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DESCRIPCION
Procedimientos de analisis y dispositivos para reacciones bioldgicas entre una fase liquida y una fase solida

La presente invencion se refiere a procedimientos y dispositivos especiales para llevar a cabo analisis inmunoldgicos,
histoquimicos y citoquimicos, biomoleculares, enzimolégicos, clinico-quimicos y de otro tipo, por ejemplo en el
diagnéstico médico de laboratorio, en los que se incuban correactantes enlazados a una fase sélida con reactantes
disueltos en liquidos. Para ello se disponen sustratos de fase sdlida sobre superficies de adhesion longitudinales de
un portaobjetos y se ponen en contacto con liquidos, que se encuentran en acanaladuras de un portarreactivo -
enfrentadas con exactitud a las superficies de adhesién, forzandose, en determinadas formas de realizacién, para la
mezcla de los reactantes durante la incubaciéon una conveccién potente de los correactantes disueltos en el liquido:
Las reacciones se desarrollan rapidamente, las sefiales se intensifican y la reactividad de cada sustrato se hace mas
unitaria por toda la superficie de lo que puede conseguir el estado de la técnica. Si se examinan varias muestras
yuxtapuestas, la disposicion impide que los liquidos de las pruebas adyacente se mezclen unas con otras durante la
incubacion. Al final de la incubacion lo portaobjetos se retiran de los portarreactivos y se evaltan los resultados.
Ejemplos para la aplicacion de la invencion son la determinacion de anticuerpos en el suero de pacientes con sospecha
de enfermedades autoinmunitarias o infecciosas mediante inmunofluorescencia indirecta o inmunotransferencia y la
genotipificacion de muestras de paciente con ayuda de micromatrices.

Estado de la técnica

Para el campo de utilizacion de la invencion se explica el estado de la técnica con un ejemplo procedente del
diagndstico analitico médico-inmunoldgico, la "prueba de inmunofluorescencia indirecta” para comprobar anticuerpos
en suero de pacientes, véase la figura 1. El suero que va a examinarse o una dilucion del mismo se lleva al contacto
con un sustrato unido fijamente con un portaobjetos, que contiene antigenos que se corresponden con los anticuerpos
que van a determinarse, y se incuba durante un tiempo determinado. Como sustratos se consideran entre otros:
microcortes de tejidos bioldgicos, extensiones bacterianas, células o gotas de antigenos acopladas o secadas
aplicadas en solucién. En muestras positivas se unen ahora anticuerpos especificos del suero de pacientes a los
correspondientes antigenos del sustrato, por ejemplo al ADN de los nucleos celulares de un corte histologico.
anticuerpos contra ADN se encuentran entre otros en pacientes con la enfermedad del sindrome lUpico.

Tras la primera etapa de incubacioén se lavan anticuerpos excedentes, libres con solucion tampén. El sustrato se incuba
ahora una segunda vez, esta vez con un anticuerpo antihumano dirigido contra la inmunoglobulina humana, marcado
con fluoresceina (este se obtuvo por ejemplo mediante inmunizacién de una cabra con inmunoglobulina humana). En
el caso positivo se unen en la segunda etapa los anticuerpos marcados con los anticuerpos del suero de paciente ya
enlazados. En una etapa de lavado adicional se retiran de nuevo anticuerpos excedentes, no enlazados. Después se
instila medio de montaje, se coloca un cubreobjetos y el sustrato que se ha terminado de incubar se examina con el
microscopio de fluorescencia. En muestras positivas los nucleos celulares del sustrato son fluorescentes en verde,
cuando en el microscopio se irradian con luz (azul) de una longitud de onda de aproximadamente 488 nandémetros. En
el caso de un resultado negativo los nucleos celulares permanecen oscuros. El cubreobjetos crea una superficie mate
necesaria para una perfecta reproduccion, paralela al sustrato y saliente en plano e impide ademas que el objetivo de
microscopio entre en contacto directo con el sustrato. El medio de montaje llena el espacio entre sustrato y
cubreobjetos y procura por ello una trayectoria de los rayos sin dispersion, contiene sustancias para la reduccion de
la degradacion de la fluorescencia, su pH esta ajustado a un rendimiento de fluorescencia maximo.

La inmunofluorescencia indirecta se utiliza a nivel mundial en el diagndstico analitico, para analizar anualmente en
millones de sueros de paciente autoanticuerpos o anticuerpos de infeccion. Para afrontar mejor la expansion de los
examenes, se intenta, resumir los desarrollos de trabajo y automatizar los procesos. Segun el estado de la técnica
general, por lo tanto en el laboratorio de diagndsticos se emplean portaobjetos con varios campos de reaccion, para
el examen paralelo de varios pacientes. Esta etapa de racionalizacion encierra el peligro de que en el caso de un modo
de proceder descuidado los sueros dispuestos yuxtapuestos confluyan y a algunos pacientes se les dé erroneamente
el diagndstico de su portaobjetos vecino.

El estado de la técnica analitica de este campo de utilizacion hasta el afio 1979 se describe en el documento EP 0 018
435", Alli se divulga también un nuevo tipo de incubacion para la inmunofluorescencia indirecta, en la que los sueros
de paciente y los reactivos no se instilen directamente sobre el portaobjetos, como hasta ahora era habitual, sino sobre
campos de reaccion hidréfilos de un portarreactivo plano, cuyo entorno es hidréfobo. El portaobjetos contiene sobre
campos de reaccion igualmente hidrdéfilos los sustratos, y estos se colocan con una distancia definida por encima del
portarreactivo de modo que los sustratos aparecen en las gotas asociadas a ellos, por lo que las reacciones para todos
los campos de un portaobjetos se inician al mismo tiempo. El nimero de las diluciones de suero que pueden
examinarse por cada portaobjetos se corresponde con el numero de sus campos de reaccion. A las ventajas de esta
técnica pertenece el hecho de que las gotas ya no pueden discurrir tan faciimente unas hacia otras. La altura de gota
esta fijada y es constante y el inicio de las reacciones en la colocacion de un portaobjetos sobre una gota previamente
pipetada se realiza simultaneamente, por ello las reacciones de distintas pruebas pueden compararse mejor unas con
otras. La evaporacion se retarda y en los sustratos se fijan muchos menos precipitados de color molestos sin
especificar, porque estas durante la incubacién sedimentan en la direccién contraria.
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Entre tanto la inmunofluorescencia indirecta se ha perfeccionado mediante una técnica de fragmentacion especial
(documento EP 0 117 262)?: Los sustratos (por ejemplo cortes congelados, células sembradas o extendidas, antigenos
aislados acoplados etc.,) no se fijan en este caso directamente sobre portaobjetos, sino no primeramente sobre
cristales delgados de por ejemplo 0,15 mm de espesor. A continuacién estos cristales, junto con los sustratos que se
adhieren a estos, se dividen en fragmentos de tamafio discrecional (biochips), y solo en este momento se fijan sobre
portaobjetos- por ejemplo se pegan. La técnica de la fragmentacion es adecuada especialmente para la produccion
en masa de sustratos, por es significativamente mas sencilla y es mas rapido elaborar un corte histolégico algo mayor
y dividirlo en biochips pequefios, que producir muchos cortes histolégicos pequefios y montarlos directamente sobre
portaobjetos. Aun mas claro es el avance en la productividad de sustratos de cultivo celular o extensiones de células
en superficies recubiertas con antigenos definidos. Ademas pueden componerse mosaicos discrecionalmente
extensos de sustratos diferentes, de modo que con la misma gota de una dilucion de suero o de la solucion de reactante
pueden examinarse perfiles de anticuerpo extensos 24 °. La invencion se utiliza hoy en dia a nivel mundial. Dispositivos
y procedimientos para la fabricacion en gran medida automatizada de tales portaobjetos se describen en la solicitud
de patente europea PCT/EP/2005/000974 (2005) 6.

El estado de la técnica adolece de una imperfeccion basica en cuanto a que concretamente durante las incubaciones
no se proporciona una conveccion continua efectiva en la fase liquida. Las muestras o el liquido de reactivo estan en
contacto directo con las estructuras que contienen antigenos. Anticuerpos presentes correspondientes se enlazan con
los antigenos diana, y su concentracion en el entorno inmediato de los antigenos disminuye, mientras que uno o dos
milimetros mas lejos se presentan concentraciones de anticuerpos auin mas altas. Solo mediante difusion el gradiente
dentro del tiempo de examen no se degrada, y la medida propuesta en el documento citado EP 0 018 435 para generar
una conveccion (variacion periddica de la distancia entre portaobjetos y portarreactivo para la deformacion de las gotas
redondas sujetas entre ambos) no era ni de lejos lo suficientemente efectiva. El documento EP 0 075 605 muestra un
dispositivo para llevar a cabo reacciones con un portaobjetos y un portarreactivo en cuyas superficies de adhesion
longitudinales estan instaladas acanaladuras.

Objeto de la invencion

Se trataba de encontrar un modo en andlisis inmunolégicos, histoquimicos, biomoleculares, enzimolégicos, clinico-
quimicos y de oftro tipo, por ejemplo para el diagnéstico médico analitico, de incubar correactantes enlazados a una
fase solida con reactantes disueltos en liquido, presentandose el liquido de la fase sélida de un modo que no puede
discurrir lateralmente, que las muestras adyacentes durante la incubacion o durante los ciclos de lavado no entran en
contacto entre si y que para la mezcla de los reactantes durante la incubacion o para el lavado efectivo puede forzar
una conveccion potente en el liquido.

Descripcidn de la invencion

Este objetivo se resuelve mediante un dispositivo segun la reivindicacion 1 y un procedimiento segun la reivindicacion
12. Formas de realizacion preferentes son objeto de las reivindicaciones dependientes correspondientes en cada caso.

Esta previsto que un dispositivo para llevar a cabo analisis inmunolégicos, histoquimicos y citoquimicos,
biomoleculares, enzimoldgicos, clinico-quimicos y de otro tipo presente un portaobjetos con una o varias superficies
de adhesion longitudinales, por ejemplo en forma de tiras, y un portarreactivo con una o varias acanaladuras
longitudinales. El portaobjetos puede unirse de manera separable con el portarreactivo de modo que las superficies
de adhesion longitudinales estén enfrentadas en cada caso a una de las acanaladuras y discurran en paralelo o
esencialmente en paralelo hacia estas y entonces, cuando correactantes enlazados a una fase solida estén dispuestas
en las superficies de adhesion longitudinales y se encuentren en las acanaladuras reactantes disueltos en liquido, los
correactantes y reactantes estan en contacto. Estan previstos medios, para impedir un paso del liquido de una
acanaladura a una acanaladura adyacente. Se prefiere que portaobjetos y portarreactivos presenten medios, con cuya
ayuda pueda conseguirse que el portaobjetos y el portarreactivo en el estado unido estén dispuestos en una posicion
definida entre si, es decir se produce una colocacion lateral definida y/o una distancia definida. Tales medios pueden
comprender por ejemplo salientes y depresiones asociados unos a otros, elementos de enclavamiento y/o topes.
Ademas, puede ser ventajoso cuando el portaobjetos y/o el portarreactivo presentan medios, que pueden provocar la
unioén separable.

Al impedirse que el liquido durante el andlisis pase entre las acanaladuras, pueden analizarse ventajosamente en las
diferentes acanaladuras en paralelo varias muestras yuxtapuestas sobre un portaobjetos, sin que exista el peligro de
que los liquidos de las pruebas adyacentes se mezclen unas con otras durante la incubacion.

Las superficies de adhesion pueden estar dispuestas en la superficie de portaobjetos de modo que son planas con
respecto a esta o estan a ras de esta. Como alternativa entre superficies de adhesion adyacentes pueden estar
previstas ranuras que discurren en paralelo de un extremo longitudinal de la superficies de adhesion al otro, pueden
estar previstas depresiones o escalones longitudinales. De esta manera se consigue ventajosamente que las
superficies de adhesion individuales estén desfasadas unas de otras y estén dispuestas en salientes propios en cada
caso, longitudinales separados, es decir, por ejemplo estan dispuestas elevadas en cierta manera sobre la superficie
de portaobjeto.
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Las acanaladuras del portarreactivo discurren en salientes longitudinales sobre la superficie de portarreactivo, estando
separados unos de otros los salientes de acanaladuras adyacentes. De este modo por ejemplo los salientes
individuales - y con ello las acanaladuras - pueden estar rebajados o separados mediante escotaduras que discurren
en paralelo a las ranuras y entre estas desde un extremo longitudinal de las acanaladuras al otro o mediante un
perfilado especial de tipo escalén.

Los bordes laterales de las ranuras terminan arriba en punta o estan provistos con una arista cortante, y el portaobjetos
y portarreactivo en el estado unido impiden que el liquido salga hacia los lados de las acanaladuras. Esto puede
conseguirse en combinacion con los bordes que terminan en punta al ser la distancia de los bordes desde las
superficies de adhesion del portaobjetos tan reducida que el liquido se fija mediante fuerzas de adhesion desde abajo
y arriba en la posiciéon predeterminada contra una salida lateral. Se forma en cierta manera un "capilar ranurado a
ambos lados", desde el que puede escaparse aire por los lados, pero no el liquido.

En una forma de realizacién preferida las superficies internas de las acanaladuras estan equipadas con un perfil para
guiar el liquido en las acanaladuras en direccion longitudinal. Un perfil de este tipo puede comprender por ejemplo una
ranura que discurre en direccion longitudinal en el fondo de acanaladura.

Para aumentar la funcién de depésito para el liquido con el fin de realizar la proteccidon de derramamiento las
acanaladuras de los portarreactivos en la longitud llegan mas alla de los extremos longitudinales de las superficies de
adhesion de los portaobjetos. En otras palabras las acanaladuras son mas largas que las superficies de adhesion, y
en el estado unido de portaobjetos y portarreactivo las acanaladuras sobresalen en uno o preferentemente ambos
extremos mas alla de las superficies de adhesion. A este respecto puede ser particularmente ventajoso, cuando los
bordes de las acanaladuras en estas partes que sobresalen de la superficies de adhesién estan levantados hacia
arriba o estan elevados con respecto al resto de la acanaladura, para formar un depdsito en forma de cuenco, que
aloja liquido excedente.

Las acanaladuras del portarreactivo pueden estar hidrofiladas ventajosamente, para que el liquido pueda cargarse
mas facilmente en las acanaladuras. Para ello preferentemente en las acanaladuras se introducen sustancias
hidréfilas, que no perturban la reaccién que va a realizarse mas tarde.

En una configuracion ventajosa alrededor de cada superficie de adhesion del portaobjetos esta previsto un borde
circundante, que sobresale con respecto a la superficie de adhesion. Este borde puede ser parte de la superficie de
adhesion y formar su borde o puede estar dispuesto fuera de la superficie de adhesion. Es ventajoso cuando el borde
esta dimensionado de modo que para el analisis supera en altura sustratos de fase sdélida que van a fijarse en las
superficies de adhesién con correactantes en lazados a estos para reactantes disueltos en el liquido de acanaladuras
y preferentemente en concreto ligeramente de modo que en la valoracién posterior mediante un cubreobjetos colocado
sobre el portaobjetos no se ejerce ninguna presion mecanica directa sobre el sustrato de fase sdlida. En cualquier
caso el borde impide entonces un derramamiento de medio de montaje desventajoso.

El portaobjetos y el portarreactivo estan disefiados preferentemente de modo que en el estado unido de portaobjetos
y portarreactivo las superficies de adhesion se sumergen en las acanaladuras, en la zona de contacto estan situados
a la altura del borde de acanaladura o por encima del borde de acanaladura y el liquidos situado en las acanaladuras
antes de entrar en contacto con las superficies de adhesién o durante el contacto se arquea sobresaliendo del borde
de acanaladura.

Para la identificacion segura de los portaobjetos durante el examen al microscopio y para la asociacion seguro a los
portarreactivos al comienzo de la incubacion los portaobjetos y los portarreactivos pueden proveerse ventajosamente
con codigos legibles por maquina.

En un disefio ventajoso en la superficie superior o interna de las acanaladuras estan previstas placas de desviacion.
Tal como se describe a continuacion, el portaobjetos y portarreactivo en el estado fijado el uno al otro durante el
analisis o la incubacién se mueve preferentemente de modo que el liquido en las acanaladuras se mueve en vaivén
alternando en la direccion longitudinal de las acanaladuras. A este respecto inundan las placas de desviacion, y en
estas se forman remolinos en el liquido, que proporcionan una mezcla mejorada del liquido.

Durante el andlisis en las superficies de adhesién estan dispuestos preferentemente sustratos de fase solida o fases
sélidas con correactantes enlazados en los mismos para reactantes disueltos en el liquido de acanaladura. Estos
sustratos de fase soélida pueden disponerse en el curso de la fabricacion de los portaobjetos o solo directamente antes
del andlisis. Los sustratos de fase soélida presentan preferentemente material biolégico, que esta seleccionado de: a)
microcortes de tejidos bioldgicos, b) extensiones en células o grupos de células crecidas, c) extensiones de bacterias,
d) virus, protozoos y parasitos, €) gotas de antigeno aplicadas en solucién, endurecidas o acopladas, f) otras antigenos
acoplados a una superficie y/o g) secuencias de nucledtidos discrecionales.

Un dispositivo de este tipo puede emplearse ventajosamente en un procedimiento para llevar a cabo analisis
inmunoldgicos, histoquimicos y citoquimicos, biomoleculares, enzimoldgicos, clinico-quimicos y de otro tipo, en el que
el portaobjetos de la manera descrita anteriormente se une con el portarreactivo de modo que las superficies de
adhesion longitudinales estan enfrentadas en cada caso a una acanaladura, se introduce liquido con reactantes
disueltos en él en las acanaladuras, de modo que sustratos de fase sélida dispuestos en las superficies de adhesion
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con correactantes enlazados en los mismos entran en contacto con el liquido, y portaobjetos y portarreactivo se
mueven conjuntamente de modo que el liquido se mueven alternando en ambas direcciones longitudinales de las
acanaladuras. Después de que se hayan incubado correactantes y reactantes de este modo, a continuacion se analiza
o se evalua si, y dado el caso, en qué medida, ha tenido lugar una reaccion entre estos.

A este respecto el movimiento preferentemente se realiza, o portaobjetos y portarreactivo preferentemente estan
disefiados de modo que en las acanaladuras el liquido de la composiciéon de analisis durante los tiempos de reaccion
y el liquido de lavado durante los ciclos de lavado fluye tangencialmente por debajo de las superficies de adhesion.

En un disefio preferente del procedimiento se consigue una mezcla continua de cada férmula de analisis individual, es
decir del liquido en una acanaladura, durante el movimiento anterior al hacerse pivotar el portarreactivo junto con el
portaobjetos situado encima periddicamente en la direccion longitudinal de las acanaladuras desde la horizontal en
una medida en la que el liquido fluye de un lado a otro en direccion longitudinal de las acanaladuras y por ejemplo
entre los extremos de las acanaladuras.

Es preferente que en el movimiento anterior se alcance una mezcla, preferentemente continua y completa, del liquido
en cada acanaladura al ser mayor el volumen de liquido en cada mitad de ciclo movido de un extremo longitudinal de
las acanaladuras de portarreactivo hacia el otro extremo que el volumen de liquido por debajo de las superficies de
adhesion. Al incluirse el liquido en ambos extremos de cada acanaladura en la mezcla o en el intercambio continuo.

Es ventajoso ademas cuando la capacidad de las acanaladuras se adapta al volumen necesario para los analisis
respectivos al predeterminar la profundidad de acanaladura.

En el marco del procedimiento pueden utilizarse ventajosamente por cada féormula de analisis un sustrato de fase
solida (pruebas individuales ) o varios sustratos de fase sélida (prueba de mosaico).

El procedimiento puede emplearse para la determinacion de anticuerpos en el diagndstico de enfermedades
autoinmunitarias o infecciosas, alergias y tumores, pudiendo tratarse preferentemente de a) autoanticuerpos, b)
anticuerpos contra microbios patdgenos: bacterias, virus, protozoos, levaduras y parasitos, c) anticuerpos especificos
de alérgenos de las clases de inmunoglobulina IgE y IgG, d) anticuerpos contra antigenos tumorales.

Los anticuerpos pueden examinarse ventajosamente a) con la técnica de la inmunofluorescencia directa o indirecta,
b) con la técnica de inmunotransferencia, utilizando bajo esta micromatrices basadas en membranas de transferencia,
o c) con la técnica de la luminiscencia.

Ademas el procedimiento ventajosamente empleando la invencion puede utilizarse para la genotipificacion de
pacientes u otras muestras con ayuda de micromatrices.

El procedimiento puede llevarse a cabo preferentemente de manera automatizada o semiautomatizada. A este
respecto se colocan preferentemente (a) el nimero de portarreactivos previstos para los examenes en una posicion
definida sobre una mesa pivotante, (b) el tipo y nimero correspondiente de portaobjetos segun el protocolo de
incubaciéon de acuerdo con el analisis se dispone sobre el portarreactivo, ¢) se producen diluciones de muestra
adecuadas y se echan en las ranuras el portarreactivo previstas, d) que segun el protocolo se efectdan una o varias
etapas de incubacion, poniéndose en movimiento la mesa pivotante y se provoca y provocandose una mezcla efectiva
en las férmulas individuales, e) entre las etapas de incubacion individuales se intercalan ciclos de lavado, echandose
el liquido de lavad en uno de los lados de las acanaladuras y aspirandose en el otro, mientras tanto los portaobjetos
no necesitan retirarse de los portarreactivos, y f) los resultados de las variantes de prueba respectivas se evalian de
manera correspondiente. El dispositivo de acuerdo con la invencién esta adaptado preferentemente para la aplicacion
automatica o semiautomatica.

A continuacion se explican con mas detalle ejemplos de realizacion de la invencion con referencia a las figuras.

La figura 1representa esquematicamente la "prueba de la inmunofluorescencia indirecta" como prueba de anticuerpos
en el suero de pacientes de acuerdo con el estado de la técnica.

figura2 muestra un ejemplo de realizacién de portaobjetos y portarreactivo de acuerdo con la invencion.

figura 3 detalles adicionales del ejemplo de realizacion de acuerdo con la figura 2.

figura4 muestra un ejemplo de realizacién adicional de portaobjetos y portarreactivo de acuerdo con la invencion.
figura5 muestra un ejemplo de realizacién adicional del portarreactivo de acuerdo con la invencion.

Se crean portaobjetos (1) con una o varias superficies de adhesion (2) longitudinales, a las que se fijan los sustratos
de fase sdlida (3). Cada superficie de adhesion individual puede situarse de manera plana en la superficie de
portaobjeto, o sobresale en versiones preferentes de la invencion, separada de las superficies de adhesion adyacentes
mediante ranuras (4), que discurren en paralelo desde un extremo longitudinal de las superficies de adhesion hacia el
otro extremo, para delimitar unas de otras preparaciones de reaccion adyacentes. Para la incubacion los portaobjetos,
con las superficies de adhesion hacia abajo, se colocan sobre portarreactivo (5) con acanaladuras longitudinales (6) y
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se relinen con estos provisionalmente para formar un "bloque". Las acanaladuras estan enfrentadas a las superficies
de adhesion de los portaobjetos en una posicion exactamente definida y se llenan en un momento dado con el liquido
de muestra o el reactivo liquido. Sobresalen hacia arriba (en formas de realizacion especiales a modo de escalon) y
estan desfasadas hacia los lados mediante un perfilado especial. De este modo el portarreactivo ademas de las
acanaladuras puede presentar escotaduras (7) que discurren en paralelo desde un extremo longitudinal hacia el otro,
para delimitar unas de otras preparaciones de reaccion adyacentes. El liquido de las acanaladuras se levanta contra
las superficies de adhesion de los portaobjetos, de modo que se forma un "capilar ranurado a ambos lados, desde el
que puede escaparse aire, pero el liquido se sujeta desde abajo y desde arriba mediante fuerzas de adhesion en la
posicion prevista. Los bordes de las acanaladuras terminan arriba en punta o estan provistos con una arista cortante,
para impedir que el liquido salga hacia los lados. El liquido en determinadas formas de realizacion en los extremos
longitudinales de las superficies de adhesidon puede entrar desde un rebaje de la acanaladura hacia los capilares o
abandonarlos desde alli.

Los portaobjetos antes del llenado de las acanaladuras con el liquido ya pueden llevarse a la posicion prevista para la
incubacion, o el liquido ya se carga previamente en las acanaladuras, y los portaobjetos se colocan solamente
después, en este caso todas las reacciones comienzan durante la colocacion del portaobjetos simultaneamente. La
geometria de cada bloque esta determinada de modo que los sustratos de fase sélida entran en contacto con el liquido
sujeto por las acanaladuras. En algunas formas de realizacion para ello los campos de adhesion se sumergen en las
acanaladuras, en otras formas de realizacion los campos de adhesion estan situados a la altura del borde de
acanaladura, en otros de nuevo estan situados a mas altura, y el liquido se arquea por encima del borde de
acanaladura. Se producen portarreactivos con diferentes profundidades de acanaladura, orientandose segun el
volumen necesario para los analisis respectivos. Asimismo puede adaptarse el ancho de las superficies de adhesion
y de las acanaladuras a la demanda.

El producto compuesto de portaobjetos y portarreactivo (bloque) puede inclinarse ahora ritmicamente mediante
movimientos de balanceo con frecuencia discrecional de tal modo que el liquido fluye desde un extremo longitudinal
de las superficies de adhesion y acanaladuras hacia el otro, y después de nuevo de vuelta. Para finalizar la incubacion
los portaobjetos se extraen de los portarreactivos y las reacciones se evalian. En el caso de la prueba de
inmunofluorescencia indirecta se pone en contacto medio de montaje con los sustratos de antigeno de las superficies
de adhesion y por cada portaobjetos se coloca un cubreobjetos, después se examina al microscopio.

Cada superficie de adhesiéon puede presentar un borde (8) que discurre alrededor, que supera solo ligeramente la
altura de los sustratos, pero que cumple tres funciones importantes: La primera el borde facilita el posicionamiento de
los fragmentos de vidrio (biochips) que soportan el sustrato, que por ejemplo durante la adhesion ya no pueden
resbalar sin mas de manera involuntaria. En segundo lugar el borde protege los sustratos: El cubreobjetos colocado
al final se mantiene alejado de los cortes histolégicos o células a una pequenia distancia, definida y puede dafiarlos de
este modo mucho menos, lo que en el caso de técnicas convencionales ocurre con frecuencia, donde el cubreobjetos
se apoya directamente sobre el material biolégico revestido con medio de montaje. Y en tercer lugar el medio de
montaje se fija entre superficies de adhesion y cubreobjetos y no puede salir desde alli: Los sustratos no se secan,
por lo que se volverian inservibles, y la pletina del microscopio no se ensucia. Mediante el borde circundante (8) el
cubreobjetos solamente eleva en el sentido de que la distancia de trabajo del objetivo de microscopio comun desde la
lente frontal hasta el plano de los cortes histoldgicos o células no se supera. La superficie de los portaobjetos puede
estar provista de escotaduras (bordes externos de las escotaduras: 9), en las que puede enclavarse el cubreobjetos,
para que en el examen al microscopio no resbale hacia los lados.

En comparacion con el documento EP 0 018 435 ya citado, en el que tanto portaobjetos como portarreactivo necesitan
campos hidréfilos en un entorno hidréfobo requieren el posicionamiento del liquido con respecto al sustrato de fase
sélida, en la presente invencidon no es necesario un revestimiento hidrofilo/hidréfobo de los portaobjetos o de los
portarreactivos. Sin embargo ha resultado ser Util hidrofilar las acanaladuras de los portarreactivos, para que el liquido
pueda echarse mas facilmente, esto puede conseguirse por ejemplo mediante rociado de sustancias hidrdéfilas (que
no perturban la reaccién que se realiza posteriormente), que, dado el caso se dejan endurecer. Las acanaladuras
pueden estar equipadas con perfiles adecuados para guiar el liquido, por ejemplo con una acanaladura (10) o varias
acanaladuras en el fondo de la acanaladura, para influir de manera favorable en el comportamiento de flujo durante el
llenado con liquido de muestra o reactivos y durante la operacion de balanceo. Para fomentar la conveccion y por ello
para acelerar la operaciéon de mezcla pueden incorporarse también placas de desviacién en la superficie de las
acanaladuras, en las que se forman remolinos durante el desbordamiento.

Las acanaladuras poseen en ambos extremos longitudinales depdsitos para el liquido - estan configurados por ejemplo
mas largos (11) que las superficies de adhesion de los portaobjetos. El liquido sale entonces en los movimientos
basculantes mas alla del extremo de las superficies de adhesion (12), y la mezcla deseada de la muestra durante toda
la incubacion se vuelve todavia mas eficiente, en particular, cuando el volumen de liquido de las acanaladuras en la
parte que supera en altura a los portaobjetos a ambos lados se disefia en cada lado mayor que el volumen entre
medias, en la zona de las superficies de adhesion. La seccidn sobresaliente de las acanaladuras sirve ademas como
depdsito para alojar un excedente de liquido, con el fin de proteger al sistema contra alteraciones mediante un pipeteo
impreciso. En esta posicion se echan y se aspiran también liquidos de muestra, de reactivos y liquido de lavado,
mientras que los portaobjetos estan colocados sobre los portarreactivos. La invencién en comparacion con el estado
de la técnica en conjunto es adecuada especialmente para el procesamiento automatico de grandes series de analisis.
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Permite entre otros, lavar las preparaciones después de cada etapa de incubacién de manera eficiente, sin retirar los
portaobjetos: En un extremo longitudinal se afiade liquido de lavado, en el otro se aspira al mismo tiempo. A este
respecto el liquido pasa tangencialmente delante de los sustrato de fase sdlida, lo que es especialmente eficaz y acorta
tanto el ciclo de lavado como ahorra grandes volumenes de liquido de lavado. El lavado puede realizarse en intervalos,
o también continuamente. Durante el lavado en el durante el ciclo los bloques de portarreactivos y portaobjetos se
inclinan ligeramente principalmente en diagonal, hacia o contra la direccién de flujo.

Hasta ahora en la realizacion manual de la prueba de inmunofluorescencia indirecta era habitual, lavar las muestras o
reactivos con un chorro generoso de liquido de lavado de los portaobjetos, a continuacion los portaobjetos
sucesivamente se ponen en dos o tres cubetas con liquido de lavado nuevo en cada caso, después se extraen y se
secan alrededor de los campos de reaccion y del revés, finalmente los reactivos o medio de montaje se afiaden por
goteo. Los portaobjetos de la presente invencion ya no necesitan lavarse en conjunto y solamente en la zona de sus
superficies de adhesion entran en contacto con liquido potencialmente infeccioso. Y sobre las superficies de adhesion
se coloca al final también un cubreobjetos, de modo que en el examen al microscopio de los portaobjetos apenas se
desprende peligro de infeccion.

Las acanaladuras de los portarreactivos sobresalen mas alla de los portaobjetos (11) y sus bordes estan trazados
hacia arriba, para formar por asi decirlo un "cuenco" (13), para aumentar la funcién de depdsito en los extremos y para
proteger que el liquido salga y quiza incluso pase a la férmula de reaccion adyacente. Como medida preventiva con
la misma meta pueden preverse también rebajes (14) en el borde de portaobjetos entre las superficies de adhesion.
Ademas, fuera de la zona de las superficies de adhesion en los portaobjetos pueden instalarse muescas o salientes
(15), que se corresponden con piezas complementarias (16) correspondientes de los portarreactivos.

Por ello se garantiza que los portaobjetos se coloquen en la orientacién correcta. En los extremos de los portaobjetos
puede instalarse un cédigo, arriba o abajo, para la identificacion segura en la colocaciéon de los portaobjetos en los
portarreactivos al comienzo de la incubacion o en el examen al microscopio. En el lado inferior de los portaobjetos
pueden preverse listones planos delgados, sobre los cuales se deslizan portaobjetos en el examen al microscopio,
después no se quedan pegados sobre la pletina, en el caso de que esta alguna vez esté manchada de aceite o de
medio de montaje de un portaobjetos del estado de la técnica anterior. Los portaobjetos pueden achaflanarse algunos
grados en el lado inferior en los extremos: Cuando alli desde arriba se ejerce con los dedos una presioén reducida,
puede inclinarse ligeramente los portaobjetos y levantarse ligeramente de la mesa de laboratorio o de la pletina del
microscopio.

Las reacciones de la inmunofluorescencia indirecta en los cortes histologicos o sustratos de células incubados de
acuerdo con la invencion resultan ser reproducibles de manera notable, totalmente al contrario que en la técnica
convencional: En un portaobjetos convencional una gota mas o menos redonda esta situada por encima del sustrato,
por ejemplo un corte histolégico. En el centro del campo la gota con frecuencia es mas alta que en el exterior, entonces
en el centro se ven reacciones mas intensas, dado que aqui estan presentes mas anticuerpos. Sin embargo también
se produce el fendmeno inverso: Donde la gota supera en altura el borde del corte histolégico, se pone a la disposicion
de los antigenos desde el exterior correactantes adicionales. Con frecuencia puede observarse otro efecto adicional
grave: Debido a la curvatura mayor de la superficie en el borde de la gota alli el liquido se evapora de manera
esencialmente mas rapida que en el centro, fluye continuamente liquido hacia afuera, y se desarrolla un gradiente de
concentracion considerable de los anticuerpos - después el borde del corte histologico reacciona de manera
esencialmente mas potente que el centro, por lo que parcialmente en mas de diez veces se simulan concentraciones
de demasiado altas. (Este fendmeno puede observarse en cualquier momento también en la vida cotidiana: Sobre una
superficie lisa una gota de café seca produce una mancha, que en el interior es bastante clara, y en el borde es casi
negra.) En el caso de cortes histoldgicos incubados de acuerdo con la invencion las estructuras histologicas en cada
punto de una férmula muestran reacciones de igual intensidad. Este progreso se consiguio al mezclarse los reactantes
en el liqguido de manera efectiva continuamente durante las incubaciones- un punto especialmente fuerte de esta
invencion, y una de las condiciones para una estandarizacion del diagnostico de inmunofluorescencia.

A consecuencia de la conveccion forzada de los correactantes disueltos y de la mezcla continua completa de cada
férmula de analisis individual, en la presente invencion se obtiene adicionalmente sefiales esencialmente mas intensas
en comparacion con un sistema en reposo, porque siempre se presenta la concentracién maxima de los reactantes
situados en el liquido en el sustrato de fase sdélida y también de aquellos reactantes del liquido entran en contacto con
los correactantes del sustrato de fase sélida, que debido al recorrido demasiado largo durante el curso de la incubacion
no se hubieran creado solo mediante difusién. Finalmente en la incubacion de acuerdo con la invencion el limite de
saturacion de las reacciones se alcanza mas rapidamente que en el estado de la técnica, por lo que el tiempo de
incubacioén por ejemplo para la inmunofluorescencia indirecta puede acortarse en un tercio.

Ejemplos

Una de las aplicaciones mas importantes para la nueva invencion es el diagndstico seroldgico de anticuerpos mediante
inmunofluorescencia indirecta en los analisis clinicos. El nuevo procedimiento y los dispositivos correspondientes sin
embargo son adecuados también para llevar a cabo muchos otros analisis inmunolégicos, histoquimicos y
citoquimicos, biomoleculares, enzimoldgicos, clinico-quimicos y de otro tipo, para investigaciones empleando
inmunotransferencias, micromatrices o para procedimientos fluorométricos y luminométricos y otros procedimientos
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de analisis, por ejemplo en el diagndstico médico de laboratorio, en los que se incuban correactantes enlazados a una
fase sélida con reactantes disueltos en liquidos. Asimismo para la inmunofluorescencia directa.

Ejemplo 1: Prueba de anticuerpos contra granulocitos mediante inmunofluorescencia indirecta en el
diagnostico de la granulomatosis de Wegener

Para analisis individuales se equipa a cada superficie de adhesion de un portaobjetos con un sustrato en cada caso.
Para ello en este caso se extienden granulocitos aislados sobre un cubreobjetos y se fijan durante 10 minutos en 96 %
de etanol a temperatura ambiente. Después el cubreobjetos con ayuda de un diamante corta-vidrios se divide en
fragmentos de tamafio 1 x 1 milimetros. Cada uno de estos fragmentos se pega sobre cada una de 10 superficies de
adhesion del portaobjetos (el adhesivo se encuentra entre superficie de adhesion y lado inferior del biochip, los
granulocitos estan situados libremente en la superficie). El portaobjetos, se coloca con los biochips hacia abajo sobre
un portarreactivo con diez acanaladuras enfrentadas a las superficies de adhesion. El portaobjetos tiene un ancho de
26 milimetros, las superficies de adhesion una longitud de 24 milimetros. Las acanaladuras en ambos extremos
longitudinales de las superficies de adhesion sobresalen en cada caso 10 milimetros.

Ahora con la mano en las diez acanaladuras se echan con una pipeta en cada caso 100 microlitros 1:10 de suero
diluido en PBS (una solucién de cloruro de sodio fisiolégica acuosa y tamponada con fosfato a un pH de 7,4) de diez
pacientes diferentes. Las acanaladuras estan dimensionadas de tal modo que ahora el liquido entra en contacto con
los granulocitos. Después el portarreactivo junto con portaobjetos situado sobre el mismo se hace pivotar
periddicamente en la direccion longitudinal de las acanaladuras 30 ° desde la horizontal, de modo que el liquido fluye
en vaivén de un extremo al otro, con una duracién de ciclo de 15 segundos por cada ciclo. El volumen en la zona de
las superficies de adhesién asciende en cada caso a 20 microlitros, el volumen movido en cada mitad de ciclo esta
disefiado de modo que es claramente mayor, en este caso 30 microlitros, por lo que el liquido en ambos extremos de
las acanaladuras de cada férmula de prueba individual se incluye en el intercambio continuo, y se produce una mezcla
continua potente y rapida de toda la formula de cada muestra. Durante las incubaciones el bloque de portarreactivo y
portaobjetos se cubre con una cubierta, para que el liquido no se evapore de manera demasiado rapida y las
preparaciones de analisis no se sequen.

Después de 30 minutos la dilucién de suero se aspira desde un extremo de las acanaladuras, desde (preferentemente,
pero no exclusivamente) otro extremo para el lavado se introduce PBS en pipetas- 5 minutos junto con 10 mililitros por
cada acanaladura. Las acanaladuras se aspiran hasta vaciarse y se echan 100 microlitros de una dilucién adecuada
de una inmunoglobulina antihumana marcada con fluoresceina de una cabra (en este caso son concebibles muchas
otras fuentes de anticuerpo o reactantes de anticuerpos similares, pero también muchas otras sustancias de
marcacion). El reactivo recibe a este respecto de nuevo contacto con las superficies de adhesion y los sustratos de
antigeno fijados a las mismas. El bloque de portarreactivo y portaobjetos se balancea otra media hora, después de
nuevo se lava de la misma forma. Al final las acanaladuras se aspiran de nuevo hasta vaciarse, el portaobjetos se
retira del portarreactivo, sobre las superficies de adhesién se afiaden por goteo en cada caso 15 microlitros de medio
de montaje (con PBS de glicerina tamponada 1:10 a un pH de 8,4, afiadiendo 0,1 % de azida de sodio y 2 % 1,4-
diazabiciclo[2.2.2] octano como proteccion contra el descoloramiento) y se coloca un cubreobjetos por encima, que se
enclava e una escotadura correspondiente en los bordes del portaobjetos. Las reacciones se examinan bajo el
microscopio de fluorescencia.

Ejemplo 2: Prueba de anticuerpos contra nucleos celulares, mitocondrias y musculos lisos mediante
inmunofluorescencia indirecta en el diagnoéstico de diferentes enfermedades reumaticas

Sobre cada una de diez superficies de adhesién de un portaobjetos de acuerdo con la invencion (por ejemplo con las
medidas estandar 76 x 26 milimetros) se pegan de manera similar al primer ejemplo fragmentos de vidrio revestidos
(biochips), en este caso sin embargo como un "mosaico”, con las siguientes sustancias: células epiteliales humanas
fijadas con acetona del cultivo celular, extensiones fijadas con etanol del hemoflagelado Crithidia luciliae, cortes
congelados sin fijar de los 6rganos de rata: higado, rifiones, estdmago, ademas biochips, que estan recubiertas de
manera plana o en forma de puntos (de acuerdo con Proost y col. 7) con los siguientes antigenos individuales: ADN
bicatenario, histona H1, los antigenos de nucleo celular Sm, RNP, SS-A, SS-B, Scl-70 y nucleosomas, asi como con
el antigeno citoplasmatico Jo-1 -junto con cada superficie de adhesién con 15 sustratos de antigeno diferentes.
incubacion y valoracién se realizan de la misma forma que en el ejemplo 1, en paralelo para los diez pacientes del
portaobjetos. Se experimenta al final de la investigacion, si en el suero de cada uno de estos pacientes se presenta o
no uno o varios de un espectro de al menos 15 autoanticuerpos diferentes. La disposicion de los sustratos sobre las
superficies de adhesion y la incubacion en cooperacion con las ranuras del portarreactivo permite, realizar esta multitud
de parametros para diez pacientes yuxtapuestos, json 150 andlisis individuales sobre un tnico portaobjetos! Dado que
el liquido no puede discurrir entre las muestras adyacentes, quedan casi descartadas reacciones cruzadas de manera
involuntaria y diagndsticos erréneos correspondientes.

Cada laboratorio médico de alto nivel esta interesado en poder examinar perfiles de autoanticuerpos. Hay muchos
planteamientos clinicos, en los que el diagndstico diferencial es util: Por un lado, en algunos sindromes clinicos se
consideran en cada caso algunas enfermedades autoinmunitarias (en una nefritis) por ejemplo un sindrome de
Goodpasture, la granulomatosis de Wegener, un lupus eritematoso sistémico o una glomerulonefritis progresiva
rapida), por otro lado, varios autoanticuerpos pueden estar correlacionados con una enfermedad autoinmunitaria
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determinada (con una cirrosis biliar primaria por ejemplo anticuerpos contra mitocondrias o contra puntos nucleares,
gp210 y PML, con un anticuerpo de lupus eritematoso sistémico contra nDNS, Sm, histona, proteina P ribosomal,
antigeno nuclear de proliferacion celular, cardiolipina, Beta-2 glicoproteina, etc., con anticuerpos de tiroiditis
autoinmunitaria contra peroxidasa especifica del tiroides, tireoglobulina, receptores TSH y células parietales del
estdmago). La presente invencion es particularmente adecuada para crear perfiles de anticuerpos. Esto no se limita
al diagndstico de enfermedades autoinmunitarias, hay muchos otros campos de aplicacion, entre otros el cribado de
anticuerpos monoclonales (por ejemplo contra antigenos asociados a tumores) en sobrenadantes de fusion 8 o la
serologia de enfermedades infecciosas, como muestra un ejemplo analogo:

Ejemplo 3: Incubacion paralela de 50 portaobjetos con 10 superficies de adhesion en cada caso como prueba
de anticuerpos humanos contra bacterias, virus, protozoos, levaduras y parasitos mediante
inmunofluorescencia indirecta - 40 parametros por paciente

Los portaobjetos con los sustratos de fase sélida se producen de manera similar al ejemplo 2, no obstante en este
caso se utilizan fragmentos de vidrio con los siguientes sustratos de antigenos de infeccion: virus de sarampion, virus
de paperas, virus de rubeola y células de cultivo infectadas con otros virus discrecionales, todas las extensiones de
bacterias o de hongos posibles, cortes congelados de larvas de equinococo, extensiones de toxoplasma gondii, pero
asimismo superficies con antigenos definidos, asilados puramente mas o menos bioquimicamente, producidos
parcialmente con técnicas de recombinacion. Las incubaciones son asistidas por una maquina, que diluye los sueros
de pacientes, echa las diluciones de suero y los reactivos en el momento dado en las acanaladuras de los
portarreactivos y lleva a cabo en paralelo procedimientos de lavado con ayuda de pipetas y canulas de aspiracion
disefiadas con diez canales a modo de peine.

Durante las incubaciones y parcialmente también durante el lavado todos los bloques de portarreactivos con sus
portaobjetos correspondientes se inclinan ritmicamente de un extremo longitudinal a otro de los "capilares divididos" y
de vuelta, para proporcionar la conveccion deseada. El movimiento basculante se detiene dado el caso (solo) en
aquellos bloques, en los que en ese momento se llevan a cabo operaciones de pipeteo o de lavado. Por ello queda
garantizado que la operacién de mezcla no tenga que interrumpirse continuamente para la férmula total. Es asimismo
concebible que todo el dispositivo, incluyendo la instalacion de pipetado, esté instalada sobre una gran mesa
basculante, de modo que tampoco aquellos bloques, en los que se desarrollan precisamente acciones de pipetado y
de lavado, tengan que realizar ninguna pausa durante el balanceo. El montaje se realiza (en primer lugar todavia)
manualmente, la lectura en el microscopio (en primer lugar todavia) visualmente.

Ejemplo 4: Examen de anticuerpos IgE- o IgG especificos con una micromatriz basada en membrana de
transferencia en el diagnéstico de alergias

En la técnica de inmunotransferencia se inmovilizan proteinas u otros antigenos sobre membranas de nitrocelulosa,
nailon u otras membranas, que después sucesivamente se incuban con muestras de paciente u otras muestras,
anticuerpos marcados con enzimas y un reactivo de color. La reacciones positivas representan sobre las franjas de
membrana precipitados de color, que se evallan visualmente o automaticamente con sistemas de escaner o de
camara % 10,

Sobre cada una de las diez superficies de adhesién de un portaobjetos de acuerdo con la presente invencion en tres
filas paralelas se pegan chips de membrana cuadrados de 3 x 26 con una longitud de arista de 1 milimetro. Cada chip
de membrana contiene un alérgeno definido acoplado a una membrana (polen de abedul, veneno de avispa etc). Las
incubaciones se realizan de manera similar como en los ejemplos anteriores, no obstante en la segunda etapa de
incubacion se utiliza un anticuerpo IgE- antihumano marcado con enzimas, a la que se une también una etapa de
lavado y una reaccion de indicador. El caso positivo se precipita un colorante sobre el chip de membrana.

Se obtiene sobre un Unico portaobjetos de 76 cm x 26 cm para diez pacientes un perfil de alergia encada caso con 78
parametros. La utilizacion de chips de membrana de acuerdo con la invencion no se limita solamente al diagndstico
de alergias.

Ejemplo 5: Genotipificacion de muestra de paciente con ayuda de micromatrices

Sobre las superficies de adhesion de un portaobjetos de acuerdo con la presente invencion se fijan en cada caso,
micromatrices especificas que portan secuencias nucleotidicas, por ejemplo cinco micromatrices con en cada caso 50
puntos de oligonucledtidos diferentes ' 12. De los leucocitos de diez pacientes se extrae ADN. De esto se amplifican
secuencias diana previamente fijadas mediante reaccion multiple en cadena de la polimerasa y se marcan con el
genotipo especifico. Para la hibridacién se echan en las acanaladuras de un portarreactivo de acuerdo con la invencion
y se ponen en contacto con las micromatrices sobre las superficies de adhesion de los portaobjetos. Para finalizar se
realiza la evaluacion de las reacciones con un escaner de micromatrices especial.

Precisamente el examen biomolecular de las cantidades mas pequefias de acido nucleico con micromatrices impone
la condicion de que las reacciones puedan reproducirse de manera inequivoca, y que sean muy sensibles, lo que se
garantiza especialmente mediante la mezcla efectiva continua del liquido de reaccién durante las incubaciones, en
primera linea a consecuencia de la conveccion forzada. También en este caso el diagndstico se beneficia de esta
invencién en cuanto a los tiempos breves de incubacion.
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Capacidad de automatizacion de la invencidn

Hasta hoy la inmunofluorescencia indirecta en la practica de laboratorio es un dominio del procesamiento manual
individual y valoracion visual. El estado de la técnica analitica en este campo no ha valido para crear soluciones de
automatizacién con un elevado rendimiento de muestras, como por ejemplo para la quimica clinica. El dilema puede
demostrarse en dos sistemas disponibles en el mercado: La empresa DAS srl (Roma, ltalia) ofrece una maquina de
incubacion en (AP16 IF Plus) y la empresa Menarini srl (Florencia, Italia) asimismo (Zenit SP Plus). Ambos sistemas
pipetean la solucién de incubacion directamente sobre los campos de los portaobjetos. A este respecto mediante una
confluencia de las gotas de liquido de campos contiguos pueden producirse diagndsticos erréneos, especialmente
cuando la superficie de portaobjeto después de la primera etapa de lavado se ha humedecido fuera de los campos de
reaccion - en la presente invencion las muestras adyacentes en cambio estan separadas unas de otras de manera
segura. Ofrece mejores condiciones para una automatizacion frente a sistemas existentes, en los que las operaciones
de pipeteo y de lavado debido a la propension a fallos deben vigilarse continuamente.

Ademas, en caso de ambos aparatos los liquidos se pipetan directamente sobre los campos de los portaobjetos, esto,
en caso de un ajuste inadecuado, puede llevar a un deterioro de los sustratos mediante las canulas - en la presente
invencioén esto queda descartado, porque los sustratos de fase sélida no entran en contacto con las canulas: El liquido
se echa fuera de los portaobjetos en las acanaladuras, que ademas estan enfrentadas a los sustratos.

La "AP16 IF Plus" lava cada campo independientemente con un sistema de 2 canulas. Una canula dispensa un
volumen definido de solucion de lavado como gotas sobre el campo que va a lavarse, la otra aspira estas gotas de
nuevo directamente a continuacion. Esta operacién se repite varias veces Como alternativa esta previsto un lavado
continuo, es decir dispensado y aspiracion simultaneas durante un espacio de tiempo definido. Ambas variantes
encierran el peligro del contacto de canula con el sustrato. Ademas este sistema consume innecesariamente mucha
soluciéon tampon de lavado, porque una gran parte del liquido de enjuague solo pasa por delante de los sustratos y no
entra en contacto alguno con ellos - a diferencia de la invencion, donde todo el volumen de lavado se conduce
forzosamente a través de una hendidura delgada exactamente delante de los sustratos. Después de cada etapa de
lavado en la "AP16 IF Plus" queda un volumen residual resefiable de solucién tampoén de lavado sobre el sustrato,
entre otros, porque las canulas de aspiracion hacia el sustrato deben mantener una distancia de seguridad. Por ello el
liguido de reactivo de manera incalculable se diluye, unas veces mas, unas veces menos, lo cual repercute
desventajosamente sobre la precision de los analisis.

El procedimiento de lavado de la "Zenit SP Plus" asume conscientemente contaminaciones cruzadas: Cada
portaobjetos se encuentra en un compartimiento de una fuente. Inicialmente se aspiran antes del lavado liquido de
muestra o reactivo de los campos de reaccion de cada portaobjetos con varias canulas al mismo tiempo (barra de
canulas). A continuacion todo el compartimento se llena con solucién de tampoén de lavado, de modo que tiene lugar
un lavado similar al de en una cubeta. (Este modo de proceder es peligroso: Algunos anticuerpos de titulo elevado y
reactivos no se diluyen suficientemente mediante el primer llenado de lavado y pueden ocasionar bajo estas
circunstancias en campos de reaccion adyacentes reacciones falsamente positivas.) Finalmente el compartimento con
las canulas se aspira de nuevo hasta vaciarse. También en este caso existe el riesgo de un dafio de los cortes
histoldgicos mediante las canulas. Dado que toda la superficie del portaobjetos entra en contacto con liquido de lavado,
queda mas humedad residual sobre el portaobjetos, lo que favorece una confluencia incontrolada de las gotas
aplicadas en la siguiente etapa de incubacion de los campos de reaccion adyacentes (después del contacto con una
solucion de proteina sérica se pierde la hidrofilia de un revestimiento de portaobjeto). También en este caso la solucion
de reactivo aplicado en la segunda etapa se diluye con demasiada intensidad mediante el liquido de lavado restante.

Por el contrario la presente invencion hace posible un lavado automatico con ahorro de liquido con una eficiencia y
calidad elevadas, pero evita sin embargo los riesgos anteriormente mencionados de los dos aparatos sobre los que
se ha tratado. El tipo de la disposicion de los sustratos de fase soélida y su incubacion en las acanaladuras del
portarreactivo hace posible un lavado paralelo de los campos de una manera estrictamente independiente entre si. En
la alimentacion y aspiracion de la solucion de lavado a través de las acanaladuras del portarreactivo las canulas no
reciben ningun contacto con los cortes histologicos. Ademas solo se humedecen las superficies de adhesion, y no la
superficie restante del portaobjetos durante el lavado, lo que reduce el riesgo de la confluencia de los liquidos de
campos adyacentes. El volumen residual de solucién tampon de lavado tras la aspiracion puede reducirse a un minimo
debido a la forma de la acanaladura, por ello la solucion de reactivo no se diluye innecesariamente y con diferente
intensidad de muestra a muestra como en las otras dos maquinas descritas del estado de la técnica.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo para llevar a cabo analisis inmunologicos, histoquimicos y citoquimicos, biomoleculares, enzimolégicos,
clinico-quimicos y de otro tipo, que comprende

un portaobjetos (1) con al menos dos superficies de adhesion longitudinales (2) y un sustrato de fase solida fijado a
las mismas, y

un portarreactivo (5) con al menos dos acanaladuras longitudinales (6),

estando previstos medios (11, 13, 14), para impedir el paso del liquido de una acanaladura a una acanaladura
adyacente,

caracterizado porque

estan previstos medios, con cuya ayuda el portaobjetos (1) y el portarreactivo (5) en el estado unido estan dispuestos
en una posicion definida el uno respecto al otro,

el portaobjetos (1) puede unirse de manera separable al portarreactivo (5) de modo que cada una de las superficies
de adhesion longitudinales (2) esta enfrentada a cada una de las acanaladuras (6), y porque de esta manera puede
disponerse sustrato de fase solida sobre las superficies de adhesion longitudinales (2) y un liquido con reactantes
disueltos en el mismo puede disponerse en las acanaladuras (6), porque el sustrato de fase solida y los reactantes en
el estado unido de portaobjetos (1) y portarreactivo (5) estan en contacto, porque las acanaladuras de los
portarreactivos tienen una longitud que llega mas alla de los extremos longitudinales de las superficies de adhesion
de los portaobjetos

y porque los bordes de las acanaladuras se extienden hacia arriba en la parte que sobresale de las superficies de
adhesion.

2. Dispositivo segun la reivindicacion 1, en el que entre superficies de adhesion adyacentes estan previstas ranuras
(4) o escalones que discurren en paralelo de un extremo longitudinal de la superficies de adhesion al otro.

3. Dispositivo seguin una de las reivindicaciones anteriores, en el que las acanaladuras del portarreactivo discurren en
salientes longitudinales dispuestos sobre la superficie de portarreactivo, estando separados unos de otros los salientes
de acanaladuras adyacentes.

4. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que los bordes laterales de las acanaladuras terminan
en punta arriba y se impide que el liquido en el estado unido de portaobjetos y portarreactivo salga hacia los lados de
las acanaladuras.

5. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que las superficies internas de las acanaladuras
estan provistas de un perfil para guiar el liquido en las acanaladuras en direccion longitudinal.

6. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que para aumentar la funciéon de depdsito para el
liquido, con el fin de realizar la protecciéon contra derramamiento, las acanaladuras de los portarreactivos tienen una
longitud que llega mas alla de los extremos longitudinales de las superficies de adhesion de los portaobjetos (10).

7. Dispositivo segun la reivindicacion 6, en el que los bordes de las acanaladuras se extienden hacia arriba en la parte
que sobresale de las superficies de adhesion, para formar un depdsito en forma de cuenco (13), que aloja liquido
excedente.

8. Dispositivo seguin una de las reivindicaciones anteriores, en el que esta previsto alrededor de cada superficie de
adhesion del portaobjetos un borde circundante (8), que sobresale con respecto a la superficie de adhesion.

9. Dispositivo segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que en la superficie de las acanaladuras estan
previstas placas de desviacion, en las que en el caso de una inundacién de liquido se forman remolinos en el liquido.

10. Dispositivo seguin una de las reivindicaciones anteriores, en el que sustratos de fase solida estan fijados en las
superficies de adhesion con correactantes enlazados con ellos.

11. Dispositivo segun la reivindicacion 10, en el que los sustratos de fase solida presentan material biolégico, que esta
seleccionado de:

a) cortes finos de tejidos bioldgicos,

b) frotis de células o grupos de células,

c) frotis de bacterias,

d) virus, protozoos y parasitos,

e) gotas de antigeno aplicadas en solucién, endurecidas o acopladas,
f) otras antigenos acoplados a una superficie y/o

g) secuencias de nucleotidos discrecionales.

12. Procedimiento para llevar a cabo analisis inmunolégicos, histoquimicos y citoquimicos, biomoleculares,
enzimoldgicos, clinico-quimicos y de ofro tipo, caracterizado porque se emplea un dispositivo segun una de las
reivindicaciones 1 a 11.
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13. Procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que una mezcla continua de cada férmula de analisis individual se
alcanza al hacerse pivotar periddicamente el portarreactivo, junto con el portaobjetos situado sobre el mismo, en
direccion longitudinal de las acanaladuras desde la horizontal hasta que el liquido fluye en vaivén de un extremo a
otro.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 12 o reivindicacion 13, en el que se alcanza una mezcla del liquido en cada
acanaladura al ser el volumen de liquido movido en cada mitad de ciclo de un extremo longitudinal de las acanaladuras
de portarreactivo hacia el otro extremo mayor que el volumen de liquido por debajo de las superficies de adhesion,
por lo que el liquido en ambos extremos de cada acanaladura queda incluido en la mezcla.
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Corte B-B

Figura 3
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