, mas ndo sdo limitados a, toxinas,
compostos organicos, proteinas, peptideos, microorganismos, bactérias, virus,

amino acidos, acidos nucleicos, carboidratos, hormoénios, esteroides,
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vitaminas, drogas (incluindo aquelas administradas para fins teraputicos bem
como aquelas administradas para fins ilicitos), poluentes, pesticidas, e
metabdlitos de ou anticorpos para qualquer das substancias acima. O termo
analito também inclui quaisquer substéncias antigénicas, haptenos, anticorpos,
macromoléculas, e combina¢des dos mesmos.

O dispositivo de ensaio pode determine um ou mais analitos.

O dispositivo de ensaio pode ser capaz de determinar a
quantidade ou presenga de um analito sobre uma extensa faixa de substancias
a serem examinadas, em que o primeiro ensaio € capaz de determinar o nivel
de analito em uma menor faixa de concentragdo e o segundo ensaio € capaz de
determinar o nivel de analito em uma amostra de liquido em uma maior faixa
de concentragdo.

Existem varias maneiras em que um ensaio pode ser preparado
a fim de medir o analito em uma maior faixa de substidncias a serem
examinadas.

Por exemplo, o dispositivo de ensaio pode compreender um
ensaio de renovag¢do compreendendo um reagente de ligagdo rotulado para o
analito e um reagente de renovagdo de ligacdo para o analito, provido a
montante da zona de detec¢do. O reagente de renovagéo de ligagdo serve para
remover excesso de analito e reduzir a sensibilidade do ensaio. Isto tem o
efeito de aumentar a faixa dindmica do ensaio, permitindo medicdo em
maiores niveis de analito. O reagente de renovagdo de ligagdo pode ser
imobilizado, imobilizavel ou ambos. O reagente de renovagdo de ligagdo
pode ser ou provido na mesma regido do suporte poroso que o reagente de
ligagdo rotulado mobilizavel, a montante dele ou a jusante dele. O reagente
de renovacio de ligagdo pode se ligar a mesma regido de ligacdo do analito
que o reagente de ligago rotulado mobilizavel ou a uma diferente regido do
analito que o reagente de liga¢do rotulado. O reagente de renovagdo pode ter

uma diferente afinidade ao analito que o reagente de ligacdo rotulado
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mobilizavel do segundo ensaio. Em uma forma de concretizag@o de exemplo,
o reagente de renovagdo de ligagdo tem uma mais alta afinidade ao analito
que o reagente de ligagdo mobilizavel do segundo ensaio. A quantidade de
reagente de renovacdo de ligagdo pode ser variada para alterar a sensibilidade
do ensaio para a concentragdo de analito. O aumento da quantidade de
reagente de renovagdo de ligagfo presente reduz a sensibilidade do ensaio
devido ao fato que o reagente de renovagdo de ligacdo é capaz de ligar mais
analito, efetivamente reduzindo a propor¢do de reagente de ligagio rotulado
que € capaz de se ligar com a zona de detecgdo.

A fim de aumentar a faixa dindmica do ensaio, o dispositivo de
ensaio pode, por exemplo, compreender multiplas zonas de detecgdo, em que
cada zona de detecgdo € capaz de ligar o analito em diferentes niveis de
concentragdo de analito. Por exemplo, as respectivas zonas podem
compreender reagente de ligagfo para o analito tendo afinidades diferentes ao
analito.

Outras maneiras para aumentar a faixa dindmica do ensaio s&o
prover um dispositivo de ensaio compreendendo um ensaio de ligacdo em
sanduiche e um ensaio de competig¢do ou inibi¢do. Por exemplo, o ensaio de
sanduiche pode ser ensaio de alta sensibilidade, mais precisamente, ele é
capaz de medir analito em uma menor faixa de concentragdo e o ensaio de
inibicdo ou competicdo pode ser um ensaio de baixa sensibilidade, mais
precisamente, ele € capaz de medir analito em uma maior faixa de

concentragdo. Uma outra maneira é alterar a afinidade ou quantidade do

‘reagente de ligagdo rotulado ou do reagente imobilizado na zona de detecgéo.

Um reagente de ligacdo de alta afinidade uma maior sensibilidade de analito
que um reagente de ligagdo de menor afinidade. Similarmente, um reagente
de ligacdo de mais baixa concentragdo terdA uma menor sensibilidade de
analito que uma maior concentragdo de reagente de ligacdo. A sensibilidade

de ensaio pode ser alterada por meio da alteragdo da relagio entre reagente de
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ligacdo e o rotulo do reagente de ligagdo rotulado. Se uma particula ¢ usada
como o rétulo, entdo a quantidade do reagente de ligacdo aplicado ao rétulo
pode ser alterada para alterar a sensibilidade de ensaio. Uma outra maneira de
manipular a sensibilidade de um ensaio € variar a quantidade do rétulo usado
no ensaio. Por exemplo, a sensibilidade de um ensaio pode ser abaixada por
meio da redugdo da relagdo entre reagente de ligagdo e espécies rotuladas para
o reagente de ligacdo rotulado.

Um outro meio de manipular a sensibilidade de um ensaio €
alterar a densidade Optica de um rétulo. A sensibilidade de ensaio pode ser
abaixada por meio do uso de um rétulo com uma baixa densidade éptica. Isto
pode ser atingido, por exemplo, por meio da provisio de um rétulo de
particula de polimero tendo uma baixa concentragdo de corante ou por meio
do uso de um rétulo colorido que € menos sensivel a um detector optico.

Ainda, uma outra maneira de medir altos niveis de analito ¢
empregar um reagente de ligacdo rotulado, ndo particulado. Altos niveis de
analito, quando medidos por meio de um ensaio de liga¢do em sanduiche,
requerem altos niveis de reagente de ligacdo. No caso em que o rétulo é um
rotulo de particula, a provisdo de altos niveis de analito dentro ou sobre o
suporte poroso pode originar impedimento estérico, resultando em deficiente
sensibilidade de ensaio. Em contraste, em menores niveis de analito, o uso de
um reagente de ligacdo rotulado, ndo particulado, pode originar um baixo
sinal, devido a baixa densidade 6ptica. Todavia, em altos niveis de analito,
rotulos ndo-particulados podem estar presentes em niveis suficientemente
altos para serem facilmente detectados. Um exemplo de um rétulo de ndo-
particulado opticamente detectavel pode ser um corante. O corante pode ser
fluorescente.

A sensibilidade de ensaio pode ser influenciada por meio da
taxa de fluxo do suporte poroso. Uma maneira de reduzir a sensibilidade do

ensaio € empregar um suporte poroso (tal como nitrocelulose) tendo uma mais
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alta taxa de fluxo.

A sensibilidade de um ensaio pode ser ainda manipulada por
meio da modificagfo da taxa em que o reagente de ligagdo rotulado ¢ liberado
a partir de sua origem. Uma outra maneira de reduzir sensibilidade de analito
¢ prover uma rapida liberagdo do reagente de ligagc@o rotulado a partir do
suporte poroso durante contato com a amostra de liquido. A liberagdo do
reagente de ligagdo rotulado pode ser modificada por meio da provisdo de
agucares, proteinas ou outras substancias poliméricas, tais como metilcelulose
dentro do dispositivo.

De acordo com uma forma de realizagdo particular, o
dispositivo de ensaio compreende um ensaio de renovagdo compreendendo
um segundo reagente de ligag8o mobilizavel (renovagdo) para o analito € a
reagente de ligagdo mobilizavel para o analito, provido a montante da zona de
deteccio.

De acordo com uma forma de realizago particular, o primeiro
ensaio € capaz de medir analito em uma menor faixa de concentragdo de
analito e o segundo ensaio ¢ capaz de medir analito em uma maior faixa de
concentragdo de analito. O primeiro ensaio pode compreender uma zona de
referéncia compartilhada e o segundo ensaio pode compreender uma zona de
controle compartilhada.

O primeiro ensaio pode compreender um reagente de liga¢do
rotulado provido a montante de uma zona de detecgdo e o segundo ensaio
pode compreender um reagente de ligac¢do rotulado e um reagente de ligagéo
de renovacgdo mobilizavel provido a montante de uma zona de detec¢do. O
reagente de renovagdo de ligacdo pode ser provido na mesma posi¢cdo ou na
regido do reagente de ligacdo rotulado a montante da zona de detecgdo.

Em particular, o analito a ser determinado pode ser hCG e,
neste caso, a amostra de liquido pode ser urina.

O dispositivo de ensaio pode determinar um tnico analito, tal
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como hCG, em que o primeiro ensaio € capaz de determinar o nivel de hCG
em uma amostra de liquido em uma primeira faixa de concentragdo e o
segundo ensaio ¢ capaz de determinar o nivel de hCG em uma amostra de
liquido em uma segunda faixa de concentragao.

A fim de medir um crescente analito sobre uma certa faixa, é
importante assegurar que existe suficiente reagente de ligacdo rotulado
presente de modo que o sinal de ensaio ndo se torne saturado. A medigdo de
grandes quantidades de analito freqgiientemente requer um correspondente
aumento na quantidade de reagente de ligag@o rotulado para evitar o assim
chamado "efeito de gancho" ou saturagdo do sinal de ensaio com crescente
analito. ~ Variagdo no sinal de controle foi mostrado que ocorre
particularmente no caso onde existe uma elevada quantidade de reagente de
ligagéo presente.

Onde os primeiro e segundo ensaios sdo providos tendo
diferentes quantidades de reagente de ligagdo rotulado, foi mostrado que é
vantajoso prover a zona de referéncia como parte do ensaio tendo um menor
nivel de reagente de ligagdo rotulado.

De acordo com uma forma de concretizag¢do, o dispositivo de
ensaio € capaz de medir analito em uma maior faixa de substincias a serem
examinadas. Existem vérias maneiras de prover um tal dispositivo.

Por exemplo, o dispositivo de ensaio pode compreender um
reagente de ligacdo rotulado para o analito e um segundo reagente de ligagéo
para o analito, provido a montante da zona de detec¢do. O segundo reagente
de ligagdo serve para remover excesso de analito e reduzir a sensibilidade do
ensaio. Isto tem o efeito de aumentar a faixa dindmica do ensaio, permitindo
medic¢do em mais altos niveis de analito. O segundo reagente de ligagcdo pode
ser imobilizado, mobilizédvel ou ambos. O segundo reagente de ligagdo pode
ser provido ou na mesma regido do suporte poroso que o reagente de ligagdo

rotulado mobilizével, a montante dela ou a jusante dela. O segundo reagente
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de ligagdo pode ligar-se a mesma regido de ligagdo do analito que o reagente
de ligacdo rotulado mobilizavel ou a uma diferente regifo do analito que o
reagente de ligacdo rotulado. O segundo reagente pode ter uma diferente
afinidade ao analito que o reagente de ligagdo rotulado mobilizdvel do
segundo ensaio. Em uma forma de concretizagdo de exemplo, o segundo
reagente de ligagdo tem uma maior afinidade ao analito que o reagente de
ligagdo mobilizavel do segundo ensaio. A quantidade do segundo reagente de
ligacdo pode ser variada para alterar a sensibilidade do ensaio a concentra¢do
do analito. O aumento da quantidade do segundo reagente de ligagdo presente
diminui a sensibilidade do ensaio devido ao fato que o segundo reagente de
ligacdo € capaz de ligar mais analito, efetivamente reduzindo a proporgdo de
reagente de ligagdo rotulado que é capaz de ligar-se a zona de detecgio.

A fim de aumentar a faixa dindmica do ensaio, o dispositivo de
ensaio pode, por exemplo, compreender multiplas zonas de detecg¢do, em que
cada zona de detec¢do € capaz de ligar analito em diferentes niveis de
concentragdo de analito. Por exemplo, as respectivas zonas podem
compreender reagente de ligacdo para o analito tendo diferentes afinidades ao
analito.

Outras maneiras de aumentar a faixa dindmica do ensaio sdo
prover um dispositivo de ensaio compreendendo um ensaio de ligagdo em
sanduiche e um ensaio de competi¢do ou inibi¢do. Por exemplo, o ensaio de
sanduiche pode ser ensaio de alta sensibilidade, mais precisamente ele € capaz
de medir analito em uma menor faixa de concentragio e o ensaio de inibi¢do
ou competi¢do pode ser um ensaio de baixa sensibilidade, mais precisamente
ele é capaz de medir analito em uma maior faixa de concentragdo. Uma outra
maneira ¢ alterar a afinidade ou quantidade do reagente de ligagéo rotulado ou
do reagente imobilizado na zona de deteccdo. Um reagente de ligacdo de alta
afinidade tera uma maior sensibilidade de analito que um reagente de ligagdo

de menor afinidade. Similarmente, uma baixa concentra¢do de reagente de
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ligacdo tera uma menor sensibilidade de analito que uma alta concentragdo de
reagente de ligagdo. A sensibilidade de ensaio pode ser alterada por meio da
alteracdo da relacdo entre reagente de ligacdo e o rotulo do reagente de
ligagdo rotulado. Se uma particula for usado como o rétulo, entdo a
quantidade do reagente de ligagdo aplicada ao rétulo pode ser alterada para
alterar sensibilidade de ensaio. Uma outra maneira de manipular a
sensibilidade de um ensaio € variar a quantidade do rétulo usado no ensaio.
Por exemplo, a sensibilidade de um ensaio pode ser reduzida por meio da
redugdo da relagdo entre reagente de ligagdo e espécies rotuladas para o
reagente de ligagdo rotulado.

Um outro meio de manipular a sensibilidade de um ensaio é
alterar a densidade Optica de um rétulo. A sensibilidade de ensaio pode ser
reduzida por meio do uso de um rétulo com uma baixa densidade optica. Isto
pode ser atingido, por exemplo, por meio da provisdo de um rétulo de
particula de polimero tendo uma baixa concentra¢do de corante ou por meio
do uso de um rétulo colorido que é menos sensivel a um detector dptico.

Ainda, uma outra maneira de medir altos niveis de analito €
empregar um reagente de ligagdo rotulado, ndo particulado. Altos niveis de
analito, quando medidas por meio de um ensaio de ligacdo em sanduiche,
requerem altos niveis de reagente de ligagdo. No caso em que o rétulo é um
rotulo de particula, a provisdo de altos niveis de analito dentro ou sobre o
suporte poroso pode originar impedimento estérico, resultando em deficiente
sensibilidade de ensaio. Em contraste, em menores niveis de analito, o uso de
um reagente de ligagio rotulado ndo particulado pode originar um baixo sinal
devido a baixa densidade optica. Todavia, em altos niveis de analito, rétulos
de ndo-particula pode estar presentes em niveis suficientemente altos a serem
facilmente detectados. Um exemplo de um rétulo ndo-particulado,
opticamente detectavel, pode ser um corante. O corante pode ser

fluorescente.
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A sensibilidade de ensaio pode ser influenciada por meio da
taxa de fluxo do suporte poroso. Uma maneira de reduzir a sensibilidade do
ensaio € empregar um suporte poroso (tal como nitrocelulose) tendo uma mais
alta taxa de fluxo.

A sensibilidade de um ensaio pode ser ainda manipulada por
meio da modificacdo da taxa em que o reagente de ligagdo rotulado € liberado
a partir de sua origem. Uma outra maneira de reduzir a sensibilidade de
analito € prover uma rapida liberagdo do reagente de ligagdo rotulado a partir
do suporte poroso durante contato com a amostra de liquido. A liberagdo do
reagente de ligagdo rotulado pode ser modificada por meio da provisdo de
agucares, proteinas ou outras substancias poliméricas tais como metilcelulose
dentro do dispositivo.

De acordo com uma forma de realizagdo particular, o
dispositivo de ensaio compreende um segundo reagente de ligagdo
mobilizavel para o analito e a reagente de ligagdo mobilizavel para o analito,
provido a montante da zona de detecgdo. O segundo reagente de liga¢do pode
ser provido na mesma posi¢do ou posi¢do similar a montante da zona de
deteccdo que o reagente de ligacdo rotulado.

De acordo com uma forma de realizagdo particular, o
dispositivo .de ensaio compreende dois ensaios, cada compreendendo um
trajeto de fluxo, em que o primeiro ensaio é capaz de medir analito em uma
menor faixa de concentragdo de substancia e o segundo ensaio é capaz de
medir analito em uma maior faixa de analito. O primeiro ensaio pode
compreender uma zona de referéncia compartilhada e o segundo ensaio pode
compreender uma zona de controle compartilhada.

O dispositivo de ensaio da invengdo pode ser usado para medir
a extensdo ou presenca de hCG. sobre uma faixa de concentragdo estendida.
A faixa pode variar de entre aproximadamente 10 mIU até aproximadamente

250.000 mIU.
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O segundo ensaio pode compreender um reagente de ligacdo
rotulado para o analito e um segundo reagente de ligagdo para o analito. O
primeiro ensaio pode compreender reagente de ligagdo rotulado para o
analito, provido a montante da zona de detecg¢io.

O dispositivo de ensaio pode compreender um ou mais outros
valores de limiar de medicdo para indicar o nivel de analito em uma certa
faixa de substancias a serem examinadas. Em uma forma de concretizagfio, o
dispositivo de ensaio compreende um primeiro e segundo limites de medig3o,
em que um sinal de medi¢do de analito menor que o primeiro limiar de
medi¢do € indicativo da auséncia de analito ou da auséncia de analito acima
de um certo nivel e em que um sinal de medi¢do de analito maior que o
segundo limiar € indicativo do nivel de analito em uma segunda faixa de
concentragdo e um sinal de medi¢cdo menor que o segundo limiar € indicativo
do nivel de analito em um primeira faixa de concentra¢do. De acordo com
uma forma de realiza¢do particular, o dispositivo de ensaio adicionalmente
compreende um terceiro limiar de medigdo, em que um sinal de medigdo de
analito € maior que o terceiro limiar ¢ indicativo do nivel de analito em uma
terceira faixa de concentrag3o.

Em particular, o dispositivo de ensaio pode ser capaz de medir
a presenca e extensdo do analito, analito hCG, em uma amostra de liquido, em
particular urina, de um individuo mamifero fémea. O dispositivo de ensaio
pode compreender um primeiro limiar de medigdo, em que niveis de sinal de
anaiito hCG menores que o limiar sdo indicativos ou de ndo estar gravida e
em que niveis de sinal de analito hCG maiores ou iguais ao primeiro limiar de
medi¢do sdo indicativa de estar gravida, em que o dispositivo compreende
pelo menos um outro limiar de medi¢do. Em adigfo, o dispositivo de ensaio
pode prover uma indicacdo da extenséo de gravidez. O dispositivo de ensaio
pode prover uma indicagdo, baseada em tempo, para o usuario, tal como a

extensdo de gravidez em unidades de dias ou semanas.
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Um tempo de desenvolvimento de ensaio total, tipico, para um
teste de ensaio, para a determinagdo de hCG em urina ¢ 3 minutos.

E um objetivo desejavel da invengdo reduzir o nimero de
componentes Opticos; isto pode ser convenientemente atingido, onde a zona
de referéncia é provida como parte de um ensaio € a zona de controle ¢
provido como parte do outro ensaio. De acordo com uma forma de
concretizagdo, a zona de referéncia € provida como parte de um primeiro
ensaio tendo um menor nivel de reagente de ligagdo rotulado e a zona de
controle € provida como parte de um segundo ensaio tendo um maior nivel de
reagente de ligagdo.

De acordo com uma forma de concretizagdo, o dispositivo de
ensaio compreende quatro fontes de luz, em que as fontes de luz sdo
arranjadas para iluminar as zonas de detecgdo do primeiro e segundo ensaio e
as zonas de controle e referéncia compartilhadas, cada zona sendo iluminada
por meio de uma respectiva fonte de luz. Um ou mais fotodetectores podem
ser posicionados para detectar luz refletida e/ou transmitida a partir das
respectivas zonas. De acordo com uma forma de concretizagdo, um Unico
fotodetector pode ser empregado para detectar luz a partir de todas das zonas.
Isto pode ser atingido por meio de, por exemplo, iluminagdo das respectivas
zonas seqiiencialmente de modo que o dispositivo € capaz de reconhecer de
qual zona luz detectada no fotodetector estd emanando. O processo de
iluminagdo seqiiencial pode ser repetido com uma freqiiéncia fixa ou variada
durante a duragdo do ensaio, de modo que os niveis de sinal sobre tempo em
cada zona podem ser monitorados. Em adi¢8o, a alteracdo em niveis de luz
detectada a partir de uma ou mais zonas pode ser usada para determinar se e
quando a amostra de fluido foi aplicada ao dispositivo e para determinar a
taxa de fluxo da amostra de liquido ao longo do dispositivo. A determinagio
da taxa de fluxo pode ser usada como uma outra verificagdo de controle de

qualidade, por exemplo, o ensaio pode ser rejeitada se a taxa de fluxo € ou
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maior que ou menor que niveis ajustados. Apropriados método e meios de
detecgdo de taxa de fluxo sdo revelados pela EP 1484641.

O reagente de ligagio rotulado tipicamente se acumula na zona
de detecgdo sobre um periodo de tempo para um ensaio imunolégico em
sanduiche e, assim, a taxa de aumento de sinal sobre tempo pode ser
monitorada. O dispositivo pode detérminar o resultado depois de o sinal ter
atingido o equilibrio ou, mais tipicamente, antes de a reagdo ter atingido o

equilibrio. O dispositivo pode prover um resultado quantitativo, tal como um

‘valor individual, um resultado ou faixa semi-quantitativo tal como 1-10, 11-

20 e assim por diante, ou um resultado qualitativo tal como SIM/NAO. O
dispositivo pode determinar o resultado com respeito a um ou mais limiares
de sinal. O dispositivo pode ter um tempo de medigdo fixo ou prover um
resultado antecipado antes do tempo de medi¢do fixo ter decorrido. Um
resultado antecipado pode, por exemplo, ser dado no caso onde o dispositivo
determinar que o nivel de sinal nunca ira exceder um limiar particular ou
exceder um limiar particular em um estagio antecipado. Nestes casos
particulares, o dispositivo pode chamar uma medigdo antecipada de NAO ou
SIM, indicando a auséncia ou presen¢a de analito com respeito a um nivel de
base particular (que pode ser zero). Um dispositivo de ensaio empregando
um método de determinagdo de resultado antecipado € revelado por meio da
EP 1464613.

O dispositivo de ensaio pode ser usado para determinar se um
individuo estd gravido ou nfo (mais precisamente se a amostra de liquido
contém hCG acima de um certo nivel) e pode também empregar ainda
limiares indicando para o usuério a extensfio de gravidez. A extensio de
gravidez pode ser exibida em termos de uma medigdo baseada em tempo ou
medi¢do baseada em concentracdo.

O dispositivo de ensaio ira tipicamente compreender uma

caixa. A caixa pode ser impermedvel a fluido e construida a partir de um
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apropriado matéria plastico, tal como ABS. O dispositivo de ensaio pode
ainda compreender um membro de recep¢do de amostra para receber a
amostra de fluido. Um membro de recep¢do de amostra pode se estender a
partir da caixa.

A caixa pode ser construida de um material impermeavel a
fluido. A caixa ira também desejavelmente excluir luz ambiente. A caixa ou
alojamento serd considerada substancialmente como excluindo luz ambiente,
se menos que 10%, preferivelmente menos que 5%, e mais preferivelmente
menos que 1 %, da luz visivel incidente sobre o exterior do dispositivo
penetrar no interior do dispositivo. .Um material de plastico sintético,
impermeavel a luz, tal como policarbonato, ABS, poliestireno, poliestirol,
polietileno de alta densidade, ou polipropileno contendo um apropriado
elemento de bloqueio de luz € uma escolha apropriada para uso na fabricagéo
da caixa. Uma abertura pode ser provida no exterior da caixa, a qual se
comunica com o ensaio provido dentro do espaco interior na caixa.
Alternativamente, a abertura pode servir para permitir que um receptor de
amostra poroso se estenda a partir da caixa para uma posi¢do externa a caixa.

Também provido dentro da caixa estara tipicamente uma fonte
de energia. O dispositivo ira tipicamente compreender um meio de exibi¢do
para exibir o resultado do ensaio bem como um meio de memoria para
armazenar dados. Convenientemente, o meio de exibi¢do compreende um
LCD.

O meio de exibicdo pode ainda exibir informagdo, tal como
uma mensagem de erro, detalhes pessoais, crondmetro, para informar o
usudrio o tempo em que o ensaio foi medido. A informagéo exibida por meio
do ensaio pode ser indicada em palavras, nimeros ou simbolos, em qualquer
fonte, alfabeto ou linguagem, por exemplo, "positivo", "negativo", “+7, “-7,
“gravida”, “ndo gravida”, “consultar seu médico”, “repetir o teste”.

O dispositivo de ensaio pode ainda compreender um receptor
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de amostra, compreendendo um membro poroso de recep¢do de amostra, em
conexdo de fluido com e a montante do um ou ambos os trajetos de fluxo de
ensaio. O dispositivo de ensaio pode compreender mais que um trajeto de
fluxo de ensaio, cada compreendendo uma zona de detec¢do, em cujo caso um
unico membro poroso de recep¢do de amostra pode ser provido, o qual ¢

comum aos multiplos trajetos de fluxo de ensaio. Assim, uma amostra de

fluido aplicada ao membro poroso do dispositivo é capaz de se deslocar ao

longo dos trajetos de fluxo dos respectivos ensaios para as respectivas zonas
de detecgdo. O membro poroso pode ser provido dentro de uma caixa ou
pode pelo menos parcialmente se estender para fora de dita caixa e pode
servir, por exemplo, para coletar uma corrente de urina: O membro poroso
pode atuar como um reservatorio de fluido. O membro poroso pode ser feito
de qualquer material absorvente, poroso ou material fibroso capaz de absorver
liquido rapidamente. A porosidade do material pode ser unidirecional (isto &,

com poros ou fibras correndo totalmente ou predominantemente em paralelo a

um eixo geométrico do membro) ou multidirecional (omnidirecional, de modo

que o membro tem uma estrutura amorfa similar a esponja). Material plastico
poroso, tal como polipropileno, polietileno (preferivelmente de peso
molecular muito alto), fluoreto de polivinilideno, acetato de vinil de etileno,
acrilonitrilo e politetrafluoro-etileno pode ser usado. Outros materiais
apropriados incluem fibra de vidro. A provisdo de um membro poroso de
recepgdo de amostra em comum permite que uma unica amostra seja provida
simultaneamente aos trajetos de fluxo do primeiro e segundo ensaios e ainda
aumenta a efetividade de prover uma zona de referéncia compartilhada e/ou
zona de controle compartilthada.

Em um quinto aspecto, a invengdo prové um método de
realizar um ensaio para determinar a presenga e/ou extensdo de um ou mais
analitos, o método compreendendo a etapa de contatar uma amostra de liquido

com um dispositivo de ensaio de acordo com o primeiro e terceiro aspectos da
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invencao.

Visdo geral das figuras

A figura 1 é uma vista de um dispositivo de ensaio de acordo
com a invengio;

a figura 2 € uma vista esquematica dos trajetos de fluxo de
ensaio de acordo com uma forma de concretizagio de exemplo de acordo com
a invencao;

a figura 3 é uma vista do arranjo de fontes de luz e fotodetector
da forma de concretizagdo mostrada na figura 2;

a figura 4 é uma vista de segdo transversal esquematica de
parte de uma forma de concretizagdo do dispositivo de ensaio ilustrando as
posigdes relativas de alguns dos componentes de ensaio;

as figuras 5a e 5b sdo vistas do lado inferior de um arranjo de
defletor também mostrando alguns dos componentes Opticos da forma de
concretiza¢do mostrada na figura 3; e

a figura 6 é uma vista superior da parte da forma de
concretizagdo do dispositivo de ensaio, ilustrada nas figuras precedentes, e
ilustrando uma tira de teste de fluxo lateral in situ no dispositivo de ensaio.

Descricio detalhada

Uma vista superior externa de um dispositivo de ensaio ¢
mostrada na figura 1. O dispositivo (10) é alongado, tendo um comprimento
de aproximadamente 14 cm e uma largura de aproximadamente 25 mm. A
caixa (11) pode ser formada de uma apropriada caixa impermedvel a liquido,
tal como policarbonato, ABS, poliestireno, polietileno de alta densidade, ou
polipropileno. O receptor de amostra poroso externo (12) pode ser formado
de qualquer material absorvente, poroso ou fibroso, capaz de absorver liquido
rapidamente. Também mostrado é um visor de LCD (15) para exibir os
resultados do ensaio. Também providos dentro do dispositivo de ensaio e ndo

mostrados, sdo os trajetos de fluxo de ensaio, fontes de luz, fotodetector, uma
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fonte de energia e associados componentes eletronicos.

A figura 2 mostra o leiaute do fotodetector e dos suportes
porosos de ensaio individuais de um dispositivo de ensaio de acordo com uma
forma de concretizagdo de exemplo. O dispositivo de ensaio (20) tem uma
regido de aplicagdo de amostra em comum (21), a qual fluidamente conecta o
primeiro e segundo ensaios (22) e (23). Um unico fotodetector (4) é provido
entre os dois ensaios para detectar luz a partir das respectivas zonas. As
zonas (24) e (25) correspondem respectivamente a uma zona de deteccdo e de
controle sobre o primeiro ensaio (22). As zonas (26) e (27) correspondem
respectivamente a uma zona de deteccdo e de referéncia sobre o segundo
ensaio (23). N&o mostrados sdo os correspondentes quatro LEDs, os quais,
cada, iluminam uma respectiva zona através de janelas apropriadamente
posicionadas.

A figura 3 mostra uma vista do arranjo de acordo com uma
forma de concretizacdo de exemplo compreendendo um tunico fotodetector
(32) e quatro LEDs (31). A érea ativa do fotodetector € 1,5 mm x 1,5 min.

A figura 4 mostra uma vista esquematica em se¢do transversal
do dispositivo de ensaio (40) mostrando as posi¢des relativas de alguns dos
componentes. Luz a partir do LED (41) ilumina uma zona de tira (42) e luz
refletida a partir da zona € detectada por meio do fotodetector (44).
Similarmente, luz a partir do LED (45) ilumina uma zona de tira (46) e luz
refletida é detectada por meio do fotodetector. Providos sdo divisores (47)
que previnem que luz a partir do LED incida diretamente sobre o fotodetector.
Também provido € um membro inclinado (48) que serve para prevenir
iluminagdo da tira (46) por meio do LED (41) e, correspondentemente, a
iluminag#o da tira (42) por meio de LED (45), enquanto que permite que luz
refletida a partir das respectivas tiras de teste seja detectada por meio do
fotodetector. O membro inclinado também serve para guiar luz refletida a

partir das tiras de teste sobre o fotodetector. Os LEDs séo montados sobre
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uma superficie (49) feita de placa de circuito impresso.

A figura 5a ilustra uma vista do lado inferior do arranjo de
defletor da forma de concretizagdo exemplificada. Luz a partir dos LEDs, dos
quais um (denotado por meio do numero de referéncia 51) é mostrado,

ilumina uma zona de uma tira de ensaio (nfo mostrada) através de uma

-abertura. Cada LED ¢ associado a uma respectiva abertura. Na figura, uma

abertura de exemplo ¢ denotada por meio do ntimero de referéncia 55. Luz é
refletida a partir da tira sobre o fotodetector (52). Também mostrado é o
membro inclinado (53) e divisor (56). LEDs adjacentes sdo blindados uns
com respeito aos outros por meio de defletores (54).

A figura 5b mostra uma vista do lado inferior do arranjo de
defletor da forma de concretizagdo exemplificada a partir de uma diferente
perspectiva. O membro inclinado (53) é simétrico em torno do eixo
geométrico (57) e serve para guiar luz refletida luz de todos os quatro LEDs
(nfo mostrados) para sobre o fotodetector (ndo mostrado).

A figura 6 mostra a vista superior do dispositivo de ensaio,

observando-o por baixo sobre uma tira de teste (61) posicionada sobre as

- aberturas, (62) e mantida em posi¢do por meio de pinos de posicionamento (63).

Os LED:s e fotodetector podem ser parcialmente vistos através das aberturas.
Exemplo 1
O valor do sinal determinado a partir das respectivas zonas
para um dispositivo de ensaio compreendendo uma zona de teste de baixa
sensibilidade (para medir alta concentragdo de analito) e uma zona de teste de
alta sensibilidade (para medir baixa concentra¢do de analito) é determinado
pelos meios de computacgdo de sinal como segue:

O uso das tiras e janelas ¢ definido na tabela abaixo (ver a

figura 2)

Tira Janela 1 Janela 2

A Linha de teste de Baixa Sensibilidade (LLS) Linha de controle (Ctrl)
B linha de teste de Alta Sensibilidade (HS) Janela de referéncia (Ref)
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Medigbes da luz refletida a partir de cada janela sdo feitas
aproximadamente duas vezes em um segundo e¢ um filtro digital de passa-
baixa ¢ usado para rejeitar ruido e suavizar ou alisar os dados. Valores
filtrados sdo usados para detectar fluxo e determinar o resultado e sfo
expressos em termos de atenuagdo relativa em percentagem normalizada
(%A). Isto leva em conta e minimiza quaisquer variagdes nos componentes
opticos tanto dentro do dispositivo quanto entre os dispositivos.

O valor medido ¢ inversamente proporcional a quantidade de
luz refletida.

Para cada janela, a relagdo de janela nas janelas de referéncia,
controle e teste é igual ao valor medido quando o suporte poroso esta seco, t =
0 (antes da adi¢do de amostra), dividido pelo valor medido no tempo t depois
da adi¢do da amostra:

Calculo de relacoes de janela filtradas

Para cada ponto de tempo ¢, as relagdes de janela para cada
janela sdo avaliadas como segue:

valor de janela de referéncia filtradoempo=o

Relagdo de ref; =
valor de janela de referéncia filtradoempo=
valor de janela de teste LS filtradoempo—o
Relagdo de HS; =
valor de janela de teste filtradoyempo=
valor de janela de referéncia filtradosempo=o
Relacdo de LS; = . _
valor de janela de referéncia filtradosempo=t
valor de janela de Ctrl filtradoempo=o
Relagdo de Ctrl; =

valor de janela de Ctrl filtradoempo=
Calculo de valores de %A filtrados
A atenuagdo relativa em percentagem normalizada (%A) ¢
dada por meio da diferenca da relagdo de janela de referéncia (ref.) e relagao
de janela sendo considerada (janelas de controle ou teste) dividida pela

relacdo de janela de referéncia e multiplicada por 100%
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para cada ponto de tempo t, valores de % A sdo calculados
para a linha de teste HS, linha de teste LS e linha de controle, em que:
Relagio de ref; - relagéo de teste de HS

HS; (% A) = x 100 %
Relagdo de ref;
Relagdo de ref; - relacdo de teste de LS
LS; (% A)= x 100 %
Relagdo de ref;
Relagdo de ref; - relagdo de teste de HS
HS; (% A) = x 100 %
Relagdo de ref;
Relac@o de ref; - relagdo de Ctrl;
Ctrl; (% A) = x 100 %
Relagdo de ref;

Construcio de Dispositivos de ensaio

Um dispositivo de ensaio de acordo com o primeiro aspecto da
invengdo foi construido compreendendo uma primeira tira de teste de ensaio
compreendendo um reagente de liga¢do rotulado provido a montante de uma
zona de detecgdo e uma segunda tira de teste de ensaio compreendendo um
reagente de ligacdo rotulado e um segundo reagente de ligacdo (renovagio)
para o analito bem como reagente de ligacdo rotulado para uma zona de
controle, provido a montante de uma zona de detec¢do e uma zona de
controle.

Preparacdo do primeira tira de teste de ensaio

A zona de detecgéo foi preparada por meio de dispensa de uma
linha de anticorpo anti-B-hCG (in-house clone 3468) em uma concentragdo de
3 mg/ml em tampdo de PBSA, em uma taxa de 1 pl/cm sobre fitas de
nitrocelulose de dimensdes de 350 mm de comprimento x 40 mm de largura
(Whitman) tendo a tamanho de poro de 8 microns e a espessura entre 90-100
microns, que foram laminadas para formar uma camada de suporte de 175
micron. O anticorpo anti-B-hCG foi aplicado usando a plataforma de
dispensa Biodot xyz3050 como uma linha de ~ 1,2 mm em largura e ~ 300

mm em comprimento em uma posi¢do de 10 mm ao longo do comprimento da
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nitrocelulose.

As fitas de nitrocelulose foram secadas usando o forno de
secagem Hedinair série # 17494 ajustado em 55°C e velocidade 5 (tnico
passe).

A nitrocelulose foi subseqiientemente bloqueada usando um
tampdo de bloqueio compreendendo uma mistura de 5% de etanol (BDH
Analar 104766P) mais 150 mM de Cloreto de S6dio (BDH Analar 10241AP)
mais 50 mM de base de trizma a partir de (Sigma TI 503) mais Tween 20
(Sigma P1379) e 1% (w/v) élcool polivinilico (PVA, Sigma 360627).

O tampao de bloqueio foi aplicado em uma taxa de 1,75 p
I/mm a extremidade proximal da fita. Uma vez quando a solugfo de bloqueio
se impregnou na membrana, uma solugdo de 2% (w/v) de sacarose (Sigma
S8501 em 4agua desionizada) foi aplicada usando o mesmo aparelho em uma
taxa de 1,6 pl/mm e permitido que se impregnasse na membrana de
nitrocelulose por ~ 5 minutos).

As fitas de NC foram entfo secadas usando forno de secagem
Hedinair série # 1 7494 ajustado em 75°C e velocidade de 5 (inico passe).

Preparacdo do reagente de ligac@io rotulado mobilizavel sobre

0 primeiro material de suporte poroso.

O reagente de ligagdo rotulado foi preparado de acordo com o
seguinte protocolo:

Revestimento de particulas de latex com anti-a. hCG.

1. Diluir azul particulas de latex azuis de Duke Scientific (400
nm em didmetro, DB1040CB em 10 % de sélidos (w/v)) a 2% de sélidos
(w/v) com 100 mB de tampdo de di-sodio tetra borato pH 8,5 (BDH AnalaR
102676G) (DTB).

2. Lavar o latex diluido por meio de centrifugacdo de um
volume de (2 ml) de latex diluido em dois tubos centrifugos da Eppendorf em

17000 rpm (25,848 rcf) por 10 minutos em uma centrifuga 17RS da Heraeus
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Biofuge. Remover e descartar o sobrenadante e re-suspender as pelotas em
100 mM de DTB para fornecer 4% de s6lidos (w/v) em um volume total de 1
ml.

3. Preparar uma mistura de etanol e acetato de sodio (95 % de
Etanol BDH AnalaR 104766P com 5 % w/v de Acetato de sddio Sigma S-
2889).

4. Adicionar 100 pls de solug@o de etanol-acetato de sédio ao
latex lavado na etapa 2 (isto €, 1 0% do volume de latex).

5. Diluir o anticorpo de estoque (in-house clone 3299) para
fornecer ~ 1200 pg/ml de anticorpo em DTB.

6. Aquecer um volume de 1 ml do anticorpo diluido da etapa 5
em um banho de 4dgua ajustado em 41.5°C por ~ 2 minutos. Também aquecer
o latex lavado mais etanol-acetato de sddio da etapa 4 no mesmo banho de
agua por 2 minutos.

7. Adicionar o anticorpo diluido ao latex mais etanol-acetato,
misturar bem e incubar por 1 hora no banho de 4gua ajustado em 41,5°C
enquanto mistura usando um agitador magnético e um pulgdo magnético
colocado na mistura.

8. Preparar 40mg/ml de solugdo de Albumina de Soro Bovino
(BSA) (Intergen W22903 em 4gua desionizada). Bloquear o latex por meio
da adicdo de um igual volume de 40 mg/ml de BSA a mistura de
latex/anticorpo/acetato de etanol e incubar no banho de 4gua em 41,5°C por
30 minutos com agita¢do continua.

9. Centrifugar a mistura em 17000 rpm por 10 minutos como
na etapa 2, (separar o volume em lotes de 1 ml entre os tubos de Eppendorf).
Remover e descartar o sobrenadante e re-suspender a pelota em 100 mM de
DTB. Repetir a centrifugagdo como na etapa 2, remover e descartar o
sobrenadante e re-suspender em pelota em Air Brushing Buffer (20% (w/v) de

Sacarose Sigma S8501, 10% BSA (w/v) em 100 mM de Trizma Base Sigma
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T1503 pH até 9). Adicionar Air Brushing Buffer para fornecer latex com 4%
de solidos (w/v).

O conjugado latex foi e borrifado em uma mistura de BSA e
sacarose sobre um suporte poroso de fibra de vidro (F529-09, Whitman) em
uma taxa de 5 g/hr e 110 mm/s e secado usando um Forno de Transportador
de Hedinar, numero de série 17494, ajustado em 65°C e velocidade de 5
(inico passe).

A zona escolhida como a zona de referéncia estava a uma
distancia de 13 mm ao longo da nitrocelulose, mais precisamente a jusante da
zona de deteccgéo.

O material de fibra de vidro compreendendo o reagente de
ligacdo rotulado foi fixado na membrana de nitrocelulose usando um claro
filme laminado revestido com adesivo (Ferrisgate, 38 mm de largura)
arranjado de modo que o reagente rotulado estava na parte mais superior e a
fibra de vidro sobrepos a superficie da nitrocelulose por ~ 2mm ao longo do
comprimento (350 mm) da fita de membrana de nitrocelulose. A fibra de
vidro foi fixada a extremidade da nitrocelulose de modo que ela estava a
montante da zona de deteccéo.

A folha laminada foi subseqiientemente cortada em tiras de
teste compreendendo um material de suporte poroso de fibra de vidro tendo
uma largura de 6 mm e um comprimento 25 mm, com o reagente rotulados
tendo sido aplicado em 20 mm ao longo do comprimento da fibra de vidro,
provido a montante de e sobrepondo por 2mm, uma membrana de
nitrocelulose tendo uma largura de 6 mm e um comprimento de 40 mm.

Preparacio da segunda tira de teste de ensaio.

A zona de detecgdo foi preparada como segue:
anticorpo de B-hCG anti-humano de rato Mab (clone 3468)
3mg/ml em tampdo de PBSA foi plotado em 1 ul/cm sobre nitrocelulose (do

tipo e dimensdes como aquelas de acordo com o primeiro ensaio) na posigao
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de 10 mm usando uma plataforma de dispensa Biodot XYZ3050 para prover
uma unica zona de detecgdo para o primeiro ensaio.

A zona de controle foi preparada como segue:

anticorpo de Cabra-anti-Coelho (Lampire) em 2 mg/ml em
tampdo de PBSA foi plotado em 1 pl/cm sobre a mesma nitrocelulose que a
usada para o segundo ensaio, na posi¢do de 13 mm usando uma 13MM
posi¢do usando uma plataforma de dispensa Biodot XYZ3050 para prover
uma Unica zona de controle para o dispositivo de ensaio.

o-hCG de rato-anti-humano mAb (clone 3299) conjugado a
400 nm de latex de poliestireno azul (Duke Scientific) foi misturado com
anticorpo de renovagdo mAB de B-hCG anti-humano de rato (in-house clone
3468) em 3 mg/ml para fornecer um latex azul de % final de 3 %, uma
concentragdo final 3468 de 0,075 mg/ml e concentragdo de 0,06 mg/ml do
anticorpo livre de anti-B-hCG. A mistura resultante foi pincelada a ar sobre
fibra de vidro de Whatman (carretéis de largura de 2 mm) usando o BIODOT
XYZS (ntimero de série 1673) em 90 g/hr pulverizado a 2,02 pg/cm sobre
fibra de vidro F529-09 em aproximadamente a posi¢do de 20 mm. A solucio
pulverizada se espalhou para formar uma fita que tinha aproximadamente 7
mm em comprimento.

Reagente de ligacdo rotulado para a zona de controle foi
também depositado sobre a mesma regido do suporte poroso que o reagente
de ligacdo rotulado para o analito como segue:

IgG de coelho (Dako) foi conjugado com 400 nm de latex de
poliestireno de latex azul (Duke Scientific) em BSA/sacarose para fornecer
uma % final de latex azul de 0,7% de sélidos e borrifado a 65 g/hr sobre fibra
de vidro.

A fibra de vidro foi secada usando um Forno de Transportador
Hedinar nimero de série 17494 ajustado em 65°C e velocidade de 5 (Unico

passe). Um segundo passe de latex foi depositado sobre a fibra de vidro por
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meio de repeti¢do do acima, todavia, em uma deslocamento de ~ 0,8 mm a
partir da posicdo original de pulverizagdo (mais a jusante da fibra de vidro).
A fibra de vidro como secada como descrito acima.

O material de fibra de vidro com latex pulverizado foi fixada a
membrana de nitrocelulose usando um claro filme laminado revestido com
adesivo (Ferris gate, 38 mm de largura) arranjado de modo que o latex
pulverizado estava mais acima e a fibra de vidro sobrepds a superficie da
nitrocelulose por 2 mm ao longo do comprimento (350 mm) da fita de
membrana de nitrocelulose. A fibra de vidro foi provida a montante da
membrana de nitrocelulose e os reagentes de ligagdo foram providos em
dire¢do a extremidade distal da fibra de vidro.

A folha laminada foi subseqiientemente cortada em tiras de
teste compreendendo um material de suporte poroso de fibra de vidro tendo
uma largura de 6 mm e um comprimento 25 mm, com os reagentes rotulados
tendo sido aplicados a 20 mm ao longo do comprimento da fibra de vidro,
providos a montante de e sobrepondo por 2 mm, uma membrana de
nitrocelulose tendo uma largura de 6 mm e um comprimento de 40 mm. Um
receptor de amostra poroso (Filtrona) de 45 mm de comprimento, 12 mm de
largura e uma espessura de aproximadamente 2,5 mm foi provido a montante
de e sobrepondo o primeiro material de suporte poroso por aproximadamente
3 mm.

Reagente de ligacdo rotulado para a zona de controle foi
também depositado sobre a mesma regido do suporte poroso que o reagente
de ligagéo rotulado para o analito como segue:

IgG de coelho (Dako) foi conjugado com 400 nm de latex de
poliestireno de latex azul (Duke Scientific) em BSA/sacarose para fornecer
uma % final de latex azul de 0,7% de soélidos e pulverizado a 65 g/hr sobre
fibra de vidro (F529-09).

A primeira e segunda tiras de teste de ensaio foram



10

40

depositadas em paralelo uma em relagdo a outra e uma almofada de aplicagéo
de amostra de poliéster em comum (505521, Filtrona) foi colocada acima nas
extremidades a montante de ambos os ensaios. Uma almofada de pogo de
absorvente de algoddo em comum (CF7, Whitman) foi colocada por cima a
jusante das zonas de referéncia e controle.

O dispositivo de ensaio foi preparado por meio da montagem
das tiras de ensaio em uma configuragdo paralela em uma caixa de plastico
compreendendo os componentes Opticos. Os LEDs foram arranjados de
modo que os quatro LEDs foram posicionados em estreita proximidade as
respectivas quatro zonas (2 zonas de deteccdo e as zonas de referéncia e
controle) em uma posigdo deslocada e acima do plano do ensaios. Um Unico
fotodetector foi posicionadb entre e acima do plano dos dois ensaios e

posicionado no centro das tiras de ensaio (ver a figura 2).



10

3
LA

REIVINDICACOES

1. Dispositivo de ensaio combinado com um dispositivo de

leitura de resultado para ler o resultado dos ensaios realizados no dispositivo
de ensaio, o dispositivo de ensaio (20) sendo para determinar a presenca e/ou

extensio de um ou mais analitos em uma amostra de liquido, o dito

dispositivo de ensaio caracterizado pelo fato de que compreende:

a) primeira e segunda tiras de ensaio (22, 23), cada
compreendendo um trajeto de fluxo respectivo tendo uma zona de detecgio
(24, 26) para imobilizar um reagente de ligaciio rotulado, em que detecgio de
um reagente de ligacdo rotulado em uma ou ambas as zonas de deteccdo é
indicativa da presenca e/fou extensio de um ou mais analitos, em que a
primeira e segunda tiras de teste estdo sobre substratos separados ou sdo
providas em um substrato comum, mas isoladas de tal forma que o ligquido
ndo pode cruzar do trajeto de fluxo de uma tira de teste para o trajeto de fluxo
da outra, ¢

em que a primeira e a segunda tiras de teste tem um regido de
aplicacio de amostra porosa comum (21)

b) uma zona de referéncia compartilhada {(27) presente em uma
das ditas primeira e segunda tiras de teste;

o dispositivo  de leitura de resultado de ensaio,
compreendendo:

¢) uma ou mais fontes de luz (41, 45) para iluminar as zonas
de detec¢do e a zona de referéncia compartilhada;

d) um ou mais fotodetectores (4) para detectar luz a partir das
zonas de¢ detecgiio ¢ da zona de referéneia compartilhada, fotodetector/es
este/s que geram um sinal cuja magnitude do sinal € relacionada com a
quantidade de luz detectada; e

¢) meios de processamento de sinal para processar sinais dofs

totodetector/es,
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em que os meios de processamento de sinal sdo adaptados e
configurados para medir o sinal da zona de referéncia compartilhada em uma
das ditas tiras de teste para prover um valor compensado para o sinal obtido
na zona de deteccdo da outra das ditas tiras de teste.

2. Dispositivo de ensaio de acordo com a reivindicagcao 1,

caracterizado pelo fato de que a primeira e/ou segunda tira de teste

compreendem um reagente de ligacdo rotulado para um analito ou anilogo de
analito provido em uma forma mobilizdvel a montante da zona de deteccao
em um estado seco antes do uso do dispositivo.

3. Dispositivo de ensaio de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a primeira e/ou segunda tiras de ensaio
compreendem um reagente de ligacdo para um analito ou um reagente de
ligacdo rotulado provido em uma forma imobilizada na zona de deteccao.

4. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagcbes precedentes, caracterizado pelo fato de que ainda compreende

uma zona de controle compartilhada (25).
5. Dispositivo de ensaio de acordo com a reivindicacdo 4,

caracterizado pelo fato de que a zona de controle ¢ composta como parte ou

da primeira ou da segunda tiras de ensaio.
6. Dispositivo de ensaio de acordo com a reivindicacao 4 ou

reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato de que a zona de controle é composta

como parte de uma tira de teste € a zona de referéncia compartilhada €
composta como parte da outra tira de teste.
7. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicacOes precedentes, caracterizado pelo fato de que a primeira tira de

teste e a segunda tira de teste sdo capazes de detectar a presenca de um analito
em diferentes faixas de concentragio.
8. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicacOes precedentes, caracterizado pelo fato de que os trajetos de fluxo
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das primeira e segunda tiras de teste, cada, compreendem um suporte poroso
(42,46).
9. Dispositivo de ensaio de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizado pelo fato de que o(s) suporte(s) poroso(s) compreende(m)

nitrocelulose.
10. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagcOes precedentes, caracterizado pelo fato de que ainda compreende

um poco provido na extremidade distal das tiras de teste.
11. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que a primeira e

segunda tiras de teste, cada, compreende diferentes quantidades de reagente
de ligacdo rotulado.
12. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que a primeira tira de

teste € para a detecgao de um analito em uma faixa inferior e a segunda tira de
teste é para a deteccdo de analito em uma faixa mais alta.
13. Dispositivo de ensaio de acordo com a reivindicacao 12,

caracterizado pelo fato de que o segundo ensaio tem uma maior quantidade de

reagente de ligacdo rotulado que a primeira tira de teste.
14. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagcOes precedentes, caracterizado pelo fato de que o primeiro ensaio

compreende um reagente de ligacdo rotulado para o analito provido a
montante de uma zona de deteccdo € o segundo ensaio compreende um
reagente de ligacdo rotulado para o analito e um segundo reagente de ligacao
para o analito provido a montante da zona de deteccao.

15. Dispositivo de ensaio de acordo com as reivindicagdes 13 e

14, caracterizado pelo fato de que o primeiro ensaio compreende uma zona de

referéncia compartilhada ¢ o segundo ensaio compreende uma zona de

controle compartilhada.
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16. Dispositivo de ensaio de acordo com a reivindicacio 15,

caracterizado pelo fato de que a zona de referéncia € provida a jusante da zona

de deteccao.
17. Dispositivo de ensaio de acordo com as reivindicagdes 15 e

16, caracterizado pelo fato de que a zona de controle € provida a jusante da

zona de deteccgao.

18. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes precedentes, caracterizado pelo fato de que um fotodetector
detecta luz de uma pluralidade de zonas.
19. Dispositivo de ensaio de acordo com as reivindicacOes 4 a

18, caracterizado pelo fato de que compreende um tdnico fotodetector para

detectar luz a partir das duas zonas de detecc¢do, da zona de referéncia e de
uma zona de controle.
20. Dispositivo de ensaio de acordo com as reivindica¢des 4-

19, caracterizado pelo fato de que compreende quatro fontes de luz para

iluminar as duas zonas de deteccdo, a zona de referéncia e uma zona de
controle.
21. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagcGes precedentes, caracterizado pelo fato de que a quantidade de luz

detectada pelo(s) fotodetector(es) a partir das zonas de deteccdo e da zona de
referéncia € medida antes da adicdo de amostra no dispositivo de ensaio e
novamente depois da adi¢cdo de amostra no dispositivo de ensaio, € uma
relacdo entre as duas medi¢cOes, antes € apds a adicdo da amostra, calculada
para cada zona.

22. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicacOes precedentes, caracterizado pelo fato de que as fontes de luz

compreendem um ou mais LEDS.
23. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagGes precedentes, caracterizado pelo fato de que o analito a ser




determinado é gonadotropina cori6nica humana.
24. Dispositivo de ensaio de acordo com qualquer uma das

reivindicagOes precedentes, caracterizado pelo fato de que a amostra de

liquido € urina.

25. Método de realizagcdo de um ensaio para determinar a presenca
e/ou extensao de um analito em uma amostra de liquido, caracterizado pelo fato de
que compreende a etapa de contatar a amostra com a regido de aplicacdo de
amostra comum de um dispositivo de ensaio combinado e dispositivo de leitura,

conforme definido em qualquer uma das reivindicagbes precedentes.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 5a
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Figura 5b
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