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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la o metoda si la un dis-

pozitiv pentru determinarea prezentei unor proteine
care sunt anticorpi sau agenti patogeni, in vederea
utilizarii acestora n diagnosticul medical. Metoda con-
form inventiei presupune determinarea unghiului de
contact al apei cu substraturi nanostructurate, avand in
final proteina cu grup functional care interactioneaza
specific cu proteina ce urmeaza a fi identificata. Deter-
minarea unghiului de contact se realizeaza prin pre-
lucrare adecvatad a imaginilor optice ale formei pica-
turilor de apa, care sa permita evaluarea unghiurilor de
avans si recesiune. Dispozitivul conform inventiei este
prezentat in doua variante: Tn prima varianta, dispo-
zitivul contine straturi de (3-aminopropil) trietoxisilan
(APES), disuccinimidil suberat (DSS) si proteina care
interactioneaza specific, depuse succesiv pe o placuta

de sticla; in a doua varianta, dispozitivul contine o pla-
cuta de sticla pe care sunt depuse un strat de SiOx
nanostructurat si apoi straturiie de APES, DSS si
proteina care interactioneaza specific.
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DISPOZITIV SI METODA PENTRU DETECTAREA
INTERACTIUNILOR DE TIP ANTIGEN VIRAL - ANTICORP
SPECIFIC, PRIN DETERMINAREA UNGHIULUI DE CONTACT

Prezenta inventie se referd la o un dispozitiv si 0 metoda de determinare a prezentei
unor proteine care sunt anticorpi sau agenti patogeni pentru om sau animale, in vederea
utilizarii lor in diagnosticul medical. Metoda de o inalta sensibilitate este bazatd pe
determinarea unghiului de contact al apei pe dispozitivul multistrat pe baza de nanosisteme
care sd permitd detectarea perturbatiilor rezultate in urma interactiunilor specifice de tip
ligand—receptor (antigen-anticorp) si reprezinti o alternativa la unele tehnici curente de
decelare a agentilor patogeni.

Nanosisteme functionalizate pe substrat pentru determindrile de unghi de contact din
cadrul metodei se bazeazd pe depunerea unor straturi succesive, foarte subtiri pe substrat si
constituie dispozitivul pentru detectarea prezentei unor agenti patogeni. Sunt prezentate doud
variante pentru substrat care includ un suport cu suprafata superioara depusa sau nu, cu un
nanostrat de oxid de siliciu, iar peste suprafata superioara sunt suprapuse pe rand, mai multe
straturi ultimul alcatuit dintr-o proteina atasata la suprafata superioara si care are un grup

functional care interactioneaza cu proteina ce urmeaza a fi identificata.
Metoda pentru detectarea unui compus din categoria agentilor patogeni cuprinde

determinarea unghiului de contact al apei (sau a unui alt lichid) cu aceste substraturi auto-
asamblate nanostructurate, abordat intr-o manierd noud, printr-o prelucrare adecvata a
imaginilor optice ale formei picaturilor de apa folosind un aparat disponibil comercial, care sa
permita evaluarea unghiurilor de avans si recesiune. Metoda se poate aplica in laboratoare de
cercetare din domeniul virusologie, biologie moleculara, biofizica, fizica starii condensate,
chimie de sinteza fina si macromoleculara sau in laboratoarele de analize medicale din
spitalele judetene si municipale, clinici particulare etc. Metoda are potentiale aplicatii in
medicina de laborator pentru trierea pacientilor in vederea unor analize mai laborioase si
costisitoare, precum si la obtinerea de biosenzori cu aplicatii, de exemplu, in protectia
mediului.

in prezent, in tara, in laboratoarele de cercetare medicala si in laboratoarele de analize
clinice sunt utilizate curent tehnicile de analiza imunoenzimaticd, radiometricd sau prin
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imunofluorescentd, care detecteaza antigene prin conjugarea cu un anticorp marcat enzimatic
sau marcat cu cromogen, fluorogen sau radionuclid. Tehnicile de analiza imunologica implica
examinarea directd prin microscopie, masurdtori turbidimetrice, metode biochimice si
serologice. Pentru obtinerea rezultatului analizei se consuma timp indelungat, tehnicile fiind
laborioase. Tehnicile mai noi, care utilizeaza sonde nucleotidice (tehnica PCR, biosenzori
etc.), au scdzut timpii de analiza la cateva ore. Dezavantajul acestor tehnici consta in
necesitatea utilizarii unor materiale de unica folosinta scumpe si a unor aparate de citire care
au pret de cost ridicat; in plus testele trebuie efectuate de personal inalt specializat.

Recent, pe plan internagional, a fost deschisa o directie noua de evidentiere a
complecsilor liganzi - receptori prin folosirea sensibilitatii orientérii cristalelor lichide pe
stratul de aliniere in prezenta liganzilor. Aceasta directie se bazeazid pe proprictatea de
amplificare a semnalului optic aparut ca urmare a interactiunii ligand — receptor specific [1-
4]. Tehnica de amplificare cu cristale lichide a fost patentata in diverse variante [5-9] sau este
inca in stadiul de cercetare, cautandu-se sistemele si conditiile optime pentru realizarea unei
metodologii standardizate. Dezavantajul acestora constd in aceea cd necesitd aparaturd
sofisticata si costisitoare in toate etapele de preparare.

Straturile subtiri de oxid de siliciu SiOx care reprezinta sau nu primul strat depus pe
placutele de sticla din dispozitivul propus au fost mult investigate si sunt folosite pentru

obtinerea filmelor intermediare dielectrice la semiconductori, la bariera de gaz, la protectia

unor componente optice, si se cunosc mai multe metode de obtinere (de ex. [10-13]).

Metoda pentru detectarea prezentei unor proteine care sunt anticorpi sau agenti
patogeni pentru om sau animale este bazata pe determinarea unghiului de contact al apei pure
deionizate depusa pe dispozitivul de nanosisteme de mai sus care s permitd detectarea
perturbatiilor rezultate in urma interactiunilor specifice de tip ligand-receptor (antigen-
anticorp).

in cadrul prezentei inventii este folositi metoda picaturii asezate. Este o metoda
statica de echilibru, bazata pe studiul profilului picaturii si pe o teorie fizicd exacta. Se stie ca

metodele de neechilibru, care implica o curgere a materialului pot influenta alinierea fluidelor
(in special anizotrope) la interfatd si, prin urmare, pot influenta valoarea marimii interfaciale

masurate. Alte metode cunoscute pentru masurarea unghiului de contact [14,15] sunt
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urmitoarele: metoda dinamica a picaturii asezate, metoda dinamica Wilhelmy, aplicabila
solidelor uniforme, necesita cunoagterea tensiunii superficiale a lichidului, metoda fibrei

unice Wilhelmy si metoda unghiului de contact pe pulberi.

Studiul literaturii de specialitate a aritat ca metoda picaturii asezate a fost
imbunitatitd succesiv prin cresterea numarului de puncte folosite in calcule [16-18], prin
tehnica de determinare a profilului picaturii [19]. La inceput, metoda a implicat folosirea
valorilor a doua diametre ale picéturii, apoi a mai multor diametre, dar precizia metodei nu s-

imbunatatit semnificativ, datoritd erorilor in localizarea primului diametru. O alta
imbunétatire consta in folosirea achizitiei imaginii profilului picéturii cu o camera video care
a permis un numar mare de citiri ca si a folosirii unui program de calcul special realizat, ceea
ce a condus la cresterea preciziei metodei la o valoare comparabild cu cea datd de metodele
standard de masurare a tensiunii superficiale.

Analiza formei picéturii este o modalitate convenabila pentru a masura tensiunea
superficiala si unghiul de contact. Principalele presupuneri sunt urmatoarele:

- Picdtura este simetrica fata de o axa verticala: deci este irelevanta directia (in plan
orizontal) din care aceasta este privita.

- Picatura este statica (nu este in miscare), cu alte cuvinte vascozitatea si inertia joaca
un rol important in determinarea formei: aceasta inseamna ca gravitatia si tensiunea

superficiala sunt singurele forte care modeleaza forma picaturii

Unghiul de contact este unghiul la care interfaga lichid/vapori intilneste suprafata
solidului. Unghiul de contact este specific pentru orice sistem si este determinat de interactiile
la cele 3 interfete. Cel mai adesea, conceptul este ilustrat de imaginea unei picaturi asezate pe
o suprafata solida. in principiu, unghiul de contact al unei picéturi de lichid pe o suprafata
solida este guvernat de echilibrul mecanic al unor tensiuni interfaciale (trei la numdr),
tensiunea superficiala lichid — vapori, y,, tensiunea superficiala solid — vapori 7,y si tensiunea
superficiala solid — lichid ys.

Pentru descrierea teoretica a unghiului de contact, consideram echilibrul
termodinamic al celor 3 faze. La echilibru, potentialul chimic al celor 3 faze este egal.
Folosim energiile interfaciale vy, sy si 751 . Energia lichid-vapor (tensiunea superficiala) este
Y, §i scriem ecuatia care satisface echilibrul (cunoscuta ca ecuatia Young) [20]:
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Vo COSHY == Moy — Veol.

unde 6y este unghiul de contact Young, adicd un unghi care poate fi inserat in ecuatia lui
Young. Deoarece numai y, si 6y sunt cantititi masurabile, este necesard o relatie
suplimentara, obtinuta din abordari indirecte. Ar trebui precizat ca doar unghiurile de contact
experimentale pe suprafete solide omogene si netede pot sa aibd semnificatie pentru
determinarea tensiunilor superficiale ale solidelor in contextual ecuatiei lui Young [21].

O picatura care std pe o suprafata solida si e inconjuratd de gaz formeaza un unghi de
contact caracteristic.

Amintim cele doud unghiuri importante, unghiul de avans &,, care are valoarea cea
mai mare, si unghiul de recesiune G, care are valoarea cea mai mica. intre aceste unghiuri

exista relatii importante [22], care dau unghiul de contact de echilibru:

'y cosfy + rg cosfp
#- = arccos

's +7Tr
unde existd notatiile
j : 39
ry = g SIN” G4
’ \,’ 2 — 3c0sbs + cos3 6y
si
! 3
s/ sin® Og
TR =

\f 2 — 3cosby + cos? by
precum si energia interfaciala AW,
(1 4 cosfe) = AWy

cunoscuta ca si ecuatia Young-Dupre.

Dispozitivul folosit la detectarea prezentei unor agenfi patogeni virali

Dispozitivul continut in inventie, pentru detectarea interactiunilor de tip antigen viral -
anticorp specific este format dintr-un substrat reprezentat de suprafata superioara a unei placi
de sticla, depusa pe rand, cu mai multe (nano)straturi, incluzand in final o proteina cu un grup
functional care interactioneaza specific cu proteina ce urmeazé a fi identificata constituita in

proba biologica moleculara (vezi fig. 1).

4/12




6-2010-01004 - -
22 -10- 2010

Obtinerea dispozitivului pentru detectarea prezentei unor agenti patogeni virali
porneste de la placute subtiri de sticla (de grosime 1mm) disponibile comercial (de ex. Cole
Parmer) ca placute pentru microscop. Acestea se aduc la dimensiunile 25x8x1mm prin
zgariere cu un varf ascutit si dur, de exemplu, diamantat, disponibil comercial. Urmeaza
ruperea dupa linia zgériata, curdtarea si in apoi, depunerea cu nanostraturi specifice (fig. 1,
substratul 1).

Curitarea avansatd a placutelor se asigurd prin metoda umeda, care cuprinde o

xn

curdtare "mecanicd" prin frecarea placilor cu o bucatd de tesdturd inmuiatd in solutie de
detergent, ultrasonare la cald in solutie de detergent a placilor introduse intr-un stativ din
teflon, cu dimensiuni adecvate, care sd nu permitd atingerea placutelor una de alta.
Ultrasonarea se executd intr-o baie de ultrasonare de ex. Ultramet II Sonic Cleaner (de la
Buehler-Met) disponibild comercial (unele marci apar si in magazinele de menaj). Urmeaza o
clatire indelungatd in apa curentd calda, clatire prin ultrasonare la cald (90°C) in multa apa
bidistilata (de cateva ori volumul stativului) si uscare in etuva la 120°C.

Placutele de sticla astfel curadtate sunt mai departe tratate in plasma de oxigen, la
presiunea de 0.4 mBar timp de 30 minute, intr-o instalatie comerciala de ex. Standard Plasma
Systems, model PICO (Electronic Diener), ceea ce conduce la o curitare i mai avansata a lor
precum si la hidrofilarea suprafetei acestora (fig. 1, stratul 2).

Straturile urmatoare se depun prin imersare succesiva in solutiile unor reactanti
specifici, dupad cum urmeaza:

- Silanizare cu (3-aminopropil)trietoxisilan (APES) (Sigma Aldrich#919302 ), timp de
3 ore la 80 °C intr-o solutie de APES de concentratie 10% in amestec tampon acetat/acid
acetic la un pH = 5. Dupa reactie, placutele sunt clatite cu apa deionizata si uscate la 120 °C
pentru 3 ore [23] (fig. 1, stratul 3).

- Activarea suprafetei cu disuccinimidil suberat (DSS) (Pierce#68528803), care consti
in tratare cu solutie ImM de DSS in metanol anhidru timp de 1 h, cu agitare magnetica.
Solutia 1mM de DSS a rezultat din diluarea cu metanol anhidru a unei solutii de DSS in
dimetilsulfoxid [23]. Clatirea s-a facut cu metanol si apoi, cu apa deionizata (fig. 1, stratul 4).

- Cuplarea suprafetei activate cu proteina cu grup functional, care interactioneazi
specific cu proba biologica moleculara, de ex. cu Albumina Serica Bovina biotinilata (BSA-
b), a fost efectuata prin imersarea intr-o solutiec de BSA-b de concentratie 1 mg/ml, timp de

12 h, la temperatura de +40C. Solutia de BSA-b (Pierce#29130) a fost preparata prin
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dizolvare in amestec tampon fosfat salin (PBS) (Pierce#1890535), la pH 7.2 [23]. La sfarsitul
reactiei, placutele se clatesc cu PBS (5 x10 s) si apa deionizata (2 x10 s), apoi se usuca in aer
(fig. 1, stratul 5).

Alegerea albuminei serice biotinilate ca proteind cu grup functional care
interactioneaza specific provine de la aceea cd pentru cercetarea interactiunilor de tip antigen-
anticorp s-a utilizat ca model experimental sistemul binecunoscut avidina-biotina, aici in
forma streptavidina - albumina serica biotinilata.

Grosimea fiecarui strat din dispozitivul multistrat de nanosisteme este datia de
conditiile de depunere si incubare, dar in general straturile sunt de ordinul de mirime al
monostraturilor.

Depozitarea placutelor astfel obtinute, pdna la momentul masurétorii unghiului de

contact, s-a realizat intr-o cutie de depozitare, cu atmosfera uscata cu silicagel.

Dispozitivul este conceput si in varianta in care pe suprafata placutei de sticla,
curdtata asa cum se arata mai sus, se depune mai intdi un strat nanostructurat de oxid de
siliciu. Astfel, dupd curitarea umeda urmatoare taierii placutelor de sticla si dupa uscare, pe
placute sunt depuse succesiv straturi de oxid de siliciu (SiOx) (fig. 2, stratul 2) prin evaporare
oblica in vid la unghi de 60° cu normala la suprafata, folosind o instalatie de depunere in vid
(de minimum 107 Torr) disponibila comercial, de ex. B30.2 (Hochvakuum Dresden) si oxid
de siliciu (SiO) pur pentru acoperiri (minimum 99%) disponibil de asemenea, comercial (de
ex. Balzers). Grosimea stratului de SiOx este de aproximativ 25 nm, ceea ce inseamna un
strat gros de aproximativ 25-50 nm la incidenta normala, citit dupa o metoda dezvoltata in
literatura [24].

Placutele astfel depuse cu SiOx sunt mai departe tratate in plasma de oxigen, ca mai
sus, placutele fara strat SiOx, ceea ce conduce la un strat hidrofilic (fig. 2, stratul 3).

Straturile urmatoare se depun prin imersare succesivd in solutiile unor reactanti
specifici, dupa cum a fost descris mai sus: silanizare cu APES (fig. 2, stratul 4), activarea
suprafetei cu disuccinimidil suberat (fig. 2, stratul 5) si cuplarea suprafetei activate cu
proteina cu grup functional specific (fig. 2, stratul 6).

Grosimea fiecdrui strat din dispozitivul de nanosisteme este data de conditiile de
depunere si incubare, dar in general straturile sunt de ordinul de marime al monostraturilor,

asa cum s-a mentionat mai sus.
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Depozitarea placutelor astfel obtinute, pana la momentul masuritorii unghiului de
contact, s-a realizat intr-o cutie de depozitare, cu atmosfera uscata cu silicagel, ca si in cazul
variantei simple a placutelor fara strat SiOx.

De mentionat ca dimensiunea plicutelor a fost astfel aleasa incat sa fie suficient de
mica, pentru a consuma o cantitate mica de reactivi la depunerile multistrat, dar suficient de

mare pentru a putea repeta mésuratorile de unghi de contact pe acelasi substrat.

Pregatirea dispozitivului pentru mdsurdtori

Dispozitivul ce contine ca strat superior proba biologica este cufundat timp de 1.5 ore,
la temperatura camerei, in solutia de analizat, de ex. in solutie de Streptavidina (Pierce
#21125) de concentratie 0.1 mg/ml, obtinutd prin dizolvare in amestec fosfat salin (PBS) pH
7.2. La sfarsitul reactiei, placutele se clatesc cu PBS (5 x10 s) si apa deionizatd (2 x10 s),

apoi se usuca in aer.

Metoda pentru detectarea prezentei unor agenti patogeni virali

Metoda pentru determinarea unghiului de contact se poate efectua cu orice instrument
de tip goniometru, care este disponibil comercial, de exemplu un sistem de analiza a formei
picaturilor DSA100 de la Kriiger, care permite masuratori intr-o incintd controlata, ce asigurd
pastrarea constanta a unor factori precum temperatura si umiditatea.

Masuratorile de unghi de contact se efectueazd in general, prin metoda staticd a
picaturii asezate. Sistemul optic al aparatului DSA100 capteaza imaginea si analizeaza
unghiul de contact cu un soft comercial adecvat. Totusi, deoarece masuratorile necesare
inventiei sunt de precizie, s-a folosit metoda dinamica a cresterii volumului picéturii pana la
volumul maxim permis. Unghiul de contact de avans este unghiul de contact rimas constant
desi diametrul picaturii a crescut. Volumul lichidului (apei) este apoi retras treptat, din
picatura. In cazul in care se ajunge la volumul maxim care poate fi retras firi a reduce
interfata solid/lichid, se masoara unghiul numit unghi de recesiune.

Picatura de apa se depune pe suprafata superioara a dispozitivului (fig. 3) astfel incét
imaginea ei sa fie captata de o camera de luat vederi (inclusa in goniometrul DSA100) si
analizata cu programul inclus in software. Depunerea picaturii se efectueazad printr-un tub

capilar (de ex. cu diametru exterior de 0.51 mm).
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Dimensiunea picdturii creste treptat si tot asa descreste. La inceput, picitura creste
proportional, asa incat unghiul de contact ramane congruent. Datele acumulate la crestere
oferd un set pentru mediere. Unghiul de recesiune poate fi evaluat daca se prelucreaza

imaginile obtinute prin micsorarea volumului picaturii.

Pentru calculul unghiului de contact, se aplica metoda numita ,,Tangenta 2 (in cazul
software de la Kriiss) care este bazatd pe fitarea unei parti a profilului picaturii (partea de la
punctul de intdlnire al celor 3 faze) cu o functie ca cea de mai jos:

y=a+tbr+crP®+dfinrte/c?

unde x este variabila si a,b,c, ... sunt parametri. Profilul picaturii este aproximat iterand
valorile parametrilor. Derivata se calculeaza la punctul de intalnire al celor 3 faze, pe linia de
baza. Unghiul de contact este dat de directia tangentei la curba care aproximeaza profilul

picaturii in punctul de intersectie cu linia de contact. Metoda este sensibila la distorsiunile din

regiunea de contact, cauzate de “contaminanti” ai suprafetei.

Exemplul 1

Exemplul 1 este constituit din comportarea dispozitivului principal (placuta de sticla
fara strat de SiOx, functionalizatd) atat in forma finald cu proteina cu un grup functional care
interactioneazd specific cu proteina ce urmeazd a fi identificatad, cat si in formele

intermediare, in diferite stadii ale depunerii de straturi, la masurarea unghiului de contact prin
metoda dinamicd. De asemenea, este considerata si modificarea acestui unghi prin adaugarea

unui strat de proteind ce urmeaza a fi identificata.

Fig. 4 reda dependenta unghiului de contact de diametrul bazei picaturii (exprimat in
unitati arbitrare pentru a elimina operatiunea de calibrare a capilarului utilizat, calibrarea

neavand nici o influentd asupra valorii unghiului de contact). Valoarea limitd a acestui

diametru corespunde la un volum maxim considerat pentru picatura de 3,5 microlitri. Se
observa variatia valorii unghiului de contact atat cu natura stratului depus, cét si in cursul
ciclului de masurare, crestere a volumului picaturii - extragere a materialului din picatura.
Valorile unghiurilor de avans si recesiune corespunzatoare acestor dependente sunt date in

Tabelul 1. Aceste valori au suferit procesul de mediere, pentru a obtine valoarea medie pe
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portiunea de interes, asa cum s-a mentionat mai sus. Se observa din figura si tabel sciderea

accentuatd (de aprox. 18°) a unghiului de contact de avans pentru situatia sticli-APES-DSS-
BSA-b-streptavidind fata de cazul sticld-APES-DSS-BSA-b. Totodatd se observa din figura

ca eroarea este foarte mica, de aprox. 2.5%.

Tabelul 1. Unghiul de contact in functie de compozitia stratului in dispozitivul principal

Sticla | APES | DSS | BSA-b| Streptavidi| Unghi contact*
X X A74.35+2.14 /R46.03+1.55
X X A73.66+2.19 /R40.19+1.16
X X X X A62.41+2.02 R13.21+£3.24
X X X X X A44.04+1.39 R8.93+1.97

e A-avans; R — recesiune.

Exemplul 2

Exemplul 2 este constituit din comportarea variantei propuse pentru dispozitiv
(placutd de sticla cu strat de SiOx, functionalizatd) atdt in forma finala proteina cu grup
functional specific cu BSA-b, cat si in formele intermediare, la masurarea unghiului de
contact prin metoda dinamica. De asemenea, este considerata si modificarea acestui unghi
prin addugarea unui strat de streptavidina care este modelul folosit pentru proba biologica de

proteina a carei prezenta trebuie detectata.

Fig. 5 reda dependenta unghiului de contact de diametrul bazei picaturii, masurat in
unitati arbitrare. Valoarea limita a acestui diametru corespunde la un volum maxim

considerat pentru picdtura de 3.5 microlitri.

Se observa variatia valorii unghiului de contact atit cu natura stratului depus, cét si in
cursul ciclului de masurare, crestere a volumului picdturii - extragere a materialului din

picatura. Valorile unghiurilor de avans si recesiune corespunzitoare acestor dependente sunt
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date in Tabelul 2. Aceste valori au suferit procesul de mediere, asa cum s-a mentionat mai

sus.
Tabelul 2. Unghiul de contact in functie de compozitia stratului in varianta cu SiOx
SiOx
APES| DSS | BSA-b | Streptavidind| Unghi de contact*
nanostructurat
X X A 64.4£1.1 /R 18.8%1.1
X X X A 652424 /R 23.9+1.3
X X X X A 68.83+3.83 /R 11.81£5.41
X X X X A 2690+1.16 /R 11.14+1.58

* A-avans; R — recesiune.

Exista mai multe avantaje ale metodei:
- Calibrarea este simpld, in sensul cd este necesard doar cunoasterea mdririi optice. Aceasta
poate fi efectuata cu precizie mare si pot fi folosite cu usurinta standarde metrologice.
- Suprafetele solide ale aparatului implicat nu au nevoie de cerinte speciale de curdtenie
pentru ca proprietitile lor de udare in sine nu afecteaza rezultatul. Acesta este un avantaj
substantial fata de metode, in care curatenia este necesara.
- Este o metoda rapida, robusta si simpla;
- Unghiul de contact pe sticle este mic si suprafetele de sticla “contaminate™ cu substante
organice conduc la un unghi de contact mai mare, deci mai usor de masurat;
- Unghiul de contact este sensibil si la cantititi mici de “contaminant”, de ordinul
monostraturilor;
- Unghiul de contact se poate mdasura fird cunoasterea teoriilor complicate care
fundamenteaza masurarea;
- Nu sunt necesare operatii $i operatori cu experienta in domeniu.

- Din punctul de vedere al proteinelor care interactioneaza, se pot gési perechi cu mare grad

de afinitate si specificitate
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Legendele figurilor

Fig. 1. Schita ce reprezintd dispozitivul folosit la detectarea prezentei unor agenti
patogeni virali, vedere din profil: 1- substrat din placa de sticla; 2- strat superior dupa
tratament plasma 3- strat de APES; 4- strat de DSS; 5- strat de BSA. in figura nu exista
proportionalitate intre grosimile substratului si straturilor.

Fig. 2. Schita ce reprezintd o varianti a dispozitivului folosit la detectarea prezentei
unor agenti patogeni virali, vedere din profil: 1- placuta de sticla; 2- strat SiOx; 3- strat SiOx
dupa tratament plasma 4- strat de APES; 5- strat de DSS; 6- strat de BSA. In figura nu exista
proportionalitate intre grosimile substratului si straturilor.

Fig. 3. Variatia dimensiunii picaturii de apa pe suport (placuta gri) la depunere
(stanga) sau extragere (dreapta).

Fig. 4. Dependenta unghiului de contact de diametrul bazei picaturii, in ciclul de
masurare. Straturile depuse pe placuta de sticld se citesc in legenda.

Fig. 5. Dependenta unghiului de contact de diametrul bazei picéturii, in ciclul de

madsurare. Straturile depuse pe placuta de sticla se citesc in legenda.

Legendele tabelelor

Tabelul 1. Unghiul de contact in functie de compozitia stratului in dispozitivul
principal

Tabelul 2. Unghiul de contact in functie de compozitia stratului in varianta cu SiOx a

dispozitivului
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REVENDICARI

I) Metoda pentru detectarea unui compus din categoria agentilor patogeni care
cuprinde determinarea unghiului de contact al apei cu substraturi nanostructurate, avand in final
o proteina cu grup functional care interactioneaza specific cu proteina ce urmeazi a fi
identificatd, constituite intr-un dispozitiv. Determinarea unghiului de contact este abordata intr-
0 manierd noud. printr-o prelucrare adecvatd a imaginilor optice ale formei picaturilor de apa
folosind un aparat disponibil comercial, care sa permitd evaluarea unghiurilor de avans si
recesiune.

2) Dispozitivul pentru detectarea a prezentei unor proteine care sunt anticorpi sau agenti
patogeni pentru om sau animale asigurd prin elementele sale constructive (depuneri multistrat)
o variatie predictibild a unghiului de contact in prezenta agentului patogen fatid de cazul cand
acesta lipseste si permitind detectarea a prezentei unui astfel de agent. Acest dispozitiv este
clementul cheie al inventiei care permite dezvoltarea metodei.

3) Dispozitivul multistrat (conform revendicédrii 2) este prezentat in doua variante.
Disporzitivul principal contine straturi de (3-aminopropil)trietoxisilan (APES), disuccinimidil
suberat (DSS) si proteina care interactioneaza specific depuse succesiv pe o placuta de sticla.
Varianta a doua prezinta o placuta de sticla pe care sunt depuse un strat de SiOx nanostructurat,
si apoi. straturile de APES, DSS si proteina care interactioneaza specific.

4y Curatarea placutelor de sticla ce intrd in componenta dispozitivului multistrat
(conform revendicarii 2) are loc prin spalare cu agenti de spilare comuni, si care nu necesita
precautii speciale pentru protejarea persoanelor/mediului.

5) Prin suprafata sa redusa, dispozitivul (conform revendicarii 2) este compatibil cu
incinte de depunere a straturilor, de volum mic, care sa permitd un consum mic de reactivi.

6) Prin suprafata sa, dispozitivul (conform revendicarii 2) este compatibil cu depunerea
catorva picdturi, care sa permitd repetarea determinarilor.

7) Pregatirea dispozitivului (conform revendicarii 2) pentru maturatori consta in
crearea pe suprafata superioara a unui exemplar din dispozitiv, a unui nou strat ce contine
proteina de analizat. prin cufundarea dispozitivului in aceasta solutie de analizat, iar la sfarsitul

reactiel, clatirea dispozitivului cu amestec tampon fosfat salin si apa deionizata. apoi uscarea in
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aer.

8) Metoda de determinare a unghiului de contact (conform revendicarii 1) care este
specific pentru un sistem si este determinat de interactiile la cele 3 interfete, asigurad
sensibilitatea determinérilor, precum si corectitudinea interpretarii valorilor gasite.

9) Echipamentul de masurd pentru aplicarea metodei de determinare a unghiului de
contact (conform revendicdrii 1) este disponibil comercial. El se bazeazd pe analiza
profilului/formei unei picaturi depuse pe substratul de interes. Achizitia imaginii profilului
picaturii cu o camera video a permis un numdr mare de citirt. Existenta unui program de calcul
special realizat. a condus la imbunététirea preciziei metodei.

10) Lichidul al cdrui unghi de contact se mésoara prin metoda (conform revendicarii 1)
este apa pura (bidistilatd). adicd un material foarte cunoscut, bine caracterizat si la indemana.

11) Metoda (conform revendicdrii 1) este usor de aplicat si nu necesitd operatori cu
experienta mare in domeniul masuratorilor.

12) Dispozitivul si metoda (conform revendicarilor 1 si 2) necesitii substante care se

gasesc in multe laboratoare si aparatura nu excesiv de scumpa si usor de procurat.
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