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DESCRIPCION
Dispositivos modulares para puntos de atencién y usos de los mismos
Referencia cruzada

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de Estados Unidos nim. 60/997,460, presentada el 2 de
octubre de 2007, cuya solicitud se incorpora en la presente descripcién como referencia en su totalidad.

Antecedentes de la invencion

El descubrimiento de un gran nimero de biomarcadores de enfermedades y el establecimiento de sistemas médicos
miniaturizados han abierto nuevas vias para la prediccion, diagnéstico y monitoreo del tratamiento de enfermedades
en un entorno de puntos de atencion. Los sistemas de punto de atencidon pueden suministrar rapidamente los
resultados de las pruebas al personal médico, a otros profesionales médicos y a los pacientes. El diagndstico
temprano de una enfermedad o la progresion de la enfermedad puede permitir al personal médico comenzar o
modificar la terapia de manera oportuna.

La medicién de biomarcadores multiplexados puede proporcionar un conocimiento adicional del estado de un
paciente. Por ejemplo, al monitorear los efectos de un farmaco, pueden medirse tres o mas biomarcadores en paralelo.
Tipicamente, se han usado placas de microtitulaciéon y otros aparatos similares para realizar ensayos basados en
separacion multiplexados. Una placa de microtitulacion (por ejemplo, una placa de microtitulacién de 384 pocillos)
puede realizar una gran cantidad de ensayos en paralelo.

En un dispositivo de Puntos de Atencion (POC), el nimero de ensayos que pueden realizarse en paralelo se limita
frecuentemente por el tamario del dispositivo y el volumen de la muestra que se va a analizar. En muchos dispositivos
de POC, el nimero de ensayos realizados es de aproximadamente 2 a 10. Seria conveniente un dispositivo de POC
capaz de realizar ensayos multiplexados en una muestra pequefia.

Una deficiencia de muchos dispositivos de ensayo POC multiplexados es el alto costo de fabricacion de los
componentes del dispositivo. Si el dispositivo es desechable, el alto costo de los componentes puede hacer que la
fabricacién de un dispositivo de POC no sea practica. Ademas, para los dispositivos de POC multiplexados que
incorporan todos los reactivos necesarios a bordo del dispositivo, si alguno de esos reactivos presenta inestabilidad,
es posible que deba desecharse un lote completo de dispositivos fabricados incluso si todos los demas reactivos aun
pueden usarse.

Cuando un cliente se interesa en personalizar un dispositivo de POC para un conjunto particular de analitos, los
fabricantes de sistemas de ensayo POC multiplexados se enfrentan frecuentemente a la necesidad de mezclar y
emparejar los ensayos y reactivos del dispositivo. Un ensayo POC multiplexado adecuado para cada cliente puede ser
muy caro, dificil de calibrar y dificil de mantener el control de calidad.

Los métodos POC han demostrado ser muy valiosos en el monitoreo de la enfermedad vy la terapia (por ejemplo,
sistemas de glucosa en sangre en la terapia de la diabetes, medicion del tiempo de protrombina en la terapia
anticoagulante mediante el uso de warfarina). Al medir multiples marcadores, se cree que las enfermedades complejas
(tales como el cancer) y las terapias tales como la terapia con multiples farmacos para el cancer pueden monitorearse
y controlarse mejor.

Se observa que: el documento US2007/224084 se refiere al procesamiento de muestras y el control de fluidos en un
sistema de fluidos, el documento US6291249 se refiere a un aparato para la separacion de fluidos bioldgicos, el
documento WO2007/002579 se refiere a cartuchos de ensayo y métodos para instrumentos POC, el documento
WO02006/090154 se refiere a un método de ensayo, el documento US6063341 se refiere a un dispositivo de
procesamiento desechable, el documento JP2005010179 se refiere a un recipiente, el documento EP1722235 se
refiere a un dispositivo para capturar perlas y el método y aparato para crear matrices de perlas, el documento
WQO95/08774 se refiere a un sistema analitico automatizado de acceso continuo y aleatorio, y Gibbons | y otros,
septiembre de 1989, Clinical Chemistry, vol. 35, nim. 9, paginas 1869-1873, se titula "Patient-side immunoassay
system with a single-use cartridge for measuring analytes in blood".

Resumen de la invencién

Por lo tanto, existe aun una necesidad insatisfecha de disefios alternativos de dispositivos de POC. Un disefio
conveniente proporciona superficies de captura y elementos de incubacion de ensayo modulares. Ademas, las
superficies de captura y los elementos de incubacion de ensayo modulares deben integrarse en POC desechables
adecuados para los métodos de fabricacion justo a tiempo (TIT). Seria conveniente proporcionar un dispositivo de
POC personalizable a un costo practico para el usuario y el fabricante. La presente invencion aborda estas
necesidades y proporciona también ventajas relacionadas.
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En un aspecto, se describe un cartucho para la deteccion automatizada de un analito en una muestra de fluido corporal
que comprende: una matriz de unidades de ensayo direccionables configuradas para ejecutar una reacciéon quimica
que produce una sefial detectable indicativa de la presencia o ausencia del analito; y una matriz de unidades de
reactivos direccionables, en donde una unidad de reactivo direccionable individual de la matriz se direcciona para
corresponder a una unidad de ensayo direccionable individual de la matriz de unidades de ensayo, y en donde las
unidades de reactivos individuales se configuran para calibrarse en referencia a la correspondiente unidad de ensayo
individual antes de ensamblar las matrices en el cartucho. El dispositivo puede comprender, ademas, una unidad de
recoleccion de muestras configurada para recibir la muestra de fluido corporal.

En otro aspecto, se describe un cartucho para la detecciéon automatizada de un analito en una muestra de fluido
corporal que comprende: una unidad de recoleccidon de muestras configurada para recibir la muestra de fluido corporal;
una matriz de unidades de ensayo configurada para recibir una porcion de la muestra de la unidad de recoleccién de
muestras y ejecutar una reaccion quimica que produce una sefial detectable indicativa de la presencia del analito en la
muestra; y una matriz de unidades de reactivo que contienen reactivos para ejecutar la reaccion quimica; en donde
una unidad de ensayo individual de la matriz de unidades de ensayo y una unidad de reactivo individual de la matriz de
unidades de reactivos se configuran para moverse en comunicacion continua de manera que los reactivos para
ejecutar la reaccion quimica se ponen en contacto con la muestra de fluido corporal en la unidad de ensayo.

Una unidad de reactivos individual puede configurarse para recibir una unidad de ensayo movil. En algunas
modalidades, la unidad de ensayo individual comprende una punta de ensayo. En algunas modalidades, la unidad de
ensayo individual se configura para ejecutar un inmunoensayo.

La muestra de fluido corporal puede ser una muestra de sangre. En algunos casos, una unidad de recoleccion de
muestras se configura para recibir un volumen de la muestra de fluido corporal de aproximadamente 50, 20, 10,50 3
microlitros o menos. En un caso, la unidad de recoleccién de muestras se configura para recibir un volumen de la
muestra de fluido corporal equivalente a una sola gota de sangre.

Un dispositivo como se describe en la presente descripcion puede comprender una unidad de pretratamiento
configurada para recuperar una porcion de la muestra de fluido corporal para ejecutar la reaccién quimica para
detectar el analito y la unidad de pretratamiento puede configurarse para recuperar plasma de la muestra de sangre
total recibida en la unidad de recoleccidon de muestras.

En un aspecto, se describe en la presente descripcidon un sistema para la deteccién automatica de un analito en una
muestra de fluido corporal que comprende: un dispositivo como se describe en la presente descripcion; y un ensamble
de deteccioén para detectar la sefial detectable indicativa de la presencia o ausencia del analito. El sistema puede
comprender, ademas, un dispositivo mecanico programable configurado para mover la unidad de ensayo individual
desde una primera ubicacién hacia una segunda ubicacion. En algunos casos, un sistema comprende un dispositivo
de transferencia de fluidos. El dispositivo de transferencia de fluidos puede ser una pipeta y puede automatizarse. Un
sistema puede comprender, ademas, un ensamble de comunicacién para transmitir un protocolo basado en el analito
a detectar. En algunos casos, un sistema en la presente descripcion comprende un bloque de calentamiento
configurado para recibir una unidad de ensayo individual y puede comprender, ademas, un bloque magnético, por
ejemplo, que puede usarse para la separacion de los glébulos rojos de la muestra.

En otro aspecto, se describe un sistema para la deteccién automatizada de una pluralidad de analitos en una muestra
de fluido corporal, que comprende: un dispositivo de fluidos que comprende: una unidad de recolecciéon de muestras
configurada para contener la muestra de fluido corporal; una matriz de unidades de ensayo, en donde una unidad de
ensayo individual de dicha matriz de unidades de ensayo se configura para ejecutar una reaccién quimica que produce
una sefial indicativa de que se detecta un analito individual de dicha pluralidad de analitos; y una matriz de unidades de
reactivos, en donde una unidad de reactivos individual de dicha matriz de unidades de reactivos contiene un reactivo;
y un dispositivo de transferencia de fluidos que comprende una pluralidad de cabezales, en donde un cabezal
individual de la pluralidad de cabezales se configura para acoplarse a la unidad de ensayo individual, y en donde dicho
dispositivo de transferencia de fluidos comprende un procesador programable configurado para dirigir la transferencia
de fluidos de la muestra de fluido corporal a partir de la unidad de recoleccion de muestras y el reactivo a partir la
unidad de reactivos individual hacia la unidad de ensayo individual. En algunas modalidades, la configuracion del
procesador para dirigir la transferencia de fluidos realiza un grado de dilucidon de la muestra de fluido corporal en la
matriz de unidades de ensayo para llevar las sefiales indicativas de la pluralidad de analitos que se detectan dentro de
un intervalo detectable, de manera que dicha pluralidad de analitos es detectable con dicho sistema.

En algunos casos, una muestra de fluido corporal comprende al menos dos analitos que estan presentes en
concentraciones que difieren en al menos 2, 5, 10, 15, 50 o 100 érdenes de magnitud. El grado de dilucion de la
muestra de fluido corporal puede llevar las sefiales indicativas de los al menos dos analitos dentro del intervalo
detectable.

Un sistema de la presente descripciéon puede comprender, ademas, un detector configurado para detectar

intensidades de sefial en el intervalo detectable. Un detector ilustrativo es un fotomultiplicador y un intervalo detectable
del detector puede ser de aproximadamente 20 a aproximadamente 10 millones de recuentos.
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En algunas modalidades, en donde el cabezal individual de un dispositivo de transferencia de fluidos se configura para
adherirse a la unidad de ensayo individual. La unidad de ensayo individual puede proporcionar un sitio de reaccion de
inmunoensayo. En algunos casos, la unidad de ensayo individual es una punta de pipeta. El dispositivo de
transferencia de fluidos puede ser una pipeta, tal como una pipeta de desplazamiento de aire. El dispositivo de
transferencia de fluidos puede comprender, ademas, un motor en comunicacion con el procesador programable, en
donde el motor puede mover dicha pluralidad de cabezales basado en un protocolo a partir de dicho procesador
programable.

En otro aspecto, se describe en la presente descripcion un sistema para la deteccién automatizada de una pluralidad
de analitos en una porcién de plasma de una muestra de sangre total, que comprende: un dispositivo configurado para
recibir y procesar automaticamente la muestra de sangre total para producir la porcion de plasma, a partir de la cual a
bordo del dispositivo se genera una sefial detectable indicativa de la presencia o ausencia del analito de interés; y un
conjunto de deteccién para detectar la sefial detectable indicativa de la presencia o ausencia del analito.

En un aspecto, se proporciona en la presente descripcidon un método para detectar un analito en una muestra de fluido
corporal que comprende: proporcionar una muestra de sangre a un dispositivo como se describe en la presente
descripcion; permitir que dicha muestra reaccione dentro de al menos una unidad de ensayo; y detectar dicha sefal
detectable generada a partir de dicho analito recolectado en dicha muestra de fluido corporal. La muestra de fluido
corporal puede ser sangre y el método puede comprender recuperar plasma a partir de la sangre.

En un aspecto como se proporciona en la presente descripcion, un método para el ensamble a pedido de un cartucho
para la deteccién automatizada de un analito en una muestra de fluido corporal, en donde el dispositivo comprende
una carcasa, dicha carcasa comprende: una matriz de unidades de ensayo direccionables, en donde una unidad de
ensayo individual de la matriz se configura para ejecutar una reaccién quimica que produce una sefal detectable
indicativa de la presencia o ausencia del analito; y una matriz de unidades de reactivos direccionables, en donde una
unidad de reactivos individual de la matriz se direcciona para que corresponda con la unidad de ensayo individual,
dicho método comprende: (i) colocar de acuerdo con el analito a detectar una matriz de unidades de ensayo
direccionables, en donde una unidad de ensayo individual de la matriz se configura para ejecutar una reaccioén quimica
que detecta un analito de interés solicitado por dicho usuario final, en la carcasa; (ii) colocar de acuerdo con el analito
a detectar una matriz de unidades de reactivos, en donde una unidad de reactivos individual de la matriz corresponde
a la unidad de ensayo individual, en la carcasa; y (iii) asegurar las matrices de (i) y (ii) dentro de la carcasa del
dispositivo. El método puede comprender seleccionar un analito a detectar. En algunas modalidades, el método
comprende sellar el cartucho. En una modalidad, el método comprende marcar el cartucho con una etiqueta legible
que indica el analito a detectar, por ejemplo, con un cédigo de barras o RFID.

En un aspecto, se proporciona un método para la deteccién automatizada de una pluralidad de analitos en una
muestra de fluido corporal, que comprende: proporcionar la muestra de fluido corporal a un dispositivo de fluidos, en
donde el dispositivo de fluidos comprende: una unidad de recoleccion de muestras configurada para contener la
muestra de fluido corporal; una matriz de unidades de ensayo, en donde una unidad de ensayo individual de dicha
matriz de unidades de ensayo se configura para ejecutar una reaccion quimica que produce una sefial indicativa de
que se detecta un analito individual de dicha pluralidad de analitos; y una matriz de unidades de reactivo, en donde una
unidad de reactivo individual de dicha matriz de unidades de reactivo contiene un reactivo; acoplar la unidad de ensayo
individual mediante el uso de un dispositivo de transferencia de fluidos; transferir la muestra de fluido corporal desde la
unidad de recoleccion de muestras a la unidad de ensayo individual mediante el uso del dispositivo de transferencia de
fluidos; y transferir el reactivo desde la unidad de reactivos individual a la unidad de ensayo individual, lo que hace
reaccionar de esta manera el reactivo con la muestra de fluido corporal para producir la sefial indicativa del analito
individual de la pluralidad de analitos que se detectan.

En una modalidad, el dispositivo de transferencia de fluidos comprende una pluralidad de cabezales, en donde un
cabezal individual de la pluralidad de cabezales se configura para acoplarse a la unidad de ensayo individual; y en
donde dicho dispositivo de transferencia de fluidos comprende un procesador programable configurado para dirigir la
transferencia de fluidos de la muestra de fluido corporal a partir de la unidad de recoleccion de muestras y el reactivo a
partir de la unidad de reactivos individual hacia la unidad de ensayo individual. EI método puede comprender, ademas,
proporcionar instrucciones al procesador programable, en donde las instrucciones pueden dirigir la etapa de transferir
la muestra de fluido corporal a la unidad de ensayo individual.

En una modalidad, la etapa de transferir la muestra de fluido corporal realiza un grado de dilucién de la muestra de
fluido corporal en la unidad de ensayo individual para llevar la sefial indicativa del analito individual de la pluralidad de
analitos que se detecta dentro de un intervalo detectable. La muestra de fluido corporal puede comprender al menos
dos analitos individuales que estan presentes en concentraciones que difieren en al menos 2, 5, 10, 15, 50 o 100
ordenes de magnitud. En algunos casos, el grado de dilucidon de la muestra de fluido corporal lleva las sefiales
indicativas de los al menos dos analitos individuales dentro del intervalo detectable. En una modalidad, el intervalo
detectable es de aproximadamente 1000 a aproximadamente 1 millén de recuentos por segundo mediante el uso de
un fotomultiplicador.
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En una modalidad, el reactivo en la unidad de reactivos individual es un sustrato enzimatico para un inmunoensayo y el
método puede comprender, ademas, repetir la etapa de transferir el reactivo desde la unidad de reactivo individual
después de que la reaccion para producir la sefial indicativa del analito individual de la pluralidad de analitos que se
detectan se completa, lo que crea de esta manera una segunda reaccién para producir una segunda sefial indicativa
del analito individual. Puede promediarse una intensidad de la sefial y una segunda intensidad de la segunda sefal
indicativa del analito individual para calcular la intensidad final de la sefal indicativa del analito individual.

En un aspecto, se describe en la presente descripcion un método para medir un volumen de una muestra liquida, que
comprende: hacer reaccionar una cantidad conocida de un analito de control en una muestra liquida con un reactivo
para producir una sefal detectable indicativa del analito de control; y comparar dicha sefial detectable con una sefal
detectable esperada, en donde la sefial esperada es indicativa de un volumen esperado de la muestra liquida, y en
donde dicha comparacién proporciona una medida de dicho volumen de dicha muestra liquida que se mide. En
algunos casos, el analito de control no estd normalmente presente en dicha muestra liquida en una cantidad
detectable. EI método puede comprender verificar el volumen de dicha muestra liquida cuando la medicién del
volumen de la muestra esta dentro de aproximadamente el 50 % del volumen esperado de la muestra liquida. En una
modalidad, el método comprende, ademas: hacer reaccionar una muestra de fluido corporal que contiene un analito
objetivo con un reactivo para producir una sefial detectable indicativa del analito objetivo; y medir la cantidad del
analito objetivo en la muestra de fluido corporal mediante el uso de una intensidad de dicha sefial detectable indicativa
del analito objetivo y la medicién de dicho volumen de dicha muestra liquida. La muestra liquida y la muestra de fluido
corporal pueden ser la misma muestra y el analito de control no reacciona con el analito objetivo en la muestra de fluido
corporal. En algunos casos, la muestra liquida y la muestra de fluido corporal son muestras liquidas diferentes. El
analito de control puede ser, por ejemplo, albumina marcada con fluoresceina, IgG marcada con fluoresceina,
anti-fluoresceina, anti-digoxigenina, albumina marcada con digoxigenina, IgG marcada con digoxigenina, proteinas
biotiniladas, IgG no humana.

En otro aspecto, se proporciona en la presente descripciéon un método para recuperar plasma a partir de una muestra
de sangre que comprende: mezclar una muestra de sangre en presencia de particulas magnetizables en una unidad
de recoleccién de muestras, en donde las particulas magnetizables comprenden una superficie de captura de
anticuerpos para unirse a porciones que no son plasma de la muestra de sangre; y aplicar un campo magnético sobre
un area de recoleccion de plasma a la muestra de sangre mixta para efectuar la suspension de las porciones que no
son plasma de la muestra de sangre en la parte superior del area de recolecciéon de plasma. En algunos casos, la
unidad de recoleccion de muestras es un tubo capilar. La muestra de sangre puede ser menos de aproximadamente
20 microlitros y el plasma recuperado puede ser menos de aproximadamente 10 microlitros. En algunos casos, la
muestra de sangre no se diluye. En algun caso, la mezcla se produce en presencia de anticuerpos no unidos a una
superficie solida. La mezcla puede comprender mezclar mediante la accion de una jeringa.

En aun otro aspecto, se proporciona en la presente descripcion un método de uso de un inmunoensayo automatizado
para detectar un analito presente en una porcion de plasma de una muestra de sangre total, que comprende:
proporcionar una muestra de sangre total a un dispositivo que se configura para recibir y procesar automaticamente a
bordo la muestra de sangre total para producir la porcion de plasma, a partir de la cual se genera a bordo una sefial
detectable indicativa de la presencia o ausencia del analito de interés; detectar dicha sefial que es indicativa de la
presencia o ausencia del analito en dicha muestra de fluido corporal; y transmitir el resultado de (b) a un usuario final.
El inmunoensayo puede ser un ELISA. En algunos casos, el resultado se transmite de forma inalambrica.

En algunas modalidades, un método como se describe en la presente descripcion se lleva a cabo en un sistema como
se describe en la presente descripcion.

Incorporacién como referencia

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en esta descripcidon se incorporan en la presente
descripcion como referencia en la misma medida que si cada publicacién individual o solicitud de patente se indicara
especifica e individualmente para incorporarse como referencia.

Breve descripcion de los dibujos

Muchas caracteristicas novedosas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la invencion por referencia a la siguiente
descripcion detallada que expone modalidades ilustrativas, en las que se usan muchos principios de la invencion, y los
dibujos adjuntos de los cuales:

La Figura 1 ilustra un dispositivo ilustrativo de la invencion que comprende unidades de ensayo, unidades de
reactivos y otros componentes modulares del dispositivo.

La Figura 2 ilustra dos vistas en corte lateral del dispositivo ilustrativo de la Figura 1 que comprende cavidades en
la carcasa del dispositivo conformadas para alojar una unidad de ensayo, una unidad de reactivos y una punta de
muestreo.

La Figura 3A muestra una unidad de ensayo ilustrativa que comprende una pequefia punta o formacion tubular.
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La Figura 3B muestra un ejemplo de una punta de muestreo como se describe en la presente descripcion.

Las Figuras 4A y 4B ilustran dos ejemplos de una unidad de reactivo que comprende una copilla.

La Figura 5 muestra un ejemplo de un sistema que comprende un dispositivo y un dispositivo de transferencia de
fluidos.

La Figura 6 ilustra un sistema ilustrativo de la invencién que comprende un blogue de calentamiento para el control
de la temperatura y un detector.

La Figura 7 muestra un sistema ilustrativo en donde un paciente suministra sangre a un dispositivo y después el
dispositivo se inserta en un lector.

La Figura 8 ilustra el flujo del proceso de construccion de un sistema para evaluar el estado médico de un paciente.
Las Figuras 9A a 9E demuestran un ejemplo de un método de separacion de plasma en donde se ha aspirado una
muestra de sangre total en una punta de muestreo y se mezcla y se suspende un reactivo magnético con la
muestra, después se aplica un campo magnético a la mezcla de la muestra de sangre total y el reactivo magnético.
La muestra de plasma sanguineo separado puede distribuirse después en un pocillo de un dispositivo.

La Figura 10 demuestra un método ilustrativo de un ensayo de control como se describe en la presente descripcion
que comprende una cantidad conocida de analito de control.

La Figura 11 ilustra una pelicula delgada, por ejemplo, contaminacion, dentro de la punta cuando se expulsa un
liquido y se aspira otro liquido.

La Figura 12 ilustra una curva de calibracidon que correlaciona una unidad de ensayo y una unidad de reactivo para
realizar un ensayo para VEGFR2.

La Figura 13 ilustra una curva de calibracién que correlaciona los resultados de una unidad de ensayo y una unidad
de reactivos para realizar un ensayo para PIGF en un sistema, como se mide con un luminémetro.

La Figura 14 ilustra la concentracion de CRP graficada contra la sefial de ensayo (recuentos de fotones) y los datos
ajustados a una funcién polinomial de 5 términos para generar una funcion de calibracion.

La Figura 15 muestra que se logré un ajuste entre un modelo y los valores de los parametros Smax, C0,5 y D como
se describe en la presente descripcion.

La Figura 16 muestra los datos de acuerdo con la diluciéon usada para lograr la concentracion final en una punta de
ensayo.

La Figura 17 ilustra la respuesta normalizada del ensayo (B/Bmax) graficada contra la concentracion logaritmica
normalizada (C/C0,5) para diluciones relativas: 1:1 (linea continua), 5:1 (linea discontinua) y 25:1 (linea punteada).
Las Figuras 18 y 19 ilustran un ejemplo similar al de la Figura 17 a diferentes concentraciones normalizadas.

La Figura 20 demuestra la respuesta del ensayo para un analito de control después de las etapas de: eliminacion
del anticuerpo detector, lavado del ensayo y adicion de un sustrato, segin se lee en un espectro-luminémetro
durante 0,5 s.

La Figura 21 demuestra los resultados de un ensayo que se evalué mediante la medicion de los fotones producidos
durante aproximadamente 10 s en un sistema en la presente descripcion.

Descripcion detallada de la invencion

Las modalidades y aspectos de la invencion descritos en la presente descripcion pertenecen a dispositivos, sistemas y
métodos para la deteccidon automatizada de un analito en una muestra de fluido corporal. La invencion es capaz de
detectar y/o cuantificar analitos que se asocian con procesos bioldgicos especificos, condiciones fisiologicas,
trastornos o etapas de trastornos, o efectos de agentes bioldgicos o terapéuticos. Las modalidades y ejemplos de la
invencion descritos en la presente descripcién no pretenden limitar el alcance de la invencion.

Dispositivos

En un aspecto de la invencion, un dispositivo para la deteccidon automatizada de un analito en una muestra de fluido
corporal comprende una matriz de unidades de ensayo direccionables configuradas para ejecutar una reaccion
quimica que produce una sefial detectable indicativa de la presencia o ausencia del analito, y una matriz de unidades
de reactivo direccionables, cada una de las cuales se dirige para corresponder a una o mas unidades de ensayo
direccionables en dicho dispositivo, de manera que las unidades de reactivo individuales puedan calibrarse en
referencia a la(s) unidad(es) de ensayo correspondiente(s) antes de ensamblar las matrices en el dispositivo.

En otro aspecto de la invencion, un dispositivo para la detecciéon automatizada de un analito en una muestra de fluido
corporal comprende una matriz de unidades de ensayo configuradas para ejecutar una reacciéon quimica que produce
una sefial detectable indicativa de la presencia del analito, y una matriz de unidades de reactivos que contienen
reactivos para ejecutar la reaccion quimica, en donde al menos una de las unidades de ensayo y al menos una de las
unidades de reactivos pueden moverse una con respecto a la otra dentro del dispositivo de manera que los reactivos
para ejecutar la reaccion quimica se ponen automaticamente en contacto con la muestra de fluido corporal en la
unidad de ensayo.

En una modalidad de un dispositivo de la invencion, la matriz de unidades de ensayo o unidades de reactivos puede
direccionarse de acuerdo con la reaccidon quimica que va a ejecutar la unidad de ensayo configurada. En otra
modalidad, al menos una de las unidades de ensayo y al menos una de las unidades de reactivos pueden moverse una
con respecto a la otra dentro del dispositivo de manera que los reactivos para ejecutar la reaccion quimica se ponen
automaticamente en contacto con la muestra de fluido corporal en la unidad de ensayo.
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En una modalidad, el dispositivo de la invencion es independiente y comprende todos los reactivos, reactivos en fase
liquida y sdlida, necesarios para realizar una pluralidad de ensayos en paralelo. Cuando se desea, el dispositivo se
configura para realizar al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 500, 1000 o mas ensayos. Ademas,
pueden incorporarse uno o mas ensayos de control en el dispositivo para realizarlos en paralelo si se desea.

Los ensayos pueden ser inmunoensayos cuantitativos y pueden realizarse en un corto periodo de tiempo. Puede
realizarse otro tipo de ensayo con un dispositivo de la invencion que incluye, pero no se limita a, mediciones de
secuencias de acidos nucleicos y mediciones de metabolitos, tales como el colesterol. En algunas modalidades, el
ensayo se completa en no mas de una hora, preferentemente, menos de 30, 15, 10 o 5 minutos. En otras modalidades,
el ensayo se realiza en menos de 5 minutos. La duracién de la deteccion del ensayo puede ajustarse de acuerdo con
el tipo de ensayo que se va a llevar a cabo con un dispositivo de la invencién. Por ejemplo, si es necesario para una
mayor sensibilidad, un ensayo puede incubarse durante mas de una hora o hasta mas de un dia. En algunos ejemplos,
los ensayos que requieren una larga duracion pueden ser mas practicos en otras aplicaciones de POC, tal como el uso
domeéstico, que en un entorno de POC clinico.

Cualquier fluido corporal que se sospeche que contiene un analito de interés puede usarse junto con el sistema o
dispositivos de la invencion. Los fluidos corporales comiunmente empleados incluyen, pero no se limitan a, sangre,
suero, saliva, orina, fluido gastrico y digestivo, lagrimas, heces, semen, fluido vaginal, fluidos intersticiales derivados
de tejido tumoral y fluido cerebroespinal.

Puede extraerse un fluido corporal de un paciente y proporcionarlo a un dispositivo de diversas formas, lo que incluye,
pero no se limita a, puncion, inyeccion o pipeteo. Como se usa en la presente descripcion, los términos sujeto y
paciente se usan indistintamente en la presente descripcion y se refieren a un vertebrado, preferentemente, un
mamifero, con mayor preferencia, un ser humano. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, murinos, simios,
humanos, animales de granja, animales deportivos y mascotas. En una modalidad, una lanceta perfora la piel y extrae
una muestra mediante el uso de, por ejemplo, gravedad, accion capilar, aspiracion o fuerza de vacio. La lanceta puede
ser parte del dispositivo, o parte de un sistema, o un componente independiente. Cuando sea necesario, la lanceta
puede activarse mediante una variedad de mecanismos de activacion mecanicos, eléctricos, electromecanicos o
cualquier otro conocido o cualquier combinacién de dichos métodos. En otra modalidad en la que no se requiere un
mecanismo activo, un paciente puede simplemente proporcionar un fluido corporal al dispositivo, como podria
producirse, por ejemplo, con una muestra de saliva. El fluido recolectado puede colocarse en la unidad de recoleccion
de muestras dentro del dispositivo. En aun otra modalidad, el dispositivo comprende al menos una microaguja que
perfora la piel. 3

El volumen de fluido corporal que se usara con un dispositivo es generalmente menos de aproximadamente 500
microlitros, tipicamente, entre aproximadamente 1 a 100 microlitros. Cuando se desee, puede usarse una muestra de
1 a 50 microlitros, 1 a 40 microlitros, 1 a 30 microlitros, 1 a 10 microlitros o incluso 1 a 3 microlitros para detectar un
analito mediante el uso del dispositivo.

En una modalidad, el volumen de fluido corporal usado para detectar un analito mediante el uso de los dispositivos o
sistemas de la descripcion es una gota de fluido. Por ejemplo, una gota de sangre de un dedo pinchado puede
proporcionar la muestra de fluido corporal a analizar con un dispositivo, sistema o método descrito en la presente
descripcion.

Puede recolectarse una muestra de fluido corporal de un sujeto y administrarse a un dispositivo de la invencién como
se describe de aqui en adelante.

En una modalidad, las matrices de unidades de ensayo y de reactivos se configuran para ser un conjunto de
componentes de mezclar y emparejar. Las unidades de ensayo pueden comprender al menos una superficie de
captura capaz de reaccionar con un analito de la muestra de fluido corporal. La unidad de ensayo puede ser una punta
tubular con una superficie de captura dentro de la punta. En la presente descripcion se describen ejemplos de puntas
de lainvencion. Una unidad de reactivos almacena tipicamente los reactivos liquidos o sélidos necesarios para realizar
un ensayo que detecta un analito determinado. Cada unidad de ensayo individual y de reactivos puede configurarse
para la funcién de ensayo de forma independiente. Para ensamblar un dispositivo, las unidades pueden ensamblarse
de manera justo a tiempo para su uso en cartuchos integrados.

Pueden fabricarse componentes separados, tanto en fase liquida como soélida, y después probarse en cuanto a
rendimiento y almacenarse. En una modalidad, el ensamble del dispositivo se lleva a cabo de manera a pedido en un
lugar de fabricacion. El dispositivo puede ser modular e incluir componentes tales como una carcasa que es genérica
para todos los ensayos, unidades de ensayo, tales como puntas, y unidades de reactivos, tales como una variedad de
recipientes frangibles u operables por instrumentos que encapsulan los reactivos liquidos. En algunos casos, se
prueba a continuacion un dispositivo ensamblado para verificar la calibracion (la relacion de la respuesta del sistema
con respecto a niveles conocidos del analito). Los dispositivos de ensayo pueden ensamblarse a partir de una
biblioteca de elementos prefabricados y calibrados a pedido. En algunas modalidades, las vias de fluidos dentro de un
dispositivo pueden ser simples y evitar cualquier posibilidad de atrapar burbujas y proporcionar una forma eficiente de
eliminar el exceso de reactivos marcados en ensayos con exceso de reactivos tales como ELISA.
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Una carcasa para un dispositivo de la invencién puede fabricarse de poliestireno u otro plastico moldeable o
mecanizable y puede tener ubicaciones definidas para colocar unidades de ensayo y unidades de reactivos. En una
modalidad, la carcasa tiene medios para secar puntas o unidades de ensayo para eliminar el exceso de liquido. Los
medios para secar pueden ser una membrana porosa, tal como acetato de celulosa, o un pedazo de material
absorbente, tal como papel de filtro.

En algunas modalidades, al menos uno de los componentes del dispositivo puede construirse con materiales
poliméricos. Los ejemplos no limitantes de materiales poliméricos incluyen poliestireno, policarbonato, polipropileno,
polidimetilsiloxanos (PDMS), poliuretano, cloruro de polivinilo (PVC), polisulfona, polimetiimetacrilato (PMMA),
acrilonitrilo-butadienoestireno (ABS) y vidrio.

El dispositivo o los subcomponentes del dispositivo pueden fabricarse mediante una variedad de métodos lo que
incluye, sin limitacion, estampado, moldeo por inyeccién, grabado, fundicién, moldeo por soplado, mecanizado,
soldadura, soldadura ultrasénica y union térmica. En una modalidad, un dispositivo se fabrica mediante moldeo por
inyeccion, unién térmica y soldadura ultrasénica. Los subcomponentes del dispositivo pueden fijarse entre si mediante
unién térmica, soldadura ultrasoénica, ajuste por friccion (ajuste a presion), adhesivos o, en el caso de ciertos sustratos,
por ejemplo, vidrio, o sustratos poliméricos semirrigidos y no rigidos, una adherencia natural entre los dos
componentes.

En la Figura 1 se ilustra un dispositivo ilustrativo como se describe en la presente descripcion. El dispositivo 100
también se denomina a veces en la presente descripcién como un cartucho 100. El dispositivo 100 comprende una
carcasa 130 con ubicaciones para alojar las unidades de ensayo 121 y las unidades de reactivos 103, 122, 124, 125.
En la modalidad ilustrativa de la Figura 1, las unidades de ensayo 121 ocupan una fila central de la carcasa 130 del
dispositivo 100. Las unidades de ensayo 121 pueden incluir opcionalmente al menos una unidad de calibracion 126.
En un ejemplo, las unidades de ensayo 121 son similares a las puntas de pipeta y se denominan puntas de ensayo 121
y las unidades de calibracion 126 se denominan como puntas de calibracion 126 en la presente descripcion, sin
embargo, las unidades de ensayo 121 pueden tener cualquier forma y tamafio dado que se alojan ampliamente por un
dispositivo 100 como se describe en la presente descripcion. Las unidades de ensayo 121 y las unidades de
calibracion 126 son unidades de ensayo 121 ilustrativas y se describen con mas detalle en la presente descripcion. Las
unidades de ensayo 121 en la Figura 1 pueden comprender una superficie de captura y son capaces, por ejemplo, de
realizar una reaccion quimica tal como ensayos de acido nucleicos e inmunoensayos. Las unidades de ensayo 121
pueden ensamblarse en la carcasa de acuerdo con las instrucciones o los ensayos que un usuario desea realizar en
una muestra.

Como se muestra en la Figura 1, la carcasa del dispositivo 100 puede comprender una unidad de recoleccion de
muestras 110 configurada para contener una muestra. Puede colocarse una muestra, tal como una muestra de
sangre, en la unidad de recoleccion de muestras 110. Una punta de muestreo 111 (por ejemplo, una punta de pipeta
que se acopla a un dispositivo de transferencia de fluidos como se describe con mas detalle en la presente
descripcion) puede ocupar otra parte de la carcasa 130. Cuando se va a ejecutar un ensayo, la punta de muestreo 111
puede distribuir la muestra en unidades de reactivos de pretratamiento o unidades de pretratamiento 103, 104, 105,
106, 107 o unidades de ensayo 121. Las unidades de pretratamiento ilustrativas 103, 104, 105, 106, 107 incluyen,
pero no se limitan a: unidades de mezcla 107, unidades de dilucidon o diluyentes 103, 104 vy, si la muestra es una
muestra de sangre, unidades de extraccion o recuperacion de plasma 105, 106. Las unidades de pretratamiento 103,
104, 105, 106, 107 pueden ser del mismo tipo de unidad o diferentes tipos de unidades. Otras unidades de
pretratamiento 103, 104, 105, 106, 107 que sean necesarias para realizar una reaccién quimica pueden incorporarse
en el dispositivo 100 como resultara obvio para un experto en la técnica con conocimiento de esta descripcion. Las
unidades 103, 104, 105, 106, 107 pueden contener diversas cantidades de reactivos o diluyentes, flexibles para lo que
sea necesario para ejecutar el ensayo en el cartucho actual 100.

Frecuentemente, las unidades de ensayo 121 pueden fabricarse por separado de la carcasa 130 y después se
insertan en la carcasa 130 con métodos de seleccién y colocacion. Las unidades de ensayo 121 pueden ajustarse de
manera cefiida en la carcasa 130 o pueden ajustarse de manera holgada en la carcasa 130. En algunas modalidades,
la carcasa 130 se fabrica de manera que mantenga las unidades de reactivo 103, 122, 124, 125 y/o las unidades de
ensayo 121 de manera cefiida en su lugar, por ejemplo, durante el envio o la manipulaciéon de un cartucho. Las
unidades de reactivos 103, 122, 124, 125 que se muestran en la Figura 1 contienen un reactivo conjugado 122 (por
ejemplo, para su uso con un inmunoensayo), un reactivo de lavado 125 (por ejemplo, para lavar dicho conjugado de
las superficies de captura) y un sustrato 124 (por ejemplo, un sustrato enzimatico). Otras modalidades del dispositivo
100 y los componentes en el ejemplo de la Figura 1 se describen en la presente descripcion. Las unidades de reactivos
103, 122, 124, 125 pueden fabricarse y llenarse por separado de la carcasa 130 y después colocarse en la carcasa
130. De esta manera, puede construirse un cartucho 100 de manera modular, lo que aumenta por lo tanto la flexibilidad
del cartucho 100 para usarse en una variedad de ensayos. Los reactivos en una unidad de reactivos 103, 122, 124,
125 pueden elegirse de acuerdo con el ensayo a ejecutar. En la presente descripcion se describen reactivos y ensayos
ilustrativos.

Un dispositivo, tal como el ejemplo que se muestra en la Figura 1, puede comprender, ademas, otros elementos que
puedan ser necesarios para ejecutar una reaccion quimica. Por ejemplo, si las unidades de ensayo 121 son puntas de
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ensayo 121 como se describe en la presente descripcion, el dispositivo puede comprender de almohadillas de
contacto de punta 112 para eliminar el exceso de muestra o reactivo de una punta de ensayo 121 o una punta de
muestreo 111 después de la transferencia de fluidos, por ejemplo, mediante un sistema como se describe en la
presente descripcion. La carcasa 130 puede comprender, ademas, unidades o areas 101, 102 dentro del dispositivo
100 para colocar una punta o unidad usada, por ejemplo, para evitar la contaminacién cruzada de una punta de
muestreo 111 o unidad de ensayo 121. En la Figura 1, el dispositivo 100 comprende una punta de muestreo 111 para
transferir una muestra entre unidades del dispositivo 100. El dispositivo 100, como se ilustra en la Figura 1,
comprende, ademas, una punta de pretratamiento 113 para transferir una muestra que se ha pretratado en una unidad
del dispositivo 100 a otras unidades de un dispositivo 100 para realizar una reaccion quimica. Por ejemplo, la punta de
muestreo 111 puede usarse para extraer una muestra de sangre de la unidad de recoleccion de muestras 110 y
transferir la muestra de sangre a las unidades de pretratamiento 103, 104, 105, 106, 107 como se describe. Los
glébulos rojos pueden extraerse de la muestra de sangre en las unidades de pretratamiento 103, 104, 105, 106, 107 y
la punta de pretratamiento 113 puede usarse para recolectar el plasma sanguineo de las unidades de pretratamiento
103, 104, 105, 106, 107 y transferir el plasma sanguineo a otra unidad de pretratamiento (por ejemplo, una unidad
diluyente) 103, 104, 105, 106, 107 y/o al menos a una unidad de ensayo 121. En una modalidad, una punta de
muestreo 111 es la unidad de recoleccion de muestras 110. En otra modalidad, la unidad de recoleccién de muestras
110 es similar a un pocillo y se configura para contener una muestra como se recibe por un usuario.

Las unidades de ensayo 121 y las unidades de reactivos 103, 122, 124, 125 como se muestran en la Figura 1 pueden
ser direccionables para indicar la ubicacién de las unidades en el cartucho 100. Por ejemplo, una columna del cartucho
100 como se muestra en la Figura 1 puede contener una unidad de ensayo 121 para ejecutar un ensayo configurado
para detectar la proteina C reactiva, y la columna puede contener las correspondientes unidades de reactivos 103,
122, 124, 125 para ese ensayo en la misma columna, en donde las unidades se direccionan para que se correspondan
entre si. Por ejemplo, las direcciones pueden introducirse y almacenarse en un sistema informatico, y el cartucho 100
puede recibir una etiqueta, tal como un cédigo de barras. Cuando se escanea el codigo de barras del cartucho 100
para su uso, el sistema informatico puede enviar las direcciones de las unidades a un sistema, tal como los descritos
en la presente descripcion, para transferir los fluidos y ejecutar una reaccion de acuerdo con las direcciones
introducidas en el ordenador. Las direcciones pueden ser parte de un protocolo enviado para operar el sistema. Las
direcciones pueden estar en cualquier configuracion y pueden modificarse si es necesario para cambiar el protocolo de
ejecucion de un ensayo, que a su vez puede ofrecer un cambio en el protocolo de ensayo o las etapas a un usuario del
cartucho que no ha estado disponible tipicamente en dispositivos de POC de la técnica anterior. En algunas
modalidades, la carcasa 130 y las unidades se configuran en una matriz de unidades de 6 por 8 como se muestra en la
Figura 1. El disefo de las unidades puede ser de cualquier formato, por ejemplo, matrices rectangulares o disefios
aleatorios. Un cartucho 100 puede comprender cualquier nimero de unidades, por ejemplo, entre 1 y
aproximadamente 500. En algunas modalidades, un cartucho 100 tiene entre 5-100 unidades. Como un ejemplo, como
se muestra en la Figura 1, el cartucho 100 tiene 48 unidades.

En las Figuras 2A y 2B se ilustran dos vistas en corte lateral del dispositivo ilustrativo 200 de la Figura 1. Puede
conformarse una cavidad en una carcasa 220 de un dispositivo para acomodar unidades de ensayo (por ejemplo,
puntas de ensayo) 201 en una orientacion vertical (alojamiento horizontal) con sus protuberancias hacia la parte
superior del dispositivo 200. Como se muestra en la Figura 2, también puede conformarse una cavidad para acomodar
una unidad de reactivos 210, 212 o una unidad o punta de recoleccién de muestras 202. Pueden existir elementos en
la carcasa 220 para capturar las unidades con precisién y mantenerlas de forma segura. Estos elementos también
pueden disefiarse para que funcionen con un mecanismo para mover las puntas, tal como recoger y desechar las
puntas. En otra modalidad, la unidad de recoleccion de muestras comprende un elemento que puede doblarse o
romperse que sirve para proteger un pequerio tubo de recoleccion durante el envio y para mantener un dispositivo de
émbolo en su lugar dentro de un capilar. También se muestran en la Figura 2A dos modalidades ilustrativas de
unidades de reactivos 210, 212 como se describen en la presente descripciéon. La parte inferior de la carcasa 220
puede configurarse para recolectar los liquidos residuales, por ejemplo, reactivos de lavado después de su uso que se
transfieren de vuelta a través de un orificio en la carcasa 220 a la parte inferior. La carcasa 220 puede comprender una
almohadilla absorbente para recolectar los fluidos residuales. Las unidades de ensayo 201 y las unidades de muestra
202 pueden colocarse para que ajusten a través de una cavidad de la carcasa 220 del dispositivo 200 y extenderse
mas alla de una estructura de soporte interior. Las unidades de reactivos 210, 212 ajustan de manera cefiida en la
carcasa como se muestra en la Figura 2 y no se extienden mas alla de la estructura de soporte interior. La carcasa 220
y las areas en las que las unidades de ensayo 201 y las unidades de reactivos 210, 212 pueden sujetarse y colocarse
pueden adaptarse a una variedad de patrones.

En algunas modalidades, cada punta proporciona un Unico ensayo y puede emparejarse o corresponderse con un
reactivo apropiado, tal como los reactivos necesarios para ejecutar el ensayo designado. Algunas puntas proporcionan
unidades de ensayo de control y tienen cantidades conocidas de analito unidas a sus superficies de captura, ya sea en
el proceso de fabricacion o durante la realizacion de un ensayo. En el caso de una unidad de ensayo de control, la
unidad se configura para ejecutar un ensayo de control para comparacion. La unidad de ensayo de control puede
comprender, por ejemplo, una superficie de captura y un analito que se encuentran en estado sélido o liquido.

En muchas modalidades, el dispositivo contiene todos los reactivos y liquidos requeridos por el ensayo. Por ejemplo,
para un ensayo ELISA lumindgeno, los reactivos dentro del dispositivo pueden incluir un diluyente de muestra, un
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conjugado detector (por ejemplo, tres anticuerpos marcados con enzima), una solucion de lavado y un sustrato
enzimatico. Pueden proporcionarse reactivos adicionales segin sea necesario.

En algunas modalidades, los reactivos pueden incorporarse en un dispositivo para proporcionar el pretratamiento de la
muestra. Los ejemplos de reactivos de pretratamiento incluyen, sin limitacién, reactivos de lisis de glébulos blancos,
reactivos para liberar analitos de factores de unidon en la muestra, enzimas y detergentes. Los reactivos de
pretratamiento también pueden afadirse a un diluyente contenido dentro del dispositivo.

Una unidad de reactivos individual puede configurarse para recibir una unidad de ensayo movil. En algunas
modalidades, la unidad de ensayo individual comprende un elemento cilindrico hueco de extremo abierto que
comprende una superficie de captura y una cubeta de reaccion. Una unidad de ensayo cilindrica puede denominarse
en la presente descripcion como una punta de ensayo. En algunas modalidades, la unidad de ensayo individual se
configura para ejecutar un inmunoensayo. En la Figura 3A se muestra una unidad de ensayo 301 que comprende una
pequefia punta o formacion tubular. En algunos casos, la punta 301 se configura para proporcionar una superficie 311
de captura cilindrica interior y una protuberancia 321 capaz de acoplarse con la carcasa del dispositivo. En algunos
casos, la protuberancia 321 y la punta 301 se configuran para acoplarse con un mecanismo de movimiento de la punta
301 tal como un sistema como se describe en la presente descripcion o, por ejemplo, un dispositivo de transferencia de
fluidos. Una punta de ensayo 301 como se muestra en la Figura 3A puede comprender una abertura 331 en la parte
inferior de la punta. La abertura 331 puede utilizarse para transferir fluidos o reactivos dentro y fuera de una unidad de
ensayo 301. En una modalidad, una unidad de ensayo 301 como se describe es similar o es una punta de pipeta con la
mejora de que la unidad de ensayo 301 comprende una superficie de captura 311 configurada para detectar un analito
en una muestra.

La punta 301 puede fabricarse mediante un proceso de moldeo por inyeccion. En una modalidad, la punta 301 se
fabrica de un poliestireno transparente para su uso con ensayos de quimioluminiscencia. Como se muestra en la
Figura 3A, una punta ilustrativa 301 comprende una protuberancia (mostrada como la mitad superior mas grande de la
punta 301), que puede acoplarse con una carcasa y puede acoplarse, por ejemplo, con elementos conicos de un
dispositivo de transferencia de fluidos y/o dispositivos de pipeteo para formar un sello hermético a presion. También
mostrada en la Figura 3A, la punta ilustrativa 301 comprende una parte cilindrica mas pequefia. En muchas
modalidades, una superficie de captura de ensayo esta contenida dentro de la parte cilindrica mas pequefia. La
superficie de captura del ensayo puede estar en cualquier lugar dentro de la punta 301 o en el exterior de la punta 301.
La superficie de la punta 301 puede tener muchas geometrias, lo que incluye, pero no se limita a, tubular, cubica o
piramidal. En ensayos basados en quimioluminiscencia y fluorescencia, la punta 301 puede servir como un medio
conveniente para presentar el producto de ensayo a los elementos 6pticos del ensayo.

La Figura 3B muestra una unidad de recoleccion de muestras ilustrativa 302 que comprende una punta de muestreo
302. La punta de muestreo 302 como se muestra en la Figura 3B también puede separarse de una unidad de
recoleccion de muestra 302 y usarse para transferir la muestra desde las unidades de recoleccién de muestras a otras
unidades en un dispositivo como se describe en la presente descripcion. La punta de muestreo como se muestra en la
Figura 3B comprende una protuberancia 322 como se describe en la presente descripcion para acoplar la punta 302
con una carcasa de un dispositivo y un dispositivo de transferencia de fluidos. La punta de muestreo 302 también
comprende una abertura 332 para permitir la transferencia de fluidos o muestras dentro y fuera de la punta de
muestreo. En algunas modalidades, la punta de muestreo 302 tiene la misma forma que una punta de ensayo 301. En
otras modalidades (tal como las que se muestran en las Figuras 3A y 3B), la punta de muestreo 302 tiene una forma
diferente que la punta de ensayo 301.

En una modalidad, una funcién de una punta es permitir que las muestras y los reactivos liquidos se pongan en
contacto con la superficie de captura de la unidad de ensayo. El movimiento puede producirse mediante una variedad
de medios, lo que incluye, pero no se limita a, accién capilar, aspiracion y bombeo controlado. El pequefio tamafio de
las puntas permite un control rapido de la temperatura requerida para una reaccion quimica. La transferencia de calor
y/o el mantenimiento pueden llevarse a cabo simplemente al colocar la punta en un bloque de temperatura controlada.

En algunas modalidades, la punta puede contener aproximadamente de 1 a 40 microlitros de fluido. En una modalidad
adicional, la punta puede contener aproximadamente de 5 a 25 microlitros de fluido. En una modalidad, la punta
contiene 20 microlitros de fluido. En algunos casos, una punta puede contener 1 microlitro de fluido o menos. En otros
casos, una punta puede contener hasta 100 microlitros.

Cuando se desea, el extremo de la punta puede secarse sobre un material absorbente (por ejemplo, incorporado en un
cartucho desechable) antes de la introduccion del siguiente componente de ensayo para evitar la contaminacién con
una pequefia cantidad de muestra y/o reactivo. Debido a las fuerzas fisicas, cualquier liquido aspirado a la punta de la
descripcion puede mantenerse en cualquier lugar deseado con un riesgo minimo de que el liquido se escape hacia
afuera, incluso cuando se mantiene en una orientacion vertical.

La unidad de ensayo (por ejemplo, una punta de ensayo) puede recubrirse con reactivos de captura de ensayo antes

de su uso, mediante el uso de fluidos similares a los del ensayo (por ejemplo, aspiracion capilar o mecanica
controlada).
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Una superficie de captura (también denominada en la presente descripcion como un sitio de reaccion) puede formarse
por un anticuerpo de union u otros reactivos de captura unidos covalentemente o por adsorcién a la unidad de ensayo.
Después, la superficie puede secarse y mantenerse en condiciones secas hasta que se use en un ensayo. En una
modalidad, existe un sitio de reacciéon para cada analito a medir.

En una modalidad, la unidad de ensayo puede moverse en comunicacion continua con la unidad de reactivo y/o una
unidad de recoleccion de muestras, de manera que un reactivo o muestra pueda interactuar con un sitio de reaccion
donde las sondas unidas pueden detectar un analito de interés en la muestra de fluido corporal. A continuacion, un sitio
de reaccién puede proporcionar una sefial indicativa de la presencia o concentracion del analito de interés, que
después puede detectarse mediante un dispositivo de deteccién descrito en la presente descripcion.

En algunas modalidades, la ubicacion y configuracion de un sitio de reaccién es un elemento importante en un
dispositivo de ensayo. La mayoria, si no todos, los dispositivos de inmunoensayo desechables se han configurado con
su superficie de captura como parte integral del dispositivo.

En una modalidad, una unidad de ensayo de plastico moldeado esta disponible comercialmente o puede fabricarse
mediante moldeo por inyeccién con formas y tamafios precisos. Por ejemplo, la dimension caracteristica puede ser un
diametro de 0,05 - 3 mm o puede ser una longitud de 3 a 30 mm. Las unidades pueden recubrirse con reactivos de
captura mediante el uso de un método similar a los usados para recubrir placas de microtitulacion, pero con la ventaja
de que pueden procesarse masivamente al colocarlos en un recipiente grande, afiadir reactivos de recubrimiento y
procesarlas mediante el uso de tamices, soportes y similares para recuperar las piezas y lavarlas seguin sea necesario.

La unidad de ensayo puede ofrecer un soporte rigido sobre el que puede inmovilizarse un reactivo. La unidad de
ensayo también se elige para proporcionar caracteristicas apropiadas con respecto a las interacciones con la luz. Por
ejemplo, la unidad de ensayo puede fabricarse de un material, tal como vidrio funcionalizado, Si, Ge, GaAs, GaP, SiOo,
SiNy4, silicio modificado o cualquiera de una amplia variedad de geles o polimeros tales como (poli)tetrafluoroetileno,
(poli)vinilidendifluoruro, poliestireno, policarbonato, polipropileno, PMMA, ABS o sus combinaciones. En una
modalidad, una unidad de ensayo comprende poliestireno. Pueden usarse otros materiales apropiados de acuerdo
con la presente invencion. Puede resultar ventajoso un sitio de reaccion transparente. Ademas, en el caso de que
exista una ventana 6pticamente transmisiva que permita que la luz llegue a un detector dptico, la superficie puede ser
ventajosamente opaca y/o, preferentemente, dispersora de la luz.

Un reactivo inmovilizado en la superficie de captura puede ser cualquier cosa Util para detectar un analito de interés en
una muestra de fluido corporal. Por ejemplo, dichos reactivos incluyen, sin limitacién, sondas de acido nucleico,
anticuerpos, receptores de membrana celular, anticuerpos monoclonales y antisueros reactivos con un analito
especifico. Pueden usarse diversos reactivos disponibles comercialmente, tales como muchos anticuerpos
policlonales y monoclonales desarrollados especificamente para analitos especificos.

Un experto en la técnica apreciara que existen muchas formas de inmovilizar diversos reactivos sobre un soporte
donde puede tener lugar la reaccién. La inmovilizacién puede ser covalente o no covalente, a través de un resto
enlazador, o mediante su unién a un resto inmovilizado. Los restos de union ilustrativos no limitantes para unir ya sea
acidos nucleicos o moléculas proteinicas tales como anticuerpos a un soporte sdlido incluyen estreptavidina o enlaces
avidina/biotina, enlaces carbamato, enlaces éster, amida, tioléster, tiourea (N)-funcionalizada, maleimida
funcionalizada, amino, enlaces disulfuro, amida, hidrazona y entre otros. Ademas, puede unirse un resto sililo a un
acido nucleico directamente a un sustrato tal como vidrio mediante el uso de métodos conocidos en la técnica. La
inmovilizacion en la superficie también puede lograrse mediante un enlace de poli-L lisina, que proporciona un
acoplamiento carga-carga a la superficie.

Las unidades de ensayo pueden secarse después de la ultima etapa de incorporar una superficie de captura. Por
ejemplo, el secado puede realizarse mediante exposicion pasiva a una atmdsfera seca o mediante el uso de un
colector al vacio y/o la aplicacién de aire limpio y seco a través de un colector.

En muchas modalidades, una unidad de ensayo se disefia para permitir que la unidad se fabrique en procesos de
fabricacion rapidos y de gran volumen. Por ejemplo, las puntas pueden montarse en matrices a gran escala para el
recubrimiento por lotes de la superficie de captura en o sobre la punta. En otro ejemplo, las puntas pueden colocarse
en una cinta movil o en una mesa giratoria para su procesamiento en serie. En aun otro ejemplo, pueden conectarse
una gran cantidad de puntas a colectores al vacio y/o presion para su procesamiento simple.

En una modalidad, una unidad de ensayo puede acoplarse operativamente con un dispositivo de transferencia de
fluidos. El dispositivo de transferencia de fluidos puede operarse bajo control automatico sin interaccion humana. En
las unidades de ensayo que comprenden puntas, el control de la altura instalada de una punta de liquido desechable
se basa en la unién de interferencia coénica de la punta al dispensador de liquido. Un dispositivo de transferencia de
fluidos puede acoplarse a la punta. En algunos casos, debe conocerse la longitud de inmersion de una punta en el
liquido a transferir para minimizar el contacto del liquido con el exterior de la punta, que puede estar descontrolado.
Para acoplar o adherir una punta al dispositivo de transferencia de fluidos, puede moldearse un tope duro en la parte
inferior del conector cénico que se acopla a la boquilla del dispensador. Puede fabricarse un sello hermético con una

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2818 194 T3

junta térica que se encuentra a la mitad de la parte cénica o en la parte inferior plana de la boquilla. Al separar la
funcion de sellado de la punta de la altura controlada de la punta, ambos pueden ajustarse por separado. El dispositivo
modular y el dispositivo de transferencia de fluidos pueden permitir la realizacion de muchos ensayos en paralelo.

Las unidades de reactivos de un dispositivo pueden almacenar los reactivos necesarios para realizar una reaccion
quimica determinada para detectar un analito de interés determinado. Los reactivos liquidos pueden dispensarse en
pequefias capsulas que pueden fabricarse a partir de una variedad de materiales lo que incluye, sin limitacion,
plasticos tales como poliestireno, polietileno o polipropileno. En algunas modalidades, las unidades de reactivos son
pocillos cilindricos. En las Figuras 4A y 4B se muestran dos ejemplos de una unidad de reactivos 401, 402 que
comprende una copilla. Cuando se desea, las unidades 401, 402 ajustan de manera cefida en las cavidades de la
carcasa de un dispositivo. Las unidades 401,402 pueden sellarse en la superficie abierta para evitar el derrame de los
reactivos 411, 412 a bordo. En algunas modalidades, el sello es un plastico aluminizado y puede sellarse a la copilla
mediante unién térmica. Una unidad puede tener cualquier forma que sea necesaria para contener un reactivo. Por
ejemplo, en la Figura 4A se muestra una unidad de reactivos 401 de forma cilindrica, y la unidad de reactivos contiene
un reactivo liquido 411. En la Figura 4B se ilustra una unidad de reactivos 402 de forma diferente que también contiene
un reactivo liquido 412. Ambas unidades de reactivos ilustrativas 401, 402 comprenden ligeras modificaciones
opcionales cerca de la superficie superior que permiten que las unidades 401, 402 se ajusten de manera cefiida en una
carcasa de un dispositivo como se describe en la presente descripcion.

En muchas modalidades de la invencion, las unidades de reactivos son modulares. La unidad de reactivos puede
disefarse para permitir que la unidad se fabrique en procesos de fabricacién rapidos y de gran volumen. Por ejemplo,
muchas unidades de reactivos pueden llenarse y sellarse en un proceso a gran escala simultdneamente. Las unidades
de reactivos pueden llenarse de acuerdo con el tipo de ensayo o ensayos a ejecutarse mediante el dispositivo. Por
ejemplo, si un usuario desea ensayos diferentes a los de otro usuario, las unidades de reactivo pueden fabricarse de
acuerdo con las preferencias de cada usuario, sin la necesidad de fabricar un dispositivo completo. En otro ejemplo,
las unidades de reactivos pueden colocarse en una cinta moévil o en una mesa giratoria para el procesamiento en serie.

En otra modalidad, las unidades de reactivos se alojan directamente en cavidades en la carcasa de un dispositivo. En
esta modalidad, puede fabricarse un sello en areas de la carcasa que rodean las unidades.

Los reactivos de acuerdo con la presente invencion incluyen, sin limitacion, tampones de lavado, sustratos de
enzimas, tampones de dilucién, conjugados, conjugados marcados con enzimas, amplificadores de ADN, diluyentes
de muestras, soluciones de lavado, reactivos de pretratamiento de muestras lo que incluye aditivos tales como
detergentes, polimeros, agentes quelantes, reactivos de union a albumina, inhibidores de enzimas, enzimas,
anticoagulantes, agentes aglutinantes de glébulos rojos, anticuerpos u otros materiales necesarios para ejecutar un
ensayo en un dispositivo. Un conjugado marcado con enzima puede ser ya sea un anticuerpo policlonal o un
anticuerpo monoclonal marcado con una enzima que puede producir una sefial detectable tras la reaccién con un
sustrato apropiado. Los ejemplos no limitantes de dichas enzimas son la fosfatasa alcalina y la peroxidasa de rabano
picante. En algunas modalidades, los reactivos comprenden reactivos de inmunoensayo. En general, los reactivos,
especialmente aquellos que son relativamente inestables cuando se mezclan con liquido, se confinan por separado en
una region definida (por ejemplo, una unidad de reactivos) dentro del dispositivo.

En algunas modalidades, una unidad de reactivos contiene de aproximadamente 5 microlitros a aproximadamente 1
mililitro de liquido. En algunas modalidades, la unidad puede contener aproximadamente 20-200 microlitros de liquido.
En una modalidad adicional, la unidad de reactivos contiene 100 microlitros de fluido. En una modalidad, una unidad
de reactivos contiene aproximadamente 40 microlitros de fluido. El volumen de liquido en una unidad de reactivos
puede variar en dependencia del tipo de ensayo que se ejecuta o de la muestra de fluido corporal proporcionada. En
una modalidad, los volimenes de los reactivos no tienen que predeterminarse, pero deben ser mas que un minimo
conocido. En algunas modalidades, los reactivos se almacenan inicialmente secos y se disuelven tras el inicio del
ensayo que se ejecuta en el dispositivo.

En una modalidad, las unidades de reactivos pueden llenarse mediante el uso de un sifén, un embudo, una pipeta, una
jeringa, una aguja o una de sus combinaciones. Las unidades de reactivos pueden llenarse con liquido mediante el uso
de un canal de llenado y un canal de extraccion por vacio. Las unidades de reactivos pueden llenarse individualmente
0 como parte de un proceso de fabricaciéon masivo.

En una modalidad, una unidad de reactivos individual comprende un reactivo diferente como un medio para aislar los
reactivos entre si. Las unidades de reactivos también pueden usarse para contener una solucién de lavado o un
sustrato. Ademas, las unidades de reactivos pueden usarse para contener un sustrato luminégeno. En otra modalidad,
una pluralidad de reactivos se contiene dentro de una unidad de reactivos.

En algunos casos, la configuracion del dispositivo permite la capacidad de precalibrar las unidades de ensayo y las
unidades de reactivos antes de ensamblar los desechables del dispositivo objeto.

Sistemas
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En un aspecto, un sistema de la invencion comprende un dispositivo que comprende unidades de ensayo y unidades
de reactivos que comprenden reactivos (reactivos tanto en fase liquida como sélida). En algunas modalidades, al
menos uno del dispositivo completo, una unidad de ensayo, una unidad de reactivos o una de sus combinaciones es
desechable. En un sistema de la invencién, la deteccidon de un analito con un dispositivo se opera mediante un
instrumento. En la mayoria de las modalidades, el instrumento, dispositivo y método ofrecen un sistema de deteccion
automatizado. El sistema de deteccion automatizado puede automatizarse en base a un protocolo definido o un
protocolo proporcionado al sistema por un usuario.

En un aspecto, un sistema para la detecciéon automatizada de un analito en una muestra de fluido corporal comprende
un dispositivo o cartucho y un ensamble de deteccion o detector para detectar la sefial detectable indicativa de la
presencia o ausencia del analito.

En una modalidad, el usuario aplica una muestra (por ejemplo, una muestra de sangre medida o no medida) al
dispositivo e inserta el dispositivo en el instrumento. Todas las etapas posteriores son automaticas, programadas ya
sea por el instrumento (cableadas), el usuario, un usuario o sistema remoto, o la modificacion de la operacion del
instrumento de acuerdo con un identificador (por ejemplo, un cédigo de barras o RFID en el dispositivo).

Ejemplos de diferentes funciones que pueden llevarse a cabo mediante el uso de un sistema de la invencién incluyen,
pero no se limitan a, dilucion de una muestra, eliminacion de partes de una muestra (por ejemplo, glébulos rojos
(RBQC)), hacer reaccionar una muestra en una unidad de ensayo, afiadir reactivos liquidos a la muestra y la unidad de
ensayo, lavar los reactivos de la muestra y la unidad de ensayo, y contener los liquidos durante y después del uso del
dispositivo. Los reactivos pueden estar a bordo del dispositivo en una unidad de reactivos o en una unidad de reactivos
para ensamblarlos en el dispositivo.

Un sistema automatizado puede detectar un analito en particular en una muestra bioldgica (por ejemplo, sangre)
mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). El sistema puede configurarse en formato multiple y
es particularmente adecuado para detectar un analito de interés presente en un pequefio volumen de una muestra de
sangre total (por ejemplo, 20 microlitros o menos). El sistema también puede detectar analitos en diferentes diluciones
de una sola muestra, lo que permite probar diferentes sensibilidades en el mismo dispositivo, cuando se desee. Todos
los reactivos, suministros y desechos pueden contenerse en el dispositivo del sistema.

Durante el uso, se aplica una muestra de un sujeto al dispositivo ensamblado y el dispositivo se inserta en un
instrumento. En una modalidad, un instrumento puede comenzar a procesar la muestra mediante alguna combinacion
de eliminacion de globulos rojos (muestra de sangre), dilucion de la muestra y traslado de la muestra a la unidad de
ensayo. En una modalidad con ensayos multiplexados, se usa una pluralidad de unidades de ensayo y una porcion de
la muestra se mueve a unidades de ensayo individuales en secuencia o en paralelo. A continuacion, los ensayos
pueden realizarse mediante una secuencia controlada de incubaciones y aplicaciones de reactivos a las superficies de
captura.

Un dispositivo de transferencia de fluidos ilustrativo consta de cualquier componente necesario para realizar y/o leer el
ensayo. Ejemplos de componentes incluyen, pero no se limitan a, bombas para aspirar y expulsar con precision
volumenes de fluido conocidos de pocillos o unidades del dispositivo, al menos una etapa de traslacion para mejorar la
precision y exactitud del movimiento dentro del sistema, un detector para detectar un analito en una unidad de ensayo
y un medio de regulacion de la temperatura para proporcionar un entorno de temperatura regulada para la incubacion
de los ensayos. En una modalidad de la invencion, el instrumento controla la temperatura del dispositivo. En una
modalidad adicional, la temperatura esta en el intervalo de aproximadamente 30-40 grados Celsius. En algunas
modalidades, el control de temperatura por el sistema puede comprender enfriamiento activo. En algunos casos, €l
intervalo de temperatura es de aproximadamente 0-100 grados Celsius. Por ejemplo, para los ensayos de acidos
nucleicos, pueden alcanzarse temperaturas de hasta 100 grados Celsius. En una modalidad, el intervalo de
temperatura es de aproximadamente 15-50 grados Celsius. Una unidad de control de la temperatura del sistema
puede comprender un dispositivo termoeléctrico, tal como un dispositivo Peltier.

Los cartuchos, dispositivos y sistemas que se describen en la presente descripcion pueden ofrecer muchas funciones
de las que no se dispone en los sistemas de POC existentes o en los sistemas de analisis integrados. Por ejemplo,
muchos cartuchos de POC se basan en un sistema o lazo de fluidos cerrado para manejar pequefios volumenes de
liqguido de manera eficiente. Los cartuchos y dispositivos de fluidos descritos en la presente descripcion pueden tener
un movimiento de fluido abierto entre las unidades del cartucho. Por ejemplo, un reactivo puede almacenarse en una
unidad, una muestra en una unidad de recoleccion de muestras, un diluyente en una unidad de diluyente y la superficie
de captura puede estar en una unidad de ensayo, en donde en un estado del cartucho, ninguna de las unidades esta
en comunicacién continua con cualquiera de las otras unidades. Mediante el uso de un dispositivo o sistema de
transferencia de fluidos como se describe en la presente descripcion, las unidades no tienen que estar en
comunicacion continua entre si en un estado. Las unidades pueden moverse una con respecto a la otra para que
algunas unidades se pongan en comunicacion continua. Por ejemplo, un dispositivo de transferencia de fluidos puede
comprender un cabezal que se acopla a una unidad de ensayo y mueve la unidad de ensayo en comunicacion
continua con una unidad de reactivos.
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Los dispositivos y sistemas de la presente descripcion pueden proporcionar un medio eficaz para la deteccion de alto
rendimiento y en tiempo real de analitos presentes en un fluido corporal de un sujeto. Los métodos de deteccion
pueden usarse en una amplia variedad de circunstancias, lo que incluye la identificacion y cuantificacion de analitos
que se asocian con procesos biolégicos especificos, estados fisioldgicos, trastornos o etapas de trastornos. Como
tales, los sistemas tienen un amplio espectro de utilidad en, por ejemplo, tamizaje de farmacos, diagndstico de
enfermedades, clasificacion filogenética, identificacion parental y forense, aparicion y recurrencia de enfermedades,
respuesta de los individuos al tratamiento frente a bases de poblacion y el monitoreo de la terapia. Los dispositivos y
sistemas de la descripcion también son particularmente Utiles para avanzar en la etapa preclinica y clinica del
desarrollo de productos terapéuticos, mejorar el cumplimiento del paciente, monitorear las ADR asociadas con un
farmaco recetado, desarrollar medicamentos individualizados, externalizar los analisis de sangre del laboratorio
central al hogar o en base a recetas y monitoreo de agentes terapéuticos tras la aprobacion regulatoria. Los
dispositivos y sistemas pueden proporcionar un sistema flexible para la medicina personalizada. Mediante el uso del
mismo sistema, un dispositivo puede cambiarse o intercambiarse junto con un protocolo o instrucciones a un
procesador programable de los sistemas para realizar una amplia variedad de ensayos como se describen. Los
sistemas y dispositivos en la presente descripcion ofrecen muchos elementos de un entorno de laboratorio en un
instrumento automatizado de escritorio o de menor tamafo.

En algunas modalidades, puede proporcionarse a un paciente una pluralidad de dispositivos que se usaran para
detectar una variedad de analitos. Un sujeto puede, por ejemplo, usar diferentes dispositivos de fluidos en diferentes
dias de la semana. En algunas modalidades, el programa informatico en el dispositivo externo que asocia el
identificador con un protocolo puede incluir un proceso para comparar el dia actual con el dia en que se usara el
dispositivo de fluidos basado en un ensayo clinico, por ejemplo. En otra modalidad, al paciente se le proporcionan
diferentes unidades de reactivos y unidades de ensayo que pueden ajustarse en una carcasa de un dispositivo de
manera intercambiable. En aun otra modalidad, como se describe, el paciente no necesita un nuevo dispositivo para
cada dia de prueba, sino que el sistema puede programarse o reprogramarse al descargar nuevas instrucciones
desde, por ejemplo, un dispositivo externo tal como un servidor. Si, por ejemplo, los dos dias de la semana no son
idénticos, el dispositivo externo puede enviar una notificacion de forma inalambrica al sujeto mediante el uso de
cualquiera de los métodos descritos en la presente descripcidon o conocidos en la técnica para notificarle sobre el
dispositivo adecuado y/o las instrucciones adecuadas para el sistema. Este ejemplo es solo ilustrativo y puede
extenderse facilmente a, por ejemplo, notificar a un sujeto de que un dispositivo de fluidos no se usa en el momento
correcto del dia.

Por ejemplo, un cartucho como se ilustra en la Figura 1 puede comprender una variedad de unidades de ensayo y
unidades de reactivos. Las unidades de ensayo pueden comprender una superficie de captura de acuerdo con el
analito a detectar. A continuacion, las unidades de ensayo pueden ensamblarse con el resto del dispositivo de manera
justo a tiempo. En muchos dispositivos de POC de la técnica anterior, la superficie de captura es parte integral del
dispositivo y si la superficie de captura es incorrecta o no se forma correctamente, todo el dispositivo es defectuoso.
Mediante un dispositivo como se describe en la presente descripcion, la superficie de captura y/o la unidad de ensayo
pueden controlarse individualmente en cuanto a su calidad y personalizarse independientemente de las unidades de
reactivos y la carcasa del dispositivo.

Las unidades de reactivos pueden llenarse con una variedad de reactivos de una manera justo a tiempo similar. Esto
proporciona flexibilidad para que el dispositivo sea personalizable. Ademas, las unidades de reactivo pueden llenarse
con diferentes voliumenes de reactivos sin afectar la estabilidad de un dispositivo o las reacciones quimicas que se van
a ejecutar dentro del dispositivo. Acoplados con un sistema como el descrito con un dispositivo de transferencia de
fluidos, los dispositivos y unidades descritos en la presente descripcion ofrecen flexibilidad en los métodos y protocolos
de los ensayos que se van a ejecutar. Por ejemplo, un lote de dispositivos similares que contienen los mismos
reactivos puede administrarse a un grupo de pacientes para un ensayo clinico. A la mitad del ensayo clinico, un
usuario identifica que el ensayo podria optimizarse al cambiar la dilucion de la muestra y la cantidad de reactivo
proporcionada a la unidad de ensayo. Como se proporciona en la presente descripcion, el ensayo puede cambiarse u
optimizarse al cambiar Unicamente las instrucciones a un procesador programable del dispositivo de transferencia de
fluidos. Por ejemplo, el lote de cartuchos en el grupo de pacientes tenia un exceso de diluyente cargado en el cartucho.
El nuevo protocolo exige cuatro veces mas diluyente que el protocolo anterior. Debido a los métodos y sistemas
proporcionados en la presente descripcion, el protocolo puede cambiarse en un servidor central y enviarse a todos los
sistemas para ejecutar los métodos con los dispositivos sin tener que proporcionar nuevos dispositivos al grupo de
pacientes. En otras palabras, un dispositivo y sistema de POC como se describe en la presente descripcion puede
ofrecer gran parte de la flexibilidad de una practica de laboratorio estandar en la que frecuentemente se dispone de un
exceso de reactivos y, a menudo, un exceso de muestra.

En algunos casos, en donde las unidades del cartucho se separan, los dispositivos y sistemas proporcionan flexibilidad
en la construccion de los sistemas descritos en la presente descripcion. Por ejemplo, un cartucho puede configurarse
para ejecutar 8 ensayos mediante el uso de una matriz de unidades de ensayo y una matriz de unidades de reactivos.
Debido a las caracteristicas del cartucho que se describen en la presente descripcion, puede usarse la misma carcasa
0 una carcasa del mismo disefio para fabricar un cartucho con hasta 8 ensayos diferentes que el cartucho anterior.
Esta flexibilidad es dificil de lograr en muchos disefios actuales de dispositivos de POC debido a los sistemas y los
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canales de fluido cerrados y, por lo tanto, los dispositivos pueden no ser modulares o tan faciles de ensamblar como se
describe.

Actualmente, existe la necesidad de detectar mas de un analito cuando los analitos estan presentes en un intervalo de
concentracion muy variable, por ejemplo, un analito esta en el intervalo de concentracion de pg/ml y otro esta en el
intervalo de concentracion de ug/ml. El sistema como se describe en la presente descripcion tiene la capacidad de
analizar simultaneamente analitos que estan presentes en la misma muestra en un amplio intervalo de
concentraciones. Otra ventaja de poder detectar concentraciones de diferentes analitos presentes en un amplio
intervalo de concentraciones es la capacidad de relacionar las relaciones de concentracién de estos analitos con la
seguridad y eficacia de multiples farmacos administrados a un paciente. Por ejemplo, las interacciones farmacologicas
inesperadas pueden ser una causa comun de reacciones adversas a los farmacos. Una técnica de medicion
simultanea en tiempo real para medir diferentes analitos ayudaria a evitar las consecuencias potencialmente
desastrosas de las interacciones farmacoldgicas adversas.

Ser capaz de monitorear la tasa de cambio de la concentracion de un analito y/o la concentracion de marcadores de
PD o PK durante un periodo de tiempo en un solo sujeto, o realizar analisis de tendencias sobre la concentracion o
marcadores de PD o PK, ya sea si son concentraciones de farmacos o sus metabolitos, pueden ayudar a evitar
situaciones potencialmente peligrosas. Por ejemplo, si la glucosa fuera el analito de interés, la concentracion de
glucosa en una muestra en un momento dado, asi como también la tasa de cambio de la concentracion de glucosa
durante un periodo de tiempo dado, podrian ser muy Utiles para predecir y evitar, por ejemplo, eventos
hipoglucémicos. Dicho analisis de tendencias tiene implicaciones beneficiosas generalizadas en el régimen de
dosificacion de farmacos. Cuando se trata de multiples farmacos y sus metabolitos, frecuentemente es conveniente la
capacidad de detectar una tendencia y tomar medidas proactivas.

En consecuencia, los datos generados con el uso de los dispositivos y sistemas de fluidos objeto pueden utilizarse
para realizar un analisis de tendencia sobre la concentracion de un analito en un sujeto.

Frecuentemente, 8 ensayos en el mismo cartucho pueden requerir diferentes diluciones o pretratamientos. El intervalo
de dilucién puede ser sustancial entre ensayos. Muchos dispositivos de POC actuales ofrecen un intervalo limitado de
dilucién y, por lo tanto, un nimero limitado de ensayos que pueden llevarse a cabo potencialmente en el dispositivo de
POC. Sin embargo, un sistema y/o cartucho como se describe en la presente descripcion puede ofrecer un amplio
intervalo de diluciones debido a la capacidad de diluir en serie una muestra. Por lo tanto, puede realizarse un gran
numero de ensayos potenciales en un solo cartucho o en una pluralidad de cartuchos sin modificar el detector o el
instrumento de lectura para los ensayos.

En un ejemplo, un sistema como se proporciona en la presente descripcion se configura para ejecutar multiples (por
ejemplo, cinco o mas) ensayos de deteccion de analitos objetivo diferentes. Para llevar la concentracion de analito
esperada dentro del intervalo de deteccion de un inmunoensayo como se describe en la presente descripcion y usado
comunmente en el campo de los POC, una muestra debe diluirse, por ejemplo, 3:1, 8:1, 10:1, 100:1, y 2200:1, para
ejecutar cada uno de los cinco ensayos. Debido a que el dispositivo de transferencia de fluidos es capaz de mantener
y mover el fluido dentro del dispositivo, pueden realizarse diluciones en serie con un sistema como se describe en la
presente descripcion para lograr estas cinco diluciones diferentes y detectar los cinco analitos objetivo diferentes.
Como se describié anteriormente, el protocolo para realizar los ensayos también puede ajustarse sin modificar el
dispositivo o el sistema.

En un entorno de laboratorio con pipeteo tradicional, se usan tipicamente mayores volimenes de muestra que en un
entorno POC. Por ejemplo, un laboratorio puede analizar una muestra de sangre extraida del brazo de un paciente en
un volumen en el intervalo de mililitros. En un entorno POC, muchos dispositivos y usuarios exigen que el proceso sea
rapido, facil y/o minimamente invasivo, por lo tanto, las muestras pequefias (del orden de un volumen en el intervalo de
microlitros), tal como la obtenida con una puncién digital) se analizan tipicamente mediante un dispositivo de POC.
Debido a la diferencia en la muestra, los dispositivos de POC actuales pueden perder flexibilidad al ejecutar un ensayo
que se ofrece en un entorno de laboratorio. Por ejemplo, para ejecutar varios ensayos a partir de una muestra, puede
requerirse un cierto volumen minimo para cada ensayo para permitir la deteccion precisa de un analito, lo que
establece, por lo tanto, algunos limites en un dispositivo en una configuraciéon de POC.

En otro ejemplo, un sistema y/o dispositivo de transferencia de fluidos como se describe en la presente descripcion
proporciona una gran flexibilidad. Por ejemplo, el dispositivo de transferencia de fluidos puede automatizarse para
mover una unidad de ensayo, una punta de ensayo o una pipeta vacia desde una unidad del dispositivo a una unidad
separada del dispositivo, que no estan en comunicacion continua entre si. En algunos casos, esto puede evitar la
contaminacioén cruzada de las unidades de un dispositivo como se describe. En otros casos, permite la flexibilidad de
mover varios fluidos dentro de un dispositivo como se describe en contacto entre si de acuerdo con un protocolo o
instrucciones. Por ejemplo, un cartucho que comprende 8 reactivos diferentes en 8 unidades de reactivos diferentes
puede direccionarse y acoplarse mediante un dispositivo de transferencia de fluidos en cualquier orden o combinacion
segun las instrucciones de un protocolo. Por lo tanto, pueden ejecutarse muchas secuencias diferentes para que se
ejecute cualquier reaccion quimica en el dispositivo. Sin cambiar el volumen de los reactivos en el cartucho o el tipo de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2818 194 T3

reactivos en el cartucho, el protocolo de ensayo puede ser diferente o modificado sin la necesidad de un segundo
cartucho o un segundo sistema.

Por ejemplo, un usuario solicita un cartucho con un tipo especifico de superficie de captura y reactivos especificos para
ejecutar un ensayo para detectar un analito (por ejemplo, proteina C reactiva (CRP)) en una muestra. El protocolo que
el usuario planeo originalmente puede requerir 2 etapas de lavado y 3 etapas de dilucion. Una vez que el usuario ha
recibido el dispositivo y el sistema, el usuario ha decidido que el protocolo deberia tener realmente 5 etapas de lavado
y solo 1 etapa de dilucion. Los dispositivos y sistemas en la presente descripcion pueden permitir la flexibilidad para
este cambio de protocolo sin tener que reconfigurar el dispositivo o el sistema. En este ejemplo, solo se necesita enviar
un nuevo protocolo o un conjunto de instrucciones al procesador programable del sistema o el dispositivo de
transferencia de fluidos.

En otro ejemplo, un sistema como se proporciona en la presente descripcion se configura para ejecutar cinco ensayos
de deteccion de analitos objetivo diferentes, en donde cada ensayo debe incubarse a una temperatura diferente. En
muchos dispositivos de POC de la técnica anterior, la incubacion de multiples ensayos a diferentes temperaturas es
una tarea dificil porque los multiples ensayos no son modulares y las superficies de captura no pueden moverse con
respecto al dispositivo de calentamiento. En un sistema como se describe en la presente descripcién, en donde una
unidad de ensayo individual se configura para ejecutar una reaccién quimica, puede colocarse una unidad de ensayo
individual en una unidad de calentamiento individual. En algunas modalidades, un sistema comprende una pluralidad
de unidades de calentamiento. En algunos casos, un sistema comprende al menos tantas unidades de calentamiento
como unidades de ensayo. Por lo tanto, pueden ejecutarse una pluralidad de ensayos como una pluralidad de
temperaturas.

Los sistemas y dispositivos descritos en la presente descripcion pueden proporcionar, ademas, una variedad de
mediciones de control de calidad de las que no se disponia anteriormente con muchos dispositivos de POC de la
técnica anterior. Por ejemplo, debido a la modularidad de un dispositivo, las unidades de ensayo y las unidades de
reactivos pueden controlarse en cuanto a la calidad por separado una de otras y/o por separado de la carcasa y/o por
separado de un sistema o dispositivo de transferencia de fluidos. Se describen métodos y sistemas de control de
calidad ilustrativos ofrecidos por los sistemas y dispositivos en la presente descripcion.

Un sistema como el descrito puede ejecutar una variedad de ensayos, independientemente del analito que se detecta
en una muestra de fluido corporal. Un protocolo que depende de la identidad del dispositivo puede transferirse desde
un dispositivo externo donde puede almacenarse en un ensamble de lector para permitir que el ensamble de lector
lleve a cabo el protocolo especifico en el dispositivo. En algunas modalidades, el dispositivo tiene un identificador (ID)
que se detecta o lee por un detector de identificador descrito en la presente descripcion. El detector de identificador
puede comunicarse con un ensamble de comunicacién a través de un controlador que transmite el identificador a un
dispositivo externo. Cuando se desea, el dispositivo externo envia un protocolo almacenado en el dispositivo externo
al ensamble de comunicacidon basado en el identificador. El protocolo que se ejecutara en el sistema puede
comprender instrucciones para el controlador del sistema para realizar el protocolo, lo que incluye, pero no se limita a,
un ensayo particular a ejecutar y un método de deteccion a realizar. Una vez que el sistema realiza el ensayo, se
genera una sefial indicativa de un analito en la muestra de fluido corporal y se detecta mediante un ensamble de
deteccion del sistema. La sefal detectada puede comunicarse a continuacion al ensamble de comunicaciones, donde
puede transmitirse al dispositivo externo para su procesamiento, lo que incluye, sin limitacion, el calculo de la
concentracion del analito en la muestra.

En algunas modalidades, el identificador puede ser un identificador de cddigo de barras con una serie de lineas
blancas y negras, que pueden leerse por un detector de identificadores, tal como un lector de cédigos de barras, que
son bien conocidos. Otros identificadores podrian ser una serie de valores alfanuméricos, colores, protuberancias o
cualquier otro identificador que pueda ubicarse en un dispositivo y detectarse o leerse por un detector de identificador.
El detector de identificador también puede ser un LED que emite luz que puede interactuar con un identificador que
refleja la luz y se mide por el detector de identificador para determinar la identidad de un dispositivo. En algunas
modalidades, el identificador puede comprender un dispositivo de almacenamiento o memoria y puede transmitir
informacion a un detector de identificacion. En algunas modalidades, puede usarse una combinacién de técnicas. En
algunas modalidades, el detector se calibra mediante el uso de una fuente 6ptica, tal como un LED.

En un ejemplo, puede proporcionarse una muestra de fluido corporal a un dispositivo y el dispositivo puede insertarse
en un sistema. En algunas modalidades, el dispositivo se inserta parcialmente de forma manual, y después un
interruptor mecanico en el ensamble de lector coloca automaticamente de manera adecuada el dispositivo dentro del
sistema. Puede usarse cualquier otro mecanismo conocido en la técnica para insertar un disco o cartucho en un
sistema. En algunas modalidades, puede ser necesaria la insercion manual.

En algunas modalidades, un método para seleccionar automaticamente un protocolo a ejecutar en un sistema
comprende proporcionar un dispositivo que comprende un detector de identificador y un identificador; detectar el
identificador; transferir dicho identificador a un dispositivo externo; y seleccionar un protocolo a ejecutar en el sistema
a partir de una pluralidad de protocolos en dicho dispositivo externo asociado con dicho identificador.
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En un aspecto, se describe un sistema para la deteccidon automatizada de una pluralidad de analitos en una muestra
de fluido corporal que comprende: un dispositivo de fluidos (tal como los descritos en la presente descripcion) que
comprende: una unidad de recoleccion de muestras configurada para contener la muestra de fluido corporal; una
matriz de unidades de ensayo, en donde una unidad de ensayo individual de dicha matriz de unidades de ensayo se
configura para ejecutar una reaccién quimica que produce una sefial indicativa de que se detecta un analito individual
de dicha pluralidad de analitos; y una matriz de unidades de reactivos, en donde una unidad de reactivos individual de
dicha matriz de unidades de reactivos contiene un reactivo. El sistema comprende, ademas, un dispositivo de
transferencia de fluidos que comprende una pluralidad de cabezales, en donde un cabezal individual de la pluralidad
de cabezales se configura para acoplarse a la unidad de ensayo individual, y en donde dicho dispositivo de
transferencia de fluidos comprende un procesador programable configurado para dirigir la transferencia de fluidos de
la muestra de fluido corporal a partir de la unidad de recoleccion de muestras y el reactivo a partir de la unidad de
reactivos individual a la unidad de ensayo individual. Por ejemplo, una unidad de ensayo individual comprende un
reactivo y se configura para ejecutar una reaccion quimica con ese reactivo.

En algunos casos, la configuracién del procesador para dirigir la transferencia de fluidos realiza un grado de dilucién de
la muestra de fluido corporal en la matriz de unidades de ensayo para llevar las sefales indicativas de la pluralidad de
analitos que se detectan dentro de un intervalo detectable, de manera que dicha pluralidad de los analitos es
detectable con dicho sistema. En un ejemplo, la muestra de fluido corporal comprende al menos dos analitos que estan
presentes en concentraciones que difieren en al menos 2, 5, 10, 15, 50 o 100 6rdenes de magnitud. En un ejemplo, la
muestra de fluido corporal es una sola gota de sangre. En una modalidad, las concentraciones de al menos dos
analitos presentes en una muestra difieren hasta en 10 6rdenes de magnitud (por ejemplo, un primer analito esta
presente a 0,1 pg/ml y un segundo analito esta presente a 500 ug/ml. En otro ejemplo, algunos analitos de proteinas se
encuentran en concentraciones superiores a 100 mg/ml, lo que puede extender el intervalo de interés a
aproximadamente doce 6rdenes de magnitud.

Un grado de dilucion de la muestra de fluido corporal puede llevar las sefiales indicativas de los al menos dos analitos
dentro del intervalo detectable. En muchos casos, un sistema comprende, ademas, un detector, tal como un
fotomultiplicador (PMT). Con un fotomultiplicador, por ejemplo, un intervalo detectable del detector puede ser de
aproximadamente 10 a aproximadamente 10 millones de recuentos por segundo. Cada recuento corresponde a un
solo foton. En algunos casos, los PMT no son 100 % eficientes y la tasa de recuento observada puede ser ligeramente
menor, pero aun cercana, al numero real de fotones que llegan al detector por unidad de tiempo. En algunos casos, los
recuentos se miden en aproximadamente diez intervalos de aproximadamente un segundo y los resultados se
promedian. En algunas modalidades, los intervalos para los ensayos son 1000 - 1 000 000 recuentos por segundo
cuando se usa un PMT como detector. En algunos casos, pueden medirse velocidades de recuento tan bajas como
100 por segundo y velocidades de recuento tan altas como 10 000 000. El intervalo de respuesta lineal de los PMT (por
ejemplo, el intervalo donde la tasa de recuento es directamente proporcional al nimero de fotones por unidad de
tiempo) puede ser de aproximadamente 1000-3 000 000 recuentos por segundo. En un ejemplo, un ensayo tiene una
sefial detectable en el extremo inferior de aproximadamente 200-1000 recuentos por segundo y en el extremo superior
de aproximadamente 10 000-2 000 000 recuentos por segundo. En algunos casos, para los biomarcadores de
proteinas, la velocidad de recuento es directamente proporcional a la fosfatasa alcalina unida a la superficie de captura
y también directamente proporcional a la concentracion de analito. Otros detectores ilustrativos incluyen fotodiodos de
avalancha, matrices de fotodiodos de avalancha, matrices de CCD, matrices de CCD superenfriadas. Muchos otros
detectores tienen una salida que es digital y generalmente proporcional a los fotones que llegan al detector. El intervalo
detectable para los detectores ilustrativos puede ser adecuado para el detector que se usa.

Puede configurarse un cabezal individual de un dispositivo de transferencia de fluidos para adherirse a la unidad de
ensayo individual. El dispositivo de transferencia de fluidos puede ser una pipeta, tal como una pipeta de
desplazamiento de aire. El dispositivo de transferencia de fluidos puede automatizarse. Por ejemplo, un dispositivo de
transferencia de fluidos puede comprender, ademas, un motor en comunicacion con un procesador programable, y el
motor puede mover la pluralidad de cabezales basado en un protocolo del procesador programable. Como se
describe, una unidad de ensayo individual puede ser una punta de pipeta, por ejemplo, una punta de pipeta con una
superficie de captura o un sitio de reaccion.

Frecuentemente, en un dispositivo de POC, tal como los sistemas y dispositivos descritos en la presente descripcion,
el factor de dilucidon debe estimarse y ser razonablemente preciso. Por ejemplo, en entornos donde usuarios no
expertos operan el sistema, es necesario que existan formas de garantizar la dilucién de una muestra.

Como se describe en la presente descripcion, un dispositivo de transferencia de fluidos puede realizar un grado de
diluciéon de una muestra para proporcionar resultados de ensayo precisos. Por ejemplo, un dispositivo de transferencia
de fluidos programable puede tener varios cabezales para diluir o diluir en serie las muestras, asi como también
proporcionar la mezcla de una muestra y un diluyente. Un dispositivo de transferencia de fluidos puede proporcionar,
ademas, el movimiento de fluidos en los dispositivos de POC.

Como se describe, los sistemas y dispositivos en la presente descripcion pueden permitir muchas caracteristicas de la

flexibilidad de un entorno de laboratorio en un entorno de POC. Por ejemplo, las muestras pueden recolectarse y
manipularse automaticamente en un dispositivo o sistema de tamafio de mesa o mas pequefio. Un problema comun
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en los dispositivos de POC es lograr diferentes intervalos de dilucion cuando se realizan una pluralidad de ensayos, en
donde los ensayos pueden tener una sensibilidad o especificidad significativamente diferente. Por ejemplo, puede
haber dos analitos en una muestra, pero un analito tiene una concentracion alta en la muestra y el otro analito tiene
una concentracion muy baja. Como se proporciona, los sistemas y dispositivos en la presente descripcion pueden
diluir la muestra a niveles significativamente diferentes para detectar ambos analitos. Por ejemplo, si el analito se
encuentra en una concentracion alta, una muestra puede diluirse en serie hasta el intervalo de deteccion apropiado y
proporcionarse a una superficie de captura para su deteccién. En el mismo sistema o dispositivo, es posible que no
sea necesario diluir una muestra con un analito en baja concentracion. De esta manera, el intervalo de ensayo de los
dispositivos y sistemas de POC proporcionados en la presente descripcion puede ampliarse a partir de muchos de los
dispositivos de POC actuales.

Un dispositivo de transferencia de fluidos puede ser parte de un sistema que es un instrumento de mesa. El dispositivo
de transferencia de fluidos puede comprender una pluralidad de cabezales. Se prevé cualquier numero de cabezales
que sea necesario para detectar una pluralidad de analitos en una muestra para un dispositivo de transferencia de
fluidos de la invencion. En un ejemplo, un dispositivo de transferencia de fluidos tiene aproximadamente ocho
cabezales montados en linea y separados por una distancia. En una modalidad, los cabezales tienen una boquilla
conica que se acopla mediante ajuste a presion con una variedad de puntas, tales como unidades de ensayo o
unidades de recoleccién de muestras como se describe en la presente descripcidon. Las puntas pueden tener un
elemento que permite que el instrumento las retire automaticamente y las coloque en una carcasa de un dispositivo
como se describe después de su uso. En una modalidad, las puntas de ensayo son claras y transparentes y pueden
ser similares a una cubeta dentro de la cual se ejecuta un ensayo que puede detectarse por un detector 6ptico tal como
un tubo fotomultiplicador.

En un ejemplo, el procesador programable de un sistema puede comprender instrucciones o comandos y puede
operar un dispositivo de transferencia de fluidos de acuerdo con las instrucciones para transferir muestras liquidas ya
sea al retirar (para introducir liquido) o extender (para expulsar liquido) un pistén en un espacio de aire cerrado. Tanto
el volumen de aire movido como la velocidad de movimiento pueden controlarse con precision, por ejemplo, mediante
el procesador programable.

La mezcla de muestras (o reactivos) con diluyentes (u otros reactivos) puede lograrse al aspirar los componentes a
mezclar en un tubo comuin y después aspirar repetidamente una fraccion significativa del volumen de liquido
combinado hacia arriba y hacia abajo en una punta. La disolucion de los reactivos secos en un tubo puede realizarse
de manera similar. La incubacién de muestras liquidas y reactivos con una superficie de captura sobre la que se une
un reactivo de captura (por ejemplo, un anticuerpo) puede lograrse al extraer el liquido apropiado en la punta y
mantenerlo alli durante un tiempo predeterminado. La extraccion de muestras y reactivos puede lograrse al expulsar el
liquido hacia un depdsito o una almohadilla absorbente en un dispositivo como se describe. A continuacién, puede
extraerse otro reactivo en la punta de acuerdo con las instrucciones o el protocolo del procesador programable.

En un ejemplo como se ilustra en la Figura 11, un liquido 1111 previamente en una punta 1101 puede dejar una
pelicula delgada 1113 dentro de la punta 1101 cuando se expulsa. Por lo tanto, un sistema puede usar la accion de la
porcion delantera (por ejemplo, la superior) del siguiente liquido 1112 para limpiar el liquido 1111 previamente
presente de la punta 1101. La porcidn del liquido subsiguiente contaminado con el liquido previamente presente 1113
puede mantenerse dentro de la parte superior de la punta 1101 donde no continda en interaccién con la superficie de
captura 1102. La superficie de captura 1102 puede estar en un area definida de la punta 1101 de manera que el liquido
anterior 1111 no reacciona con la superficie de captura 1102, por ejemplo, como se muestra en la Figura 11, la
superficie de captura 1102 ocupa una porcién definida de la parte cilindrica de la punta 1101 que no se extiende
completamente hasta la protuberancia de la punta. En muchos casos, el tiempo de incubacion es corto (por ejemplo,
10 minutos) y la separacion de la zona contaminada de liquido es relativamente grande (> 1 mm), por lo que la difusién
de los componentes activos de la porcién contaminada del liquido 1113 no se produce lo suficientemente rapido para
reaccionar con la superficie de captura 1102 durante la incubacién. Para muchos ensayos de alta sensibilidad, existe
el requisito de eliminar un reactivo o lavar la superficie de captura (por ejemplo, un anticuerpo detector que se marca
con el generador de sefial del ensayo). En un ejemplo, un dispositivo de transferencia de fluidos de un sistema descrito
en la presente descripcion puede proporcionar lavado al afadir ciclos adicionales de extraccion y aspiracion de
transferencia de fluidos, por ejemplo, mediante el uso de un reactivo de lavado. En un ejemplo, cuatro etapas de
lavado demostraron que el anticuerpo detector no unido en contacto con la superficie de captura se reduce en un factor
mejor que 10° veces. También puede eliminarse cualquier anticuerpo detector no unido especificamente a la superficie
de captura (muy inconveniente) durante este proceso de lavado.

La extension del intervalo de un ensayo puede lograrse mediante la dilucion de la muestra. En los sistemas de ensayo
POC que usan cartuchos desechables que contienen el diluyente, existe frecuentemente un limite practico para el
grado de dilucion. Por ejemplo, si una pequefia muestra de sangre que se obtiene por puncion digital (por ejemplo,
unos 20 microlitros) se va a diluir, y el volumen maximo de diluyente que puede colocarse en un tubo es de 250
microlitros, el limite practico de dilucion de toda la muestra es de aproximadamente 10 veces. En un ejemplo en la
presente descripcidon, un sistema puede aspirar un volumen mas pequefio de la muestra (por ejemplo,
aproximadamente 2 microlitros) lo que hace que el factor de dilucion maximo sea aproximadamente 100 veces. Para
muchos ensayos, dichos factores de dilucion son aceptables, pero para un ensayo como el de CRP (como se describe
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en los ejemplos en la presente descripcion) es necesario diluir mucho mas la muestra. Los ensayos ELISA basados en
separacion pueden tener una limitacion intrinseca en la capacidad de la superficie de captura para unirse al analito
(por ejemplo, aproximadamente unos pocos cientos de ng/ml para un analito proteico tipico). Algunos analitos estan
presentes en la sangre a cientos de microgramos/ml. Incluso cuando se diluye 100 veces, la concentracion de analito
puede estar fuera del intervalo de calibracion. En una modalidad ilustrativa de un sistema, dispositivo y dispositivo de
transferencia de fluidos en la presente descripcion, pueden lograrse multiples diluciones al realizar multiples
transferencias de fluidos del diluyente hacia una unidad de ensayo individual o unidad de recoleccién de muestras. Por
ejemplo, si la concentracion de un analito es muy alta en una muestra como se describié anteriormente, la muestra
puede diluirse varias veces hasta que la concentracion del analito esté dentro de un intervalo de deteccion aceptable.
Los sistemas y métodos en la presente descripcion pueden proporcionar mediciones o estimaciones precisas de las
diluciones para calcular la concentracion original del analito.

En una modalidad, un sistema en la presente descripcion puede mover una muestra liquida y mover una unidad de
ensayo. Un sistema puede comprender un blogue de calentamiento y un detector. Para mover una muestra liquida, un
sistema puede proporcionar una accion de tipo aspiracion, jeringa o pipeta. En una modalidad ilustrativa, un dispositivo
de transferencia de fluidos para mover una muestra liquida es una pipeta y un sistema de cabezales de pipetas. El
numero de dispositivos de pipeta requeridos por el sistema puede ajustarse de acuerdo con el tipo de analito que se va
a detectar y el nimero de ensayos que se realizan. Las acciones realizadas por el sistema de pipetas pueden ser
automatizadas u operadas manualmente por un usuario.

La Figura 5 muestra un ejemplo de un dispositivo de transferencia de fluidos 520 y un sistema 500 como se describe
en la presente descripcion. El sistema del dispositivo de transferencia de fluidos puede mover ocho volimenes de
liquido diferentes o idénticos simultaneamente mediante el uso de los ocho cabezales diferentes 522. Por ejemplo, el
cartucho (o dispositivo como se describe en la presente descripcién) 510 comprende ocho unidades de ensayo 501.
Las unidades de ensayo individuales 501 se configuran de acuerdo con el tipo de ensayo a ejecutar dentro de la
unidad 501. Las unidades de ensayo individuales 501 pueden requerir un determinado volumen de muestra. Puede
usarse un cabezal individual 522 para distribuir una cantidad adecuada de muestra a una unidad de ensayo individual
501. En este ejemplo, cada cabezal 522 corresponde a una unidad de ensayo individual direccionada 501.

El mecanismo del dispositivo de transferencia de fluidos 520 también puede usarse para distribuir reactivos desde las
unidades de reactivo. Los diferentes tipos de reactivos incluyen una solucion de conjugado, una solucién de lavado y
una solucion de sustrato. En un sistema automatizado, la base 530 sobre la que se asienta el dispositivo 510 puede
moverse para mover el dispositivo 510 con respecto al posicionamiento de las unidades de ensayo 501 y los cabezales
522 y de acuerdo con las etapas necesarias para completar un ensayo como se muestra en la Figura 5.
Alternativamente, los cabezales 522 y las puntas 501 o el dispositivo de transferencia de fluidos 520 pueden moverse
con respecto a la posicion del dispositivo 510.

En algunas modalidades, se proporciona un reactivo en forma seca y se rehidrata y/o disuelve durante el ensayo. Las
formas secas incluyen materiales liofilizados y peliculas recubiertas sobre superficies.

Un sistema puede comprender un soporte o acoplador para mover las unidades o puntas de ensayo. Un acoplador
puede comprender un ensamble de vacio o un ensamble disefiado para ajustar de manera cefiida en una
protuberancia de la punta de una unidad de ensayo. Por ejemplo, un medio para mover las puntas puede moverse de
manera similar a los cabezales del dispositivo de transferencia de fluidos. El dispositivo también puede moverse sobre
una base de acuerdo con la posicidon de un acoplador o sujetador.

En una modalidad, un instrumento para mover las puntas es el mismo que un instrumento para mover un volumen de
muestra, tal como un dispositivo de transferencia de fluidos como se describe en la presente descripciéon. Por ejemplo,
puede colocarse una punta de recoleccidon de muestras en un cabezal de pipeta de acuerdo con la protuberancia de la
punta de recoleccion. La punta de recoleccién puede usarse a continuacion para distribuir el liquido por todo el
dispositivo y el sistema. Una vez que se ha distribuido el liquido, puede desecharse la punta de recoleccion y puede
ajustarse el cabezal de la pipeta en una unidad de ensayo de acuerdo con la protuberancia sobre la unidad de ensayo.
A continuacion, la punta de la unidad de ensayo puede moverse de la unidad de reactivos a otra unidad de reactivo, y
los reactivos pueden distribuirse a la unidad de ensayo de acuerdo con la accién de tipo aspiracion o pipeta
proporcionada por el cabezal de la pipeta. El cabezal de la pipeta también puede realizar la mezcla dentro de una
punta de recoleccion, unidad de ensayo o unidad de reactivos mediante una accion de tipo aspiracion o jeringa.

Un sistema puede comprender un bloque de calentamiento para calentar el ensayo o la unidad de ensayo y/o para
controlar la temperatura del ensayo. Puede usarse calor en la etapa de incubaciéon de una reaccion de ensayo para
promover la reaccion y acortar la duracién necesaria para la etapa de incubacion. Un sistema puede comprender un
bloque de calentamiento configurado para recibir una unidad de ensayo de la invencion. El bloque de calentamiento
puede configurarse para recibir una pluralidad de unidades de ensayo desde un dispositivo de la invencion. Por
ejemplo, si se desea ejecutar 8 ensayos en un dispositivo, el bloque de calentamiento puede configurarse para recibir
8 unidades de ensayo. En algunas modalidades, las unidades de ensayo pueden moverse hacia el contacto térmico
con un bloque de calentamiento mediante el uso de los medios para mover las unidades de ensayo. El calentamiento
puede realizarse mediante un medio de calentamiento conocido en la técnica.
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Un sistema ilustrativo 600 como se describe en la presente descripcion se muestra en la Figura 6. El sistema 600
comprende una base de traslacion 630 sobre la que se coloca un dispositivo 610 (o cartucho en este ejemplo) ya sea
de forma manual o automatica o una combinacién de ambas. El sistema 600 comprende, ademas, un bloque de
calentamiento 640 que puede alinearse con las unidades de ensayo 611 del dispositivo 610. Como se muestra en la
Figura 6, el dispositivo 610 comprende una serie de 8 unidades de ensayo 611 y multiples unidades de reactivos
correspondientes 612, y el bloque de calentamiento 640 comprende, ademas, un area 641 para que al menos 8
unidades se calienten simultdneamente. Cada una de las areas de calentamiento 641 puede proporcionar
temperaturas iguales o diferentes a cada unidad de ensayo individual 611 de acuerdo con el tipo de ensayo que se
ejecuta o el tipo de analito que se detecta. El sistema 600 comprende, ademas, un detector (tal como un tubo
fotomultiplicador) 650 para la deteccion de una sefial de una unidad de ensayo 611 representativa de la deteccion de
un analito en una muestra.

En una modalidad, se proporciona un sensor para localizar una unidad de ensayo con respecto a un detector cuando
se detecta un ensayo.

En una modalidad, el detector es un ensamble de lector que aloja un ensamble de deteccion para detectar una sefal
producida por al menos un ensayo en el dispositivo. El ensamble de deteccion puede estar por encima del dispositivo
0 en una orientacion diferente con relacion al dispositivo basado en, por ejemplo, el tipo de ensayo que se realiza y el
mecanismo de deteccion que se emplea. El ensamble de deteccidén puede ponerse en comunicacién con la unidad de
ensayo o la unidad de ensayo puede ponerse en comunicacion con el ensamble de deteccion.

En muchos casos, se proporciona un detector dptico y se usa como dispositivo de deteccion. Los ejemplos no
limitantes incluyen un fotodiodo, tubo fotomultiplicador (PMT), detector de recuento de fotones, fotodiodo de avalancha
o dispositivo de carga acoplada (CCD). En algunas modalidades, puede usarse un diodo pin. En algunas modalidades,
puede acoplarse un diodo pin a un amplificador para crear un dispositivo de deteccién con una sensibilidad
comparable a un PMT. Algunos ensayos pueden generar luminiscencia como se describe en la presente descripcion.
En algunas modalidades, se detecta quimioluminiscencia. En algunas modalidades, un ensamble de deteccién podria
incluir una pluralidad de cables de fibra 6ptica conectados como un haz a un detector CCD o a una matriz de PMT. El
haz de fibras 6pticas podria construirse con fibras discretas o con muchas fibras pequefias fusionadas entre si para
formar un haz solido. Dichos haces sdlidos estan disponibles comercialmente y se conectan facilmente a los
detectores CCD.

Un detector también puede comprender una fuente de luz, tal como una bombilla o un diodo emisor de luz (LED). La
fuente de luz puede iluminar un ensayo para detectar los resultados. Por ejemplo, el ensayo puede ser un ensayo de
fluorescencia o un ensayo de absorbancia, como se usan cominmente con ensayos de acidos nucleicos. El detector
puede comprender, ademas, elementos Opticos para suministrar la fuente de luz al ensayo, tal como una lente o fibra
Optica.

En algunas modalidades, el sistema de deteccion puede comprender detectores o sensores no 6pticos para detectar
un parametro particular de un sujeto. Dichos sensores pueden incluir temperatura, conductividad, sefales
potenciométricas y sefiales amperométricas, para compuestos que se oxidan o se reducen, por ejemplo, Oz, H20: € I,
0 compuestos organicos oxidables/reducibles.

Un dispositivo y un sistema pueden, después de la fabricacion, enviarse al usuario final juntos o individualmente. El
dispositivo o sistema de la invencion puede empaqguetarse con un manual de usuario o instrucciones de uso. En una
modalidad, el sistema de la invencion es genérico para el tipo de ensayos ejecutados en diferentes dispositivos.
Debido a que los componentes del dispositivo pueden ser modulares, puede que un usuario solo necesite un sistema
y una variedad de dispositivos o unidades de ensayo o unidades de reactivos para ejecutar una multitud de ensayos en
un entorno de punto de atencion. En este contexto, un sistema puede usarse repetidamente con multiples dispositivos,
y puede ser necesario tener sensores tanto en el dispositivo como en el sistema para detectar dichos cambios durante
el envio, por ejemplo. Durante el envio, los cambios de presion o temperatura pueden afectar el rendimiento de varios
componentes del presente sistema y, como tal, un sensor ubicado ya sea en el dispositivo o en el sistema puede
transmitir estos cambios, por ejemplo, al dispositivo externo para que los ajustes puedan realizarse durante la
calibracion o durante el procesamiento de datos en el dispositivo externo. Por ejemplo, si la temperatura de un
dispositivo de fluidos se cambia hacia un cierto nivel durante el envio, un sensor ubicado en el dispositivo podria
detectar este cambio y transmitir esta informacion al sistema cuando el usuario inserte el dispositivo en el sistema.
Puede existir un dispositivo de deteccién adicional en el sistema para realizar estas tareas, o dicho dispositivo puede
incorporarse a otro componente del sistema. En algunas modalidades, la informaciéon puede transmitirse de forma
inalambrica ya sea al sistema o al dispositivo externo, tal como un ordenador personal o un televisor. Igualmente, un
sensor en el sistema puede detectar cambios similares. En algunas modalidades, puede ser conveniente tener un
sensor también en el embalaje de envio, ya sea en lugar de los componentes del sistema o ademas de los mismos.
Por ejemplo, las condiciones adversas que harian invalido un cartucho de ensayo o un sistema que pueden detectarse
pueden incluir la exposicion a una temperatura mas alta que la maxima tolerable o la ruptura de la integridad del
cartucho de manera que la humedad penetre.
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En una modalidad, el sistema comprende un ensamble de comunicaciones capaz de transmitir y recibir informacion de
forma inalambrica desde un dispositivo externo. Dicha comunicacion inalambrica puede ser tecnologia Bluetooth o
RTM. Pueden usarse diversos métodos de comunicacion, tales como una conexién por cable de acceso telefénico con
un moédem, un enlace directo tal como un T1, ISDN o linea de cable. En algunas modalidades, se establece una
conexion inalambrica mediante el uso de redes inalambricas ilustrativas tales como redes celulares, satelitales o de
localizadores, GPRS o un sistema de transporte de datos local tal como Ethernet o Token Ring sobre una red de area
local. En algunas modalidades, la informacién se cifra antes de transmitirse a través de una red inalambrica. En
algunas modalidades, el ensamble de comunicacién puede contener un componente de comunicacion inalambrica por
infrarrojos para enviar y recibir informacion. El sistema puede incluir tarjetas graficas integradas para facilitar la
visualizacién de la informacion.

En algunas modalidades, el ensamble de comunicacion puede tener una memoria o un dispositivo de
almacenamiento, por ejemplo, RAM localizada, en la que puede almacenarse la informacion recopilada. Es posible
que se requiera un dispositivo de almacenamiento si la informacién no puede transmitirse en un momento dado
debido, por ejemplo, a una incapacidad temporal para conectarse de forma inalambrica a una red. La informacion
puede asociarse con el identificador del dispositivo en el dispositivo de almacenamiento. En algunas modalidades, el
ensamble de comunicaciones puede volver a intentar enviar la informacién almacenada después de un determinado
periodo de tiempo.

En algunas modalidades, un dispositivo externo se comunica con el ensamble de comunicacién dentro del conjunto de
lector. Un dispositivo externo puede comunicarse de forma inalambrica o fisica con un sistema, pero también puede
comunicarse con un tercero, lo que incluye, sin limitacion, un paciente, personal médico, médicos, personal de
laboratorio u otros en la industria de la atencion médica.

En la Figura 7 se muestra un método y un sistema ilustrativo. En el ejemplo de la Figura 7, un paciente suministra una
muestra de sangre a un dispositivo como se describe en la presente descripcion y después el dispositivo se inserta en
un lector, en donde el lector puede ser un sistema de escritorio capaz de leer un analito en la muestra de sangre. El
lector puede ser un sistema como se describe en la presente descripcion. El lector puede ser un sistema de mesa o de
escritorio y puede ser capaz de leer una pluralidad de dispositivos diferentes como se describe en la presente
descripcion. El lector o sistema es capaz de llevar a cabo una reaccién quimica y detectar o leer los resultados de la
reaccion quimica. En el ejemplo de la Figura 7, un lector se automatiza de acuerdo con un protocolo enviado desde un
dispositivo externo (por ejemplo, un servidor que comprende una interfaz de usuario). Un lector también puede enviar
los resultados de la deteccion de la reaccion quimica al servidor y a la interfaz de usuario. En un sistema ilustrativo, el
usuario (por ejemplo, personal médico tal como un médico o investigador) puede ver y analizar los resultados, asi
como también decidir o desarrollar el protocolo usado para automatizar el sistema. Los resultados también pueden
almacenarse localmente (en el lector) o en el sistema del servidor. El servidor también puede alojar registros de
pacientes, un diario del paciente y bases de datos de una poblacién de pacientes.

La Figura 8 ilustra el flujo del proceso de construccion de un sistema para evaluar el estado médico de un sujeto. El
paciente introduce datos personales y/o mediciones de un dispositivo, lector y/o sistema como se describe en la
presente descripcion en una base de datos que puede estar presente en un servidor como se describe. El sistema
puede configurarse para mostrar los datos personales en la pantalla de una estacion del paciente. En algunas
modalidades, la pantalla de la estacion del paciente es interactiva y el paciente puede modificar los datos ingresados.
La misma base de datos o una diferente contiene datos de otros sujetos con un estado médico similar. Los datos de los
otros sujetos pueden ser datos histéricos de instituciones publicas o privadas. Los datos de otros sujetos también
pueden ser datos internos de un estudio clinico.

La Figura 8 ilustra, ademas, el flujo de datos desde los datos de recoleccion del lector que incluyen los datos del sujeto
hacia un servidor que se conecta a través de una red publica. El servidor puede manipular los datos o puede
simplemente proporcionar los datos a una estaciéon de usuario. Los datos del paciente también pueden introducirse en
el servidor por separado de los datos relacionados con un estado médico que se almacenan en una base de datos. La
Figura 8 muestra, ademas, una pantalla de estacion de usuario y el flujo de informacion al personal médico o un
usuario. Por ejemplo, mediante el uso del flujo de proceso ilustrativo de la Figura 8, un paciente en casa puede
introducir una muestra de fluido corporal en un cartucho de la invencién como se describe en la presente descripcion y
colocarlo en un sistema o lector como se describe en la presente descripcion. El paciente puede ver los datos del
sistema en una pantalla de la estacion del paciente y/o modificar o ingresar nuevos datos en el flujo del proceso. Los
datos del paciente pueden después viajar a través de una red publica, tal como Internet, por ejemplo, en un formato
encriptado, hacia un servidor que comprende una interfaz de red y un procesador, en donde el servidor se ubica en un
concentrador central informatico o en un centro de ensayos clinicos. El servidor puede usar los datos de los estados
médicos para manipular y comprender los datos del usuario y después enviar los resultados a través de una red
publica como se describe hacia una estacion del usuario. La estacion de usuario puede estar en un laboratorio o
consultorio médico y tener una pantalla de estacién de usuario para mostrar los resultados del ensayo y la
manipulacion de los datos del paciente al personal médico. En este ejemplo, el personal médico puede recibir los
resultados y el analisis de una muestra de un paciente a partir de una prueba que el paciente administré en un lugar
alternativo, tal como la casa del paciente. En la presente descripcion se describen otras modalidades y ejemplos de
sistemas y componentes de sistemas.
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En algunas modalidades, el dispositivo externo puede ser un sistema informatico, servidor u otro dispositivo
electrénico capaz de almacenar informacion o procesar informacion. En algunas modalidades, el dispositivo externo
incluye uno o mas sistemas informaticos, servidores u otros dispositivos electronicos capaces de almacenar
informacion o procesar informacion. En algunas modalidades, un dispositivo externo puede incluir una base de datos
de informacién del paciente, por ejemplo, pero sin limitarse a, registros médicos o antecedentes del paciente, registros
de ensayos clinicos o registros de ensayos preclinicos. Un dispositivo externo puede almacenar protocolos que se
ejecutaran en un sistema que pueden transmitirse al ensamble de comunicaciones de un sistema cuando ha recibido
un identificador que indica qué dispositivo se ha insertado en el sistema. En algunas modalidades, un protocolo puede
depender de un identificador de dispositivo. En algunas modalidades, el dispositivo externo almacena mas de un
protocolo para cada dispositivo. En otras modalidades, la informacién del paciente en el dispositivo externo incluye
mas de un protocolo. En algunos casos, el servidor externo almacena algoritmos matematicos para procesar un
recuento de fotones enviado desde un ensamble de comunicacién y en algunas modalidades, para calcular la
concentracion de analito en una muestra de fluido corporal.

En algunas modalidades, el dispositivo externo puede incluir uno o mas servidores conocidos en la técnica y
disponibles comercialmente. Dichos servidores pueden proporcionar equilibrio de carga, administracion de tareas y
capacidad de respaldo en caso de falla de uno o mas de los servidores u otros componentes del dispositivo externo,
para mejorar la disponibilidad del servidor. También puede implementarse un servidor en una red distribuida de
unidades de almacenamiento y procesador, como se conoce en la técnica, en donde el procesamiento de datos de
acuerdo con la presente invencion reside en estaciones de trabajo tales como computadoras, lo que elimina de esta
manera la necesidad de un servidor.

Un servidor puede incluir una base de datos y procesos del sistema. Una base de datos puede residir dentro del
servidor o puede residir en otro sistema de servidor que sea accesible para el servidor. Como la informacién de una
base de datos puede contener informacion confidencial, puede implementarse un sistema de seguridad que evite que
usuarios no autorizados accedan a la base de datos.

Una ventaja de algunos de los elementos descritos en la presente descripcion es que la informacion puede transmitirse
desde el dispositivo externo de vuelta no solo al ensamble de lector, sino a otras partes u otros dispositivos externos,
por ejemplo, sin limitacién, un PDA o un teléfono celular. Dicha comunicacion puede lograrse a través de una red
inalambrica como se describe en la presente descripcion. En algunas modalidades, puede enviarse una concentracion
de analito calculada u otra informacién del paciente, por ejemplo, pero sin limitarse a, al personal médico o al paciente.

En consecuencia, los datos generados con el uso de los dispositivos y sistemas objeto pueden usarse para realizar un
analisis de tendencias sobre la concentracion de un analito en un sujeto.

Otra ventaja, como se describe en la presente descripcion, es que los resultados del ensayo pueden comunicarse de
forma sustancialmente inmediata a cualquier tercero que pueda beneficiarse de la obtenciéon de los resultados. Por
ejemplo, una vez que se determina la concentracion de analito en el dispositivo externo, esta puede transmitirse a un
paciente o al personal médico que puede necesitar tomar medidas posteriores. La etapa de la comunicacién a un
tercero puede realizarse de forma inalambrica como se describe en la presente descripcion, y al transmitir los datos al
dispositivo portatil de un tercero, el tercero puede ser notificado de los resultados del ensayo practicamente en
cualquier momento y en cualquier lugar. Por lo tanto, en un escenario sensible al tiempo, puede contactarse a un
paciente inmediatamente en cualquier lugar si se requiere una accién médica urgente.

Al detectar un dispositivo basado en un identificador asociado con un dispositivo de fluidos después de que se inserta
en el sistema, el sistema permite descargar protocolos especificos del dispositivo de fluidos desde un dispositivo
externo y ejecutarlos. En algunas modalidades, un dispositivo externo puede almacenar una pluralidad de protocolos
asociados con el sistema o asociados con un paciente o grupo de pacientes en particular. Por ejemplo, cuando el
identificador se transmite al dispositivo externo, el programa informatico del dispositivo externo puede obtener el
identificador. Una vez obtenido, el programa informatico sobre el dispositivo externo, tal como una base de datos,
puede usar el identificador para identificar los protocolos almacenados en la base de datos asociada con el
identificador. Si solo se asocia un protocolo con el identificador, por ejemplo, la base de datos puede seleccionar el
protocolo y el programa informatico en el dispositivo externo puede después transmitir el protocolo al ensamble de
comunicaciones del sistema. La capacidad de usar protocolos asociados especificamente con un dispositivo permite
que cualquier componente de un dispositivo de la invencién se use con un solo sistema y, por lo tanto, practicamente
puede detectarse cualquier analito de interés con un solo sistema.

En algunas modalidades, pueden asociarse multiples protocolos con un unico identificador. Por ejemplo, si es
beneficioso detectar del mismo paciente un analito una vez a la semana y otro analito dos veces a la semana, los
protocolos en el dispositivo externo asociado con el identificador también pueden asociarse con un dia diferente de la
semana, de manera que cuando se detecta el identificador, el programa informatico del dispositivo externo puede
seleccionar un protocolo especifico asociado con el dia de la semana.
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En algunas modalidades, puede proporcionarse a un paciente una pluralidad de dispositivos para su uso para detectar
una variedad de analitos. Un sujeto puede, por ejemplo, usar diferentes dispositivos en diferentes dias de la semana.
En algunas modalidades, el programa informatico del dispositivo externo que asocia el identificador con un protocolo
puede incluir un proceso para comparar el dia actual con el dia en que se usara el dispositivo basado en, por ejemplo,
en un ensayo clinico. Si, por ejemplo, los dos dias de la semana no son idénticos, el dispositivo externo puede enviar
una notificacion de forma inaldmbrica al sujeto mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la presente
descripcion o conocidos en la técnica para notificarle que hay un dispositivo incorrecto en el sistema y también del
dispositivo correcto para usar ese dia. Este ejemplo es solo ilustrativo y puede extenderse facilmente a, por ejemplo,
notificar a un sujeto que un dispositivo no se usa en el momento correcto del dia.

El sistema puede usar, ademas, un método en red para evaluar el estado médico de un sujeto. Un sistema de
comunicacion de informacién puede incluir o no un lector para leer los datos del sujeto. Por ejemplo, si los datos de
biomarcadores se adquieren mediante un dispositivo de microfluidos de punto de atencion, los valores asignados a
diferentes biomarcadores individuales pueden leerse por el propio dispositivo o por un dispositivo separado. Otro
ejemplo de un lector seria un sistema de cadigo de barras para escanear los datos del sujeto que se han ingresado en
un registro médico electrénico o en un cuadro del médico. Un ejemplo adicional de un lector consistiria en una base de
datos electronica de registros de pacientes a partir de la cual los datos del sujeto podrian obtenerse directamente a
través de la red de comunicaciones. De esta forma, la eficacia de determinados farmacos puede demostrarse en
tiempo real, lo que justifica por lo tanto el reembolso de la terapia.

El incumplimiento de un tratamiento médico, lo que incluye un ensayo clinico, puede socavar gravemente la eficacia
del tratamiento o ensayo. Como tal, en algunas modalidades, el sistema de la presente invencion puede usarse para
monitorear el cumplimiento del paciente y notificar al paciente u otro personal médico de dicho incumplimiento. Por
ejemplo, un paciente que toma un agente farmacéutico como parte del plan de tratamiento médico puede tomar una
muestra de fluido corporal que se analiza como se describe en la presente descripcidn, pero una concentraciéon de
metabolitos, por ejemplo, detectada por el sistema puede estar en un nivel elevado en comparacién con un perfil
conocido, lo que indicara que se han tomado muiltiples dosis del agente farmacéutico. El paciente o el personal médico
pueden ser notificados de dicho incumplimiento a través de cualquiera de los métodos inalambricos analizados en la
presente descripcion, lo que incluye, sin limitacion, la notificacion a través de un dispositivo portatil como un PDA o un
teléfono celular. Dicho perfil conocido puede ubicarse o almacenarse en un dispositivo externo descrito en la presente
descripcion.

En una modalidad, el sistema puede usarse para identificar subpoblaciones de pacientes que se benefician o se
perjudican con una terapia. De esta manera, los farmacos con una toxicidad variable que de cualquier otra manera se
verian obligados a salir del mercado pueden salvarse al asignarlos solo a aquellos que se beneficiaran.

Métodos

Los dispositivos y métodos de la invencion proporcionan un medio eficaz para la deteccién en tiempo real de los
analitos presentes en un fluido corporal de un sujeto. Los métodos de deteccidon pueden usarse en una amplia
variedad de circunstancias, lo que incluye la identificacion y cuantificacion de analitos que se asocian con procesos
biolégicos especificos, condiciones fisioldgicas, trastornos, etapas de trastornos o etapas de terapia. Como tales, los
dispositivos y métodos tienen un amplio espectro de utilidad en, por ejemplo, tamizaje de farmacos, diagnoéstico de
enfermedades, clasificacion filogenética, identificacion parental y forense, aparicion y recurrencia de enfermedades,
respuesta individual al tratamiento frente a bases de poblaciones y monitoreo de la terapia. Los dispositivos y métodos
también son particularmente Utiles para avanzar en la etapa preclinica y clinica del desarrollo de productos
terapéuticos, mejorar el cumplimiento del paciente, monitorear las ADR asociadas con un medicamento recetado,
medicina individualizada, externalizar el analisis de sangre del laboratorio central a la residencia del paciente. El
dispositivo puede emplearse sobre una base de prescripcion, utilizarse por companias farmacéuticas para monitorear
agentes terapéuticos después de la aprobacion regulatoria o utilizarse para los pagadores que externalizan analisis de
sangre de un laboratorio central.

En consecuencia, en una modalidad, la presente invencién proporciona un método para detectar un analito en una
muestra de fluido corporal que comprende proporcionar una muestra de sangre a un dispositivo o sistema de la
invencion, permitir que la muestra reaccione dentro de al menos una unidad de ensayo del dispositivo, y detectar la
sefal detectable generada a partir del analito en la muestra de sangre.

La Figura 1 demuestra una modalidad ilustrativa de un dispositivo de la invencion que comprende al menos una unidad
de ensayo y al menos una unidad de reactivos. Las unidades de ensayo (por ejemplo, designadas como puntas de
muestreo y puntas de calibrador en la Figura 1) pueden contener una superficie de captura y las unidades de reactivos
pueden contener elementos tales como conjugados, lavados y sustratos. El dispositivo ejemplificado en la Figura 1
comprende, ademas, una punta de recoleccion de muestras de sangre total, una punta de recoleccién de muestras de
plasma, un pocillo de entrada de sangre, un pocillo de perlas o un pocillo de separacion de plasma, una almohadilla de
activacion o secante de punta, un pocillo de dilucién, un pocillo de muestra de plasma diluida o pocillo de diluyente de
plasma, areas de eliminacién de puntas de recoleccion.
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En una modalidad, un método comprende realizar un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). En un
ejemplo como se describe en este parrafo, se proporciona una muestra a una unidad de recoleccién de muestras de un
dispositivo como se describe en la presente descripcion. A continuacion, el dispositivo se inserta en un sistema, en
donde el sistema detecta el tipo de cartucho o dispositivo que se inserta. Después, el sistema puede comunicarse con
un dispositivo externo para recibir un conjunto de instrucciones o protocolo que le permite al sistema realizar el ensayo
o0 ensayos deseados del cartucho. El protocolo puede enviarse al procesador programable de un dispositivo de
transferencia de fluidos del sistema. En un ejemplo, el dispositivo de transferencia de fluidos se acopla a una punta de
muestreo del cartucho y recoge un cierto volumen de la muestra de la unidad de recoleccion de muestras y la mueve a
una unidad de pretratamiento donde se eliminan los glébulos rojos. A continuacion, el plasma de la muestra puede
aspirarse en una punta de plasma o en cualquier punta de ensayo mediante el dispositivo de transferencia de fluidos
de acuerdo con el protocolo. La punta que contiene el plasma puede a continuacion recoger un diluyente para diluir la
muestra segun sea necesario para que se ejecuten los ensayos. Pueden llevarse a cabo muchas diluciones diferentes
mediante el uso de diluciones seriadas de la muestra. Por ejemplo, cada punta de ensayo o unidad de ensayo puede
contener una muestra de una diluciéon diferente. Una vez que el dispositivo de transferencia de fluidos aspira la
muestra a una unidad de ensayo, la unidad de ensayo puede después incubarse con la muestra para permitir que
cualquier analito objetivo presente se adhiera a la superficie de captura. Las incubaciones como se describe en este
ejemplo pueden ser a temperatura ambiente o la del sistema durante cualquier periodo de tiempo, por ejemplo, 10
minutos, o pueden realizarse en un dispositivo de calentamiento del sistema como se describe en la presente
descripcion. La unidad de ensayo puede acoplar una unidad de reactivos direccionada con un reactivo
correspondiente al ensayo que se ejecutara en cada unidad de ensayo individual que tenga una superficie de captura
para ese ensayo. En este ejemplo, el primer reactivo es una solucidon detectora de un ELISA, por ejemplo, que
comprende un anticuerpo detector tal como un anticuerpo anti-proteina marcado diferente a la superficie de captura. A
continuacion, la solucion detectora se aspira fuera de la unidad de ensayo y después puede aspirarse una solucion de
lavado en la unidad de ensayo para eliminar cualquier exceso de solucion del detector. Pueden usarse varias etapas
de lavado. El reactivo final que se va a afadir es un sustrato enzimatico que provoca que la solucién detectora unida se
vuelva quimioluminiscente. A continuacion, el sustrato enzimatico se expulsa de la unidad de ensayo y un detector del
sistema lee los resultados del ensayo. En cada etapa como se describe, las incubaciones pueden producirse segun
sea necesario como se describe en la presente descripcion. En este ejemplo, todo el proceso después de colocar el
cartucho en el sistema se automatiza y se lleva a cabo mediante un protocolo o conjunto de instrucciones al sistema
programable.

Un método ilustrativo procede con el suministro de una muestra de sangre al pocillo de entrada de sangre. A
continuacion, la muestra puede recogerse con una punta de recoleccion e insertarse en el pocillo de separacion de
plasma. Alternativamente, la sangre puede depositarse directamente en un pocillo que contiene un separador de
sangre. Por ejemplo, la separacion de plasma puede llevarse a cabo mediante una variedad de métodos como se
describe en la presente descripcion. En este ejemplo, la separacion de plasma se produce mediante el uso de perlas
magnetizables y anticuerpos para eliminar los componentes de la sangre que no son plasma. A continuacion, el
plasma puede transportarse por una punta de recoleccion de plasma para no contaminar la muestra con la punta de
recoleccion de sangre total. En este ejemplo, la punta de recogida de plasma puede recoger una cantidad
predeterminada de diluyente y diluir la muestra de plasma. La muestra de plasma diluida se distribuye a continuacion a
las unidades de ensayo (puntas de muestreo) para unirse a una superficie de captura. Las unidades de ensayo pueden
incubarse para permitir que se lleve a cabo una reaccién de captura. Después, la unidad de ensayo puede usarse para
recolectar un conjugado para unirse con la reaccién en la unidad de ensayo. El conjugado puede comprender una
entidad que permite la deteccién de un analito de interés por un detector, tal como un detector éptico. Una vez que se
ha afiadido el conjugado a la unidad de ensayo, la reaccion puede incubarse. En un método ilustrativo que usa un
dispositivo ilustrativo de la Figura 1, la unidad de ensayo (punta de muestreo) accede a una unidad de reactivos que
contiene un lavado para el conjugado para eliminar cualquier exceso de conjugado que pueda interferir con cualquier
deteccion de analito. Después de lavar el exceso de conjugado, puede afadirse un sustrato a la unidad de ensayo
para su deteccion. Ademas, en el ejemplo de la Figura 1 y este método, puede usarse una unidad de ensayo de punta
de calibrador para llevar a cabo todos los métodos descritos en este parrafo, excepto la recoleccion y distribucion de la
muestra. La deteccion y las mediciones mediante el uso de la unidad de ensayo de punta de calibrador pueden usarse
para calibrar la deteccion y las mediciones del analito de la muestra. A continuaciéon se describen otros procesos y
métodos similares a los usados en este ejemplo.

Cualquier fluido corporal que se sospeche que contiene un analito de interés puede usarse junto con el sistema o
dispositivos de la invencion. Por ejemplo, el pocillo de entrada o la unidad de recoleccion de muestras en el ejemplo de
la Figura 1 puede recolectar o contener cualquier tipo de fluidos corporales cominmente empleados lo que incluye,
pero no se limita a, sangre, suero, saliva, orina, fluidos gastricos y digestivos, lagrimas, heces, semen, fluido vaginal,
fluidos intersticiales derivados de liquidos de tejido tumoral extraidos de muestras de tejido y liquido cefalorraquideo.
En una modalidad, el fluido corporal es sangre y puede obtenerse mediante una puncion digital. En una modalidad, la
muestra de fluido corporal es una muestra de plasma sanguineo.

Puede extraerse un fluido corporal de un paciente y distribuirlo al dispositivo en una variedad de formas, lo que incluye,
pero no se limita a, puncidn, inyeccion o pipeteo. En una modalidad, una lanceta perfora la piel y suministra la muestra
al dispositivo mediante el uso de, por ejemplo, gravedad, accion capilar, aspiracion o fuerza de vacio. La lanceta puede
incorporarse al dispositivo, o ser parte de un ensamble de lector, o un componente independiente. Cuando sea
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necesario, la lanceta puede activarse mediante una variedad de mecanismos de activacion mecanicos, eléctricos,
electromecanicos o cualquier otro conocido o cualquier combinacion de dichos métodos. En otra modalidad en la que
no se requiere un mecanismo activo, un paciente puede simplemente proporcionar un fluido corporal al dispositivo,
como podria producirse, por ejemplo, con una muestra de saliva. El liquido recolectado puede colocarse en un pocillo
o unidad de recoleccion del dispositivo. En algunas modalidades, existe una lanceta activada por el usuario y un
capilar recolector de muestras dentro del dispositivo.

El volumen de fluido corporal a usar con un método o dispositivo descrito en la presente descripcion es generalmente
menor de aproximadamente 500 microlitros, ademas, puede estar entre aproximadamente 1 y 100 microlitros. Cuando
se desee, puede usarse una muestra de 1 a 50 microlitros, 1 a 40 microlitros, 1 a 30 microlitros, 1 a 10 microlitros o
incluso 1 a 3 microlitros para detectar un analito mediante el dispositivo de fluidos objeto. En una modalidad, la
muestra es de 20 microlitros.

En una modalidad, el volumen de fluido corporal usado para detectar un analito mediante el uso de los dispositivos,
sistemas o0 métodos es una gota de fluido. Por ejemplo, una gota de sangre de un dedo pinchado puede proporcionar
la muestra de fluido corporal a analizar con un dispositivo, sistema o método de la invencion.

En algunas modalidades, los fluidos corporales se usan directamente para detectar los analitos presentes en el fluido
corporal sin procesamiento adicional. Sin embargo, cuando se desee, los fluidos corporales pueden tratarse
previamente antes de realizar el analisis con un dispositivo. La eleccién de los pretratamientos dependera del tipo de
fluido corporal usado y/o de la naturaleza del analito investigado. Por ejemplo, cuando el analito esta presente en un
nivel bajo en una muestra de fluido corporal, la muestra puede concentrarse mediante cualquier medio convencional
para enriquecer el analito. Los métodos para concentrar un analito incluyen, pero no se limitan a, secado, evaporacion,
centrifugacion, sedimentacion, precipitacion y amplificacion. Cuando el analito es un acido nucleico, puede extraerse
mediante el uso de diversas enzimas liticas o soluciones quimicas o mediante el uso de resinas de unién de acido
nucleico mediante las instrucciones adjuntas proporcionadas por los fabricantes. Cuando el analito es una molécula
presente en o dentro de una célula, la extraccion puede realizarse mediante el uso de agentes de lisis lo que incluyen,
pero no se limita a, anticoagulantes tales como EDTA o heparina, detergente desnaturalizante tal como SDS o
detergente no desnaturalizante tal como Thesit, desoxilato de sodio, triton X-100 y tween-20.

En una modalidad, el sujeto recolecta una muestra de fluido corporal con una jeringa. La muestra puede ingresar a la
jeringa a través de un tubo capilar. En una modalidad que mide un analito en una muestra de sangre, el sujeto realiza
una puncion digital y toca el extremo exterior del capilar de vidrio con la sangre de modo que la sangre se extrae por
accion capilar y llena el capilar con un volumen. En algunos casos, se conoce el volumen de la muestra. En algunas
modalidades, el volumen de la muestra esta en el intervalo de aproximadamente 5 - 20 microlitros u otros intervalos de
volumen como se describe en la presente descripcion.

En otra modalidad, se proporciona un método y un sistema para obtener una muestra de plasma sustancialmente libre
de gldbulos rojos de una muestra de sangre. Al realizar un ensayo, los analitos frecuentemente estan contenidos en el
plasma sanguineo y los glébulos rojos pueden interferir con una reaccion.

Frecuentemente, al medir una muestra de sangre, los analitos de interés se encuentran en el suero o el plasma. Para
fines clinicos, la concentracion final reportada de multiples analisis de sangre frecuentemente necesita relacionarse
con la concentracion de suero sanguineo o plasma sanguineo en una muestra diluida. En muchos casos, el suero
sanguineo o el plasma sanguineo es el medio de prueba de eleccion en el laboratorio. Pueden ser necesarias dos
operaciones antes de ejecutar un ensayo, la dilucion y la extraccion de gldbulos rojos. Las muestras de sangre varian
significativamente en la proporcion del volumen de muestra ocupado por los glébulos rojos (el hematocrito que varia
de aproximadamente 20 - 60 %). Ademas, en un entorno de punto de atencion cuando los sistemas de ensayo se
operan por personal no experto, el volumen de muestra obtenido puede no ser el previsto. Si no se reconoce un
cambio de volumen, puede conducir a un error en las concentraciones de analito reportadas.

En una modalidad relacionada pero separada, la presente invencion proporciona un método para recuperar plasma a
partir de una muestra de sangre que comprende mezclar una muestra de sangre en presencia de particulas
magnetizables en una unidad de recoleccion de muestras, en donde las particulas magnetizables comprenden una
superficie de captura de anticuerpos para la unioén a porciones de la muestra de sangre que no son plasma, y aplicar un
campo magnético sobre un area de recoleccion de plasma a la muestra de sangre mezclada para efectuar la
suspension de las porciones de la muestra de sangre que no son plasma en la parte superior del area de recoleccion
de plasma, lo que recupera de esta manera el plasma a partir de una muestra de sangre.

Para procesar muestras de sangre, el dispositivo o sistema de la invencidon puede incluir un reactivo u objeto
magnético que se une a los glébulos rojos y permite la eliminaciéon magnética de los glébulos rojos del plasma. El
reactivo puede proporcionarse en forma liofilizada pero también puede estar presente como una dispersion liquida. Un
reactivo compuesto por particulas magnetizables (por ejemplo, de aproximadamente 1 micrémetro de tamafio) puede
recubrirse con un anticuerpo contra un antigeno de globulos rojos o alguna molécula adaptadora. En algunas
modalidades, el reactivo contiene, ademas, anticuerpos no unidos a los antigenos de la superficie de los glébulos
rojos, los cuales pueden marcarse o no marcarse con un resto adaptador (tal como biotina, digoxigenina o

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2818 194 T3

fluoresceina). En una modalidad que analiza una muestra de sangre, los glébulos rojos en una muestra diluida se
coaglutinan con las particulas magnetizables con la ayuda de un anticuerpo en fase de solucion. Alternativamente,
puede usarse una lectina que reconozca un carbohidrato de la superficie del glébulo rojo como un agente de
coaglutinaciéon. A veces, se usan combinaciones de agentes aglutinantes de glébulos rojos. Alternativamente, un
dispositivo de la invencion puede comprender un filtro de sangre, tal como una almohadilla de fibra de vidrio, para
ayudar en la separacion de los gldbulos rojos de una muestra.

Cuando la sangre se mezcla con un reactivo magnético, puede producirse una coaglutinacion en la que muchos, si no
todos, los gldbulos rojos forman un aglutinado mezclado con las particulas magnetizables. El proceso de disolucion y
mezclado del reactivo es impulsado por aspiracion repetida mediante el uso de una punta o punta de recoleccién de la
invencion o una punta tipo pipeta. Una vez que se ha formado la masa magnetizable, la masa puede separarse del
plasma sanguineo mediante el uso de un iman para mantener la masa en su lugar mientras se permite que el plasma
salga de la punta. En una modalidad, el plasma sale de la punta por gravedad en una orientacion vertical, mientras que
el iman mantiene la masa en su lugar. En otra modalidad, el plasma sale de la punta por medio de vacio o presion,
mientras que la masa se mantiene dentro de la punta. El plasma puede depositarse en un pocillo, otra punta de
recoleccion o unidad de ensayo de la invencion.

Un ejemplo de un método de separacion de plasma de la invencion se muestra en las Figuras 9A a 9E. En la Figura 9A,
se ha aspirado una muestra de sangre total 901 en una punta de muestreo 910 como se describe en la presente
descripcion, por ejemplo, en la cantidad de aproximadamente 20 microlitros. La muestra de sangre total 901 se
deposita a continuacion en un pocillo de separacion 920 (por ejemplo, un pocillo que contiene perlas o particulas
magnéticas) de un dispositivo de ejemplo. La Figura 9B ilustra un método para suspender y mezclar un reactivo
magnético en la muestra de sangre total 902 en un pocillo de separacion (por ejemplo, particulas de perlas magnéticas
y moléculas de union libres). La Figura 9C muestra una capsula de aire de 10 microlitros 930 que puede usarse para
evitar la pérdida desde la punta 910. La muestra de sangre total y el reactivo magnético mezclados 902 se incuban
durante varios segundos (por ejemplo, de 60 a 180 segundos) para permitir que se produzca una reaccion de
aglutinacion.

La Figura 9D demuestra la aplicacion de un campo magnético 940 a la mezcla de células sanguineas completas y
reactivo magnético 902. El campo magnético 940 puede aplicarse mediante un collar magnético 942 que se incorpora
con un sistema o con cualquier medio magnético conocido en la técnica. El campo magnético 940 atrae cualquier
particula que se haya adherido al reactivo magnético. De esta manera, el plasma 903, que no se adhiere al reactivo
magnético, puede separarse de las porciones que no son plasma de una muestra de sangre total.

La Figura 9E muestra un método de distribucién de una muestra de plasma sanguineo 903, separada mediante el
reactivo magnético descrito en la presente descripcion, en un pocillo o unidad 950 de un dispositivo como se describe
en la presente descripcion. La muestra de plasma sanguineo 903 puede distribuirse, ademas, a una punta de
recoleccion o unidad de ensayo, asi como también a cualquier otro tipo de dispositivo de ensayo como es obvio para
un experto en la técnica. En la Figura 9E, se muestra que el campo magnético 940 se mueve con la punta 910 y
distribuye la muestra de plasma sanguineo 903. En este ejemplo, se han extraido de 5 a 8 microlitros de plasma a
partir de una muestra de sangre total de 20 microlitros. Del 1 al 99 % de una muestra de sangre total puede ser plasma
separado mediante el uso de un método de la invencién. En una modalidad, del 25 al 60 % del volumen de la muestra
de sangre total es plasma que puede separarse.

Pueden completarse otras etapas ilustrativas de un método como se describe. Para mover la muestra de plasma
sanguineo a otro pocillo o unidad, una punta de recoleccién de plasma capilar (Qque puede operarse mediante un
sistema robotico o cualquier otro sistema de la invencion) recolecta la muestra de plasma sanguineo por capilaridad y
fuerza de aspiracion. Otra etapa puede comprender distribuir la muestra de plasma en un diluyente, y después la
muestra puede diluirse con el diluyente. A continuacion, la muestra de plasma sanguineo diluido puede recolectarse
con la punta de recoleccion en un volumen predeterminado. La muestra de plasma sanguineo diluido puede después
mezclarse y distribuirse en un pocillo o unidad de un dispositivo para distribuirla a una o una pluralidad de unidades de
ensayo de un dispositivo de la invencion. La muestra también puede distribuirse en cualquier otro tipo de dispositivo,
tal como una placa de microtitulaciéon, como resultara obvio para los expertos en la técnica.

El proceso de ejemplo demostrado en las Figuras 9A a 9E puede usarse con otros dispositivos y sistemas distintos de
los descritos en la presente descripcion. Por ejemplo, una punta de transferencia de fluido puede contener la masa
aglutinada y el plasma podria depositarse en una placa de microtitulacion. Podrian usarse otros dispositivos y
sistemas como resultara obvio para los expertos en la técnica para ejecutar el ejemplo de separacion de plasma
sanguineo como se describe en la presente descripcion.

La muestra de fluido corporal también puede diluirse de varias otras formas, tal como mediante un dispositivo de
recoleccién de muestras capaz de diluirse. La carcasa del dispositivo de recoleccion de muestras puede comprender
un tubo. En el tubo, dos sellos moéviles pueden contener un volumen de un diluyente. En una modalidad preferible, el
volumen del diluyente esta predeterminado, por ejemplo, en aproximadamente el intervalo de 50 microlitros a 1
mililitro, preferentemente, en el intervalo de aproximadamente 100 microlitros a 500 microlitros.
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En un aspecto, se proporciona un método para la deteccién automatizada de una pluralidad de analitos en una
muestra de fluido corporal que comprende: proporcionar la muestra de fluido corporal a un dispositivo de fluidos, en
donde el dispositivo de fluidos comprende: una unidad de recoleccion de muestra configurada para contener la
muestra de fluido corporal; una matriz de unidades de ensayo, en donde una unidad de ensayo individual de dicha
matriz de unidades de ensayo se configura para ejecutar una reaccion quimica que produce una sefial indicativa de
que se detecta un analito individual de dicha pluralidad de analitos; y una matriz de unidades de reactivos, en donde
una unidad de reactivos individual de dicha matriz de unidades de reactivo contiene un reactivo. El método puede
comprender, ademas, acoplar la unidad de ensayo individual mediante el uso de un dispositivo de transferencia de
fluidos. Como continuacién del método, la muestra de fluido corporal puede transferirse desde la unidad de recoleccién
de muestras a la unidad de ensayo individual mediante el uso del dispositivo de transferencia de fluidos y el reactivo de
la unidad de reactivos individual puede transferirse a la unidad de ensayo individual, lo que hace reaccionar de esta
manera el reactivo con la muestra de fluido corporal para producir la sefial indicativa del analito individual de la
pluralidad de analitos que se detectan. En algunas modalidades, el dispositivo de transferencia de fluidos comprende
una pluralidad de cabezales, en donde un cabezal individual de la pluralidad de cabezales se configura para acoplarse
a la unidad de ensayo individual; y en donde dicho dispositivo de transferencia de fluidos comprende un procesador
programable configurado para dirigir la transferencia de fluidos de la muestra de fluido corporal a partir de la unidad de
recoleccion de muestras y el reactivo a partir de la unidad de reactivos individual a la unidad de ensayo individual.

En algunos casos, las instrucciones se proporcionan al procesador programable, por ejemplo, por un usuario, un
sujeto o el fabricante. Las instrucciones pueden proporcionarse desde un dispositivo externo, tal como un dispositivo
electrénico personal o un servidor. Las instrucciones pueden dirigir la etapa de transferir la muestra de fluido corporal
a la unidad de ensayo individual. Por ejemplo, la etapa de transferir la muestra de fluido corporal puede realizar un
grado de dilucidn de la muestra de fluido corporal en la unidad de ensayo individual para llevar la sefial indicativa del
analito individual de la pluralidad de analitos detectados dentro de un intervalo detectable. En algunos ejemplos, el
grado de dilucién de la muestra de fluido corporal lleva las sefiales indicativas de los al menos dos analitos individuales
dentro de un intervalo detectable como se describe en la presente descripcion.

Pueden usarse técnicas de reconocimiento de patrones para determinar si la deteccién de un analito o una pluralidad
de analitos mediante un método como se describe en la presente descripcion esta dentro o fuera de un cierto intervalo.
Por ejemplo, las sefiales detectables fuera del intervalo que puede reportarse pueden rechazarse. El intervalo
determinado puede establecerse durante la calibracion de un dispositivo de fluidos, las unidades de reactivos y de
ensayo. Por ejemplo, el intervalo se establece cuando un dispositivo se ensambla de manera justo a tiempo.

En algunos casos, sila sefial detectable de un analito detectada con un factor de dilucion menor o un grado de dilucién
que excede la de un factor de dilucion mayor, el resultado de la dilucion menor puede rechazarse como no valido. Enla
mayoria de los casos, las concentraciones de un analito en una muestra derivadas de sefiales de muestras con
diferentes grados de diluciéon disminuyen a medida que aumenta el grado de dilucion. Si esto sucede, puede verificarse
el resultado de un ensayo. Los sistemas, dispositivos y métodos en la presente descripcion proporcionan la flexibilidad
de las reglas de control de calidad, tal como las descritas, que muchos dispositivos POC no pueden ofrecer. Los
sistemas, dispositivos y métodos proporcionan muchas de las caracteristicas de control de calidad que cabria esperar
en un entorno de laboratorio.

En una modalidad, una muestra se diluye en una relacion que es satisfactoria tanto para ensayos de alta sensibilidad
como para ensayos de baja sensibilidad. Por ejemplo, una relacién de dilucion de la muestra con respecto al diluyente
puede estar en el intervalo de aproximadamente 1:10 000 - 1:1. El dispositivo puede permitir que una muestra se diluya
en ubicaciones o grados separados. El dispositivo también puede permitir que la muestra se someta a diluciones en
serie. En otros casos, la dilucion en serie dentro del dispositivo o sistema puede diluir la muestra hasta 10 000 000
000:1.

En modalidades, una muestra que contiene un analito para la deteccién puede moverse desde una primera ubicacion
hacia una segunda ubicaciéon mediante una accién de tipo aspiracion, jeringa o pipeta. La muestra puede introducirse
en la punta de reaccion por accion capilar o presion atmosférica reducida. En algunas modalidades, la muestra se
mueve a muchas ubicaciones, lo que incluye una matriz de unidades de ensayo de un dispositivo de la invencion y
diferentes pocillos en la carcasa de un dispositivo de la invencién. El proceso de mover la muestra puede
automatizarse mediante un sistema de la invencién, como se describe en la presente descripcion.

Las unidades de ensayo y/o las puntas de recoleccion que contienen la muestra también pueden moverse desde una
primera ubicacion hacia una segunda ubicacion. El proceso de mover una unidad de ensayo o una punta de
recoleccion puede automatizarse y llevarse a cabo mediante un protocolo definido por el usuario.

En una modalidad, las unidades de ensayo se mueven para recolectar reactivo de una unidad de reactivos de la
invencion. En muchas modalidades, el movimiento de una unidad de ensayo se automatiza. Puede usarse la accion de
tipo aspiracion, jeringa o pipeta para recolectar el reactivo desde una unidad de reactivos hacia una unidad de ensayo.

Una vez que se ha afiadido una muestra a una unidad de ensayo que comprende una superficie de captura, la unidad
completa puede incubarse durante un periodo de tiempo para permitir una reaccion entre la muestra y la superficie de
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captura de la unidad de ensayo. La cantidad de tiempo necesaria para incubar la reaccion depende frecuentemente
del tipo de ensayo que se ejecuta. El proceso puede automatizarse mediante un sistema de la invencion. En una
modalidad, el tiempo de incubacion es de entre 30 segundos y 60 minutos. En otra modalidad, el tiempo de incubacion
es de 10 minutos.

Una unidad de ensayo también puede incubarse a una temperatura elevada. En una modalidad, la unidad de ensayo
se incuba a una temperatura en un intervalo de aproximadamente 20 a 70 grados Celsius. La unidad de ensayo puede
insertarse en un bloque de calentamiento para elevar la temperatura de la unidad de ensayo y/o el contenido de la
unidad de ensayo.

En una modalidad de un método de la invencion, se afiade un conjugado a la unidad de ensayo después de que se ha
afiadido una muestra a la unidad. El conjugado puede contener una molécula para marcar un analito capturado
mediante una superficie de captura en la unidad de ensayo. A continuacioén, se describen ejemplos de conjugados y
superficies de captura. El conjugado puede ser un reactivo contenido dentro de una unidad de reactivos. El conjugado
puede distribuirse a la unidad de ensayo mediante una accion de tipo aspiracion, jeringa o pipeta. Una vez que se ha
distribuido un conjugado a una unidad de ensayo, la unidad de ensayo puede incubarse para permitir que el conjugado
reaccione con un analito dentro de la unidad de ensayo. El tiempo de incubacion puede determinarse por el tipo de
ensayo o el analito a detectar. La temperatura de incubacion puede ser cualquier temperatura apropiada para la
reaccion.

En un aspecto, se proporciona un método para calibrar un dispositivo para la deteccién automatizada de un analito en
una muestra de fluido corporal. Un dispositivo puede comprender una serie de unidades de ensayo direccionables
configuradas para ejecutar una reaccion quimica que produce una sefial detectable indicativa de la presencia o
ausencia del analito, y una matriz de unidades de reactivo direccionables, cada una de las cuales se dirige para
corresponder a una o mas unidades de ensayo direccionables en dicho dispositivo, de manera que las unidades de
reactivos individuales se calibran en referencia a la unidad o unidades de ensayo correspondientes antes de que se
ensamblen las matrices en el dispositivo. El dispositivo se calibra al calibrar las unidades de ensayo y las unidades de
reactivos antes de ensamblarlas en el dispositivo. A continuacion, el dispositivo puede ensamblarse mediante el uso
de los componentes calibrados, lo que hace que el dispositivo y un método y sistema que utiliza el dispositivo sean
componentes modulares.

La calibracion puede preestablecerse al medir el rendimiento de los reactivos de ensayo, tales como conjugados,
antes de que las unidades de ensayo y la unidad de reactivos se ensamblen en un dispositivo de la invencion. La
informacion y los algoritmos de calibracion pueden almacenarse en un servidor conectado de forma inalambrica al
sistema de ensayo. La calibracién puede realizarse por adelantado o retrospectivamente mediante ensayos realizados
en sistemas replicados en una ubicacién separada o mediante el uso de la informacién obtenida cuando se usa el
sistema de ensayo.

En un aspecto, puede usarse un material de control en un dispositivo o sistema para medir o verificar el grado de
dilucion de una muestra de fluido corporal. Por ejemplo, otro problema de los ensayos basados en fase solida, tal como
ELISA, es que un ensayo usa un reactivo en fase solida que es dificil de controlar su calidad sin destruir su funcion. Los
sistemas y métodos en la presente descripcion proporcionan métodos para determinar la dilucion lograda en un
sistema POC mediante el uso de un dispositivo desechable con mezcla y/o diluciéon automatizadas.

En una modalidad, un método proporciona un analisis retrospectivo, por ejemplo, mediante el uso de un servidor en
tiempo real para analizar datos antes de reportar los resultados. Por ejemplo, puede realizarse un ensayo y puede
ejecutarse un ensayo de control en paralelo al ensayo. El ensayo de control proporciona una medicion de una dilucion
esperada de la muestra. En algunos ejemplos, el ensayo de control puede verificar la dilucion de la muestra y, por lo
tanto, la dilucién de una muestra para el ensayo o una pluralidad de ensayos ejecutados dentro del sistema puede
considerarse precisa.

Un método para medir un volumen de una muestra liquida puede comprender: hacer reaccionar una cantidad conocida
de un analito de control en una muestra liquida con un reactivo para producir una sefial detectable indicativa del analito
de control; y comparar una intensidad de dicha sefal detectable con una intensidad esperada de dicha sefal
detectable, en donde la intensidad esperada de dicha sefal es indicativa de un volumen esperado de la muestra
liquida, y en donde dicha comparacion proporciona una medicion de dicho volumen de dicha muestra liquida que se
mide. En muchos casos, el analito de control no esta presente en dicha muestra liquida en una cantidad detectable.

En una modalidad, un método puede comprender, ademas, verificar el volumen de dicha muestra liquida cuando la
medicion del volumen de la muestra esta dentro de aproximadamente el 50 % del volumen esperado de la muestra
liquida.

Por ejemplo, un método que utiliza un dispositivo o sistema descrito en la presente descripcion puede comprender,
ademas: hacer reaccionar una muestra de fluido corporal que contiene un analito objetivo con un reactivo para
producir una sefial detectable indicativa del analito objetivo; y medir la cantidad del analito objetivo en la muestra de
fluido corporal mediante el uso de una intensidad de dicha sefal detectable indicativa del analito objetivo y la medicién
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de dicho volumen de dicha muestra liquida. La muestra liquida y la muestra de fluido corporal pueden ser la misma
muestra. En algunas modalidades, el analito de control no reacciona con el analito objetivo en la muestra de fluido
corporal, lo que proporciona por lo tanto que no interactie con la deteccion del analito objetivo.

En algunos casos, la muestra liquida y la muestra de fluido corporal son muestras liquidas diferentes. Por ejemplo, un
liquido de control, tal como agua, y una muestra de sangre. O en otro ejemplo, una muestra de saliva y una muestra de
sangre.

Un analito de control puede ser, sin limitacion, albumina marcada con fluoresceina, IgG marcada con fluoresceina,
anti-fluoresceina, anti-digoxigenina, albumina marcada con digoxigenina, IgG marcada con digoxigenina, proteinas
biotiniladas, IgG no humana. Otros analitos de control ilustrativos pueden resultar obvios para un experto en la técnica.
En una modalidad, el analito de control no se encuentra en una muestra de fluido corporal humano.

En un sistema de POC como se describe en la presente descripcion configurado para detectar una pluralidad de
analitos dentro de una muestra, el sistema puede tener capacidades para diluir y mezclar liquidos. En muchos casos,
un sistema automatizado o un usuario puede usar un ensayo de control para medir la diluciéon realmente lograda y
factorizar esa dilucion en la calibracion del sistema. Por ejemplo, un analito de control puede no encontrarse nunca en
la muestra de interés y puede secarse en una unidad de reactivo. La cantidad de analito de control seco puede
conocerse y mezclarse con una muestra en la unidad de reactivos. La concentracion de analito puede medirse para
indicar el volumen de muestra y cualquier dilucion realizada en la muestra.

Los ejemplos de analitos de control para un inmunoensayo incluyen, pero no se limitan a: proteina marcada con
fluoresceina, proteina biotinilada, inmunoglobulina marcada con fluoresceina, marcada con Axlexa™, marcada con
rodamina, marcada con rojo Texas. Por ejemplo, el marcaje puede lograrse al tener al menos dos haptenos unidos por
molécula de proteina. En algunas modalidades, se unen 1-20 haptenos por molécula de proteina. En una modalidad
adicional, se unen 4-10 haptenos por molécula de proteina. Muchas proteinas tienen un gran niumero de grupos amino
libres a los que pueden unirse los haptenos. En muchos casos, las proteinas modificadas con hapteno son estables y
solubles. Ademas, los haptenos, tales como la fluoresceina y el rojo de Texas, son lo suficientemente grandes y rigidos
para que puedan producirse anticuerpos con alta afinidad (por ejemplo, un hapteno es lo suficientemente grande como
para llenar el sitio de unién del anticuerpo). En algunas modalidades, los haptenos pueden unirse a proteinas mediante
el uso de reactivos, tales como isotiocianato de fluoresceina y éster NHS de acido carboxilico de fluoresceina para
crear analitos de control en los que la parte reconocida por el sistema de ensayo es el hapteno.

En algunas modalidades, un método utiliza analito de control seco. En algunos ejemplos, un analito de control seco
evita la dilucién de la muestra y puede hacer que el analito de control sea mas estable. El analito de control seco puede
formularse para que se disuelva rapidamente y/o completamente al exponerse a una muestra liquida. En algunas
modalidades, un analito de control puede ser un analito para el cual los anticuerpos tienen alta afinidad. En algunos
casos, un analito de control puede ser un analito que no tiene reaccién cruzada con ningin componente endogeno de
la muestra. Adicionalmente, por ejemplo, el analito puede ser econémico y/o facil de preparar. En algunas
modalidades, el analito de control es estable durante la vida util del dispositivo o sistema descrito en la presente
descripcion. Los portadores ilustrativos usados para crear analitos con haptenos unidos covalentemente incluyen
proteinas tales como, pero sin limitarse a: albumina, IgG y caseina. Los portadores poliméricos ilustrativos usados
para crear nuevos analitos con haptenos unidos covalentemente incluyen, pero no se limitan a: dextrano,
polivinilpirrolidona. Los excipientes ilustrativos usados para formular y estabilizar analitos de control incluyen, pero no
se limitan a: sacarosa, sales y tampones (tales como fosfato de sodio y cloruro de tris).

Un analito de control y un método como se describe en la presente descripcion pueden usarse de diversas formas, lo
que incluye los ejemplos descritos en la presente descripcion. Por ejemplo, un método puede medir el volumen de una
muestra. En algunas modalidades, un método mide la dilucion o un factor de diluciéon o un grado de dilucion de una
muestra. En algunos casos, un método proporciona una concentracion del analito de control en una muestra. En un
sistema o dispositivo descrito en la presente descripcion para detectar una pluralidad de analitos, las mediciones de un
método en la presente descripcién mediante el uso de un analito de control pueden usarse para verificar o describir
mediciones de analitos objetivo. Por ejemplo, puede usarse un dispositivo de transferencia de fluidos con multiples
cabezales para distribuir liquido en una pluralidad de unidades de ensayo, lo que incluye una unidad de control. En
algunos casos, puede suponerse que la cantidad de liquido distribuida en la pluralidad de unidades es la misma o
similar entre las unidades individuales. En algunas modalidades, puede usarse un método descrito en la presente
descripcion con un analito de control para verificar que se ha recolectado o utilizado el volumen correcto de muestra
dentro de un dispositivo o sistema. En otra modalidad, un método verifica que se ha proporcionado a la muestra el
volumen correcto de diluyente. Ademas, también puede verificarse el factor de dilucién o el grado de dilucion. En aun
otra modalidad, un método con un analito de control verifica que se ha distribuido el volumen correcto de muestra
diluida a la pluralidad de unidades.

La Figura 10 demuestra un método ilustrativo de un ensayo de control como se describe en la presente descripcion
que comprende una cantidad conocida de analito de control. Una unidad 1010 antes de ensamblarse en un cartucho
puede llenarse con una solucién 1001 que comprende una masa conocida de analito de control 1002. El liquido de la
soluciéon puede eliminarse y la unidad 1010 se seca para dejar el analito de control 1002 en la unidad 1010. A
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continuacion, la unidad 1010 puede insertarse en un dispositivo y transportarse para su uso. Cuando se usa la unidad
1010 y recibe una muestra o diluyente 1003, la muestra 1003 puede suministrarse en un volumen esperado y
mezclarse con el analito de control seco 1002 dentro de la unidad 1010 para crear una solucién de control 1004 con
una concentracion esperada. Opcionalmente, la solucién de control 1004 puede diluirse. En una modalidad, el analito
de control 1002 puede detectarse de la misma manera que un analito objetivo en el dispositivo. Se mide la
concentracion de analito de control en la solucién de control 1004. La medicion de la concentracion puede usarse para
calcular el volumen de la muestra 1003 afiadida para crear la solucién de control 1004. De esta manera, un usuario
puede comparar el volumen medido de la muestra 1003 con el volumen esperado de la muestra 1003.

En un ejemplo, los glébulos rojos pueden eliminarse de una muestra de sangre. Sin embargo, si quedan algunos
gldbulos rojos o no se eliminan los gldbulos rojos de una muestra de sangre, puede usarse un método con un analito
de control para corregir los efectos de los glébulos rojos en la muestra de sangre. Debido a que el hematocrito puede
variar significativamente (por ejemplo, del 20 - 60 % del volumen total de una muestra), la cantidad de un analito en un
volumen establecido o esperado (v) de sangre puede ser una funcién del hematocrito (H expresado aqui como una
fraccion decimal). Por ejemplo, la cantidad de analito con una concentraciéon C en plasma es C*v*(1-H). Por tanto, la
cantidad para una muestra con hematocrito 0,3 es 1,4 veces mayor que para una muestra con hematocrito 0,5. En una
modalidad ilustrativa, puede dispensarse sangre sin diluir en un dispositivo como se describe y pueden eliminarse los
glébulos rojos. A continuacion, puede medirse una concentracion de analito de control en la fraccion de plasma para
estimar el volumen de plasma en la muestra y determinar el hematocrito.

En algunas modalidades, puede ser necesario lavar el conjugado no unido de un sitio de reaccién para evitar que los
conjugados no unidos produzcan una deteccién no precisa. La etapa limitante de muchos inmunoensayos es una
etapa de lavado. El compromiso de arrastre minimo y una alta sensibilidad depende de la eliminacion por lavado del
conjugado no unido. La etapa de lavado puede limitarse muy severamente en un formato de placa de microtitulacion
debido a la dificultad de eliminar el liquido de lavado de un pocillo (por ejemplo, mediante medios automaticos). Un
dispositivo y sistema de unidad de ensayo de la invencién puede tener una serie de ventajas en la forma en que se
manejan los liquidos. Una ventaja puede ser una mejora en la relacién sefial/ruido de un ensayo.

La eliminacion del conjugado puede resultar dificil si los conjugados se adhieren a los bordes de las unidades de
ensayo de un dispositivo si, por ejemplo, no existe un exceso de solucion de lavado.

Puede producirse un lavado del conjugado ya sea al empujar la solucién de lavado desde arriba o al extraer la solucién
de lavado desde arriba y expulsar el liquido de manera similar a la carga de la muestra. El lavado puede repetirse
tantas veces como sea necesario.

Cuando se usa un tampon de lavado en un ensayo, el dispositivo puede almacenar el tampon de lavado en unidades
de reactivos y la unidad de ensayo puede ponerse en comunicacion continua con el lavado. En una modalidad, el
reactivo de lavado puede eliminar el reactivo no unido de las unidades de ensayo en aproximadamente un 99, 99,9 o
99,999 % mediante lavado. En general, se prefiere una alta eficacia de lavado que dé como resultado un alto grado de
reduccion de sefales de fondo no deseadas. La eficiencia del lavado se define tipicamente por la relacién entre la
sefial de un ensayo dado y la cantidad total de sefial generada por un ensayo sin etapa de lavado y puede
determinarse facilmente mediante experimentacion de rutina. En general, puede preferirse aumentar el volumen de la
solucion de lavado y el tiempo de incubacion, pero sin sacrificar las sefiales de un ensayo dado. En algunas
modalidades, el lavado se realiza con aproximadamente 50 ul a aproximadamente 5000 ul de tampdn de lavado,
preferentemente, entre aproximadamente 50 ul a aproximadamente 500 ul de tampdén de lavado, durante
aproximadamente 10 a aproximadamente 300 segundos.

Adicionalmente, puede resultar ventajoso usar varios ciclos de pequefios volimenes de solucion de lavado que se
separan por periodos de tiempo en los que no se usa solucién de lavado. Esta secuencia permite el lavado por
difusion, donde los anticuerpos marcados se difunden con el tiempo en la solucién de lavado en volumen desde las
partes protegidas de la unidad de ensayo, tal como los bordes o las superficies donde esta se une libremente y
después pueden eliminarse cuando la solucién de lavado se retira del sitio de reaccion.

En muchas modalidades, la Ultima etapa es distribuir un sustrato enzimatico para detectar el conjugado mediante
medios Opticos o eléctricos. A continuacion, se describen ejemplos de sustratos.

Por ejemplo, el reactivo en la unidad de reactivos individual de un dispositivo en la presente descripcion puede ser un
sustrato enzimatico para un inmunoensayo. En otra modalidad, la etapa de transferir el reactivo de sustrato desde la
unidad de reactivos individual puede repetirse después de una reaccion en el sitio de captura. Por ejemplo, el sustrato
enzimatico se transfiere a un sitio de reaccién y se incuba. Después de medir la sefial de ensayo producida, el sustrato
usado puede retirarse y reemplazarse con sustrato nuevo y volverse a medir la sefial de ensayo. Puede detectarse una
sefial indicativa del analito individual mediante el uso de un sistema como se describe en la presente descripcién tanto
a partir de la primera como de la segunda aplicacién de sustrato. El segundo sustrato es generalmente el mismo que el
sustrato original. En una modalidad, el segundo sustrato se transfiere a un sitio de reaccion desde una segunda unidad
de reactivos de un dispositivo en la presente descripcion. En otra modalidad, el segundo sustrato se transfiere a un
sitio de reaccion desde la misma unidad de reactivos que el sustrato original. La transferencia de un segundo sustrato
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crea de esta manera una segunda reaccién para producir una segunda sefal indicativa del analito individual. La
intensidad de la sefal original y una segunda intensidad de la segunda sefal pueden compararse para calcular la
intensidad final de la sefal indicativa del analito individual y si el ensayo se realizé correctamente.

En una modalidad, las intensidades de las miltiples sefiales pueden usarse para el control de calidad de un ensayo.
Por ejemplo, si las sefiales difieren en un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % o mas, los
resultados del ensayo pueden ignorarse.

En una modalidad, un método como se describe en la presente descripcion comprende volver a cargar la muestra y/o
el detector-conjugado (anticuerpo marcado con enzima) y/o el sustrato enzimatico y la muestra para rectificar o
confirmar una sefial de ensayo o para usarla como control interno. Por ejemplo, puede proporcionarse la reutilizacion
de una punta o unidad de ensayo como se describe para verificar la funcion y/o para afiadir mas muestras o materiales
de control para obtener una segunda sefal.

En algunos casos, un método para volver a cargar un sustrato en una unidad enzimatica se habilita por la capacidad de
un sistema como se describe en la presente descripcion para transferir automaticamente muestras liquidas y reactivos
a las unidades de ensayo. Algunos ensayos no requieren que el sistema entregue un resultado inmediatamente o en
un horario, por lo tanto, un método de control como el descrito ofrece una oportunidad para posiblemente mejorar la
confiabilidad de los resultados. Una respuesta observada después de repeticiones de adicion de un sustrato
enzimatico puede usarse para verificar la respuesta inicial o para calcular la recuperacién de pico.

Los experimentos han demostrado que, al afiadir un segundo sustrato enzimatico a una unidad de ensayo, puede
mantenerse la reproducibilidad de los resultados. En algunas modalidades, un método de control proporciona analisis
replicados mediante el uso de una unidad de ensayo que proporcion6 una respuesta significativamente menor que la
esperada.

Con cualquiera de los métodos de control descritos en la presente descripcidn, existen numerosos posibles errores
que pueden explicarse o postularse a partir de la ejecucion de un método de control. Los errores de ensayo ilustrativos
incluyen, pero no se limitan a, fabricacion inadecuada de una unidad o dispositivo de ensayo, aspiracion incorrecta de
una muestra y/o uno o mas reactivos, una unidad de ensayo que no se coloca correctamente con respecto al
fotomultiplicador durante la deteccion y la ausencia de una unidad de ensayo en el dispositivo o sistema.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para obtener datos farmacolégicos utiles para
evaluar la eficacia y/o toxicidad de un agente farmacéutico a partir de un animal de prueba mediante el uso de los
dispositivos o sistemas de fluidos objeto.

Cuando se usan animales de laboratorio en las pruebas preclinicas de un agente farmacéutico, frecuentemente es
necesario sacrificar al sujeto de la prueba para extraer suficiente sangre para realizar un ensayo y detectar un analito
de interés. Esto tiene implicaciones tanto econdmicas como éticas y, como tal, puede resultar ventajoso poder extraer
una cantidad de sangre de un animal de prueba de manera que no sea necesario sacrificar al animal. Ademas, esto
también puede permitir que el mismo animal de prueba se pruebe en varios puntos temporales diferentes, lo que
permite por lo tanto una evaluaciéon mas eficaz de los efectos de un agente en animales individuales. En promedio, el
volumen de sangre total en un ratén, por ejemplo, es de 6 a 8 ml de sangre por 100 gramos de peso corporal. Un
beneficio de la presente invencién es que solo se requiere un volumen muy pequefio de sangre para realizar ensayos
preclinicos en ratones u otros animales de laboratorio pequefios. En algunas modalidades, se extraen entre
aproximadamente 1 microlitro y aproximadamente 50 microlitros. En una modalidad, se extraen entre
aproximadamente 1 microlitro y 10 microlitros. En modalidades preferidas, se extraen aproximadamente 5 microlitros
de sangre.

Una ventaja adicional de mantener vivo al animal de prueba es evidente en un estudio de curso de tiempo preclinico.
Cuando, por ejemplo, se usan varios ratones para monitorear los niveles de un analito en el fluido corporal de un sujeto
de prueba en el tiempo, se introduce en el ensayo la variable adicional de utilizar varios sujetos. Sin embargo, cuando
puede usarse un solo animal de prueba como su propio control a lo largo del tiempo, puede realizarse un ensayo
preclinico mas preciso y beneficioso.

En algunas modalidades, se proporciona un método para monitorear automaticamente el cumplimiento del paciente
con un tratamiento médico mediante el uso de los dispositivos o sistemas objeto. El método comprende las etapas de
permitir que una muestra de fluido corporal reaccione con reactivos de ensayo en un dispositivo para producir una
sefal detectable indicativa de la presencia de un analito en dicha muestra; detectar dicha sefal con dicho dispositivo;
comparar dicha sefial con un perfil conocido asociado con dicho tratamiento médico para determinar si dicho paciente
cumple o no con dicho tratamiento médico; y notificar a un paciente de dicho cumplimiento o incumplimiento.

En otra modalidad, el sistema y los métodos de la invencion proporcionan un medio para descubrir nuevos

biomarcadores y/o validar mediante la asociacién de tendencias en dichos marcadores con los resultados de la
enfermedad y la terapia.
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En otra modalidad, el sistema y los métodos de la invencidon pueden identificar tendencias en los niveles de
biomarcadores y la informacion diaria del diario del paciente en el tiempo que puede usarse para ajustar una dosis de
farmaco a un nivel 6ptimo para pacientes particulares (por ejemplo, variacion de dosis adaptativa).

En algunas modalidades, el incumplimiento puede incluir tomar una dosis inadecuada de un agente farmacéutico lo
que incluye, sin limitacion, dosis mdultiples o ninguna dosis, o puede incluir una mezcla inapropiada de agentes
farmacéuticos. En modalidades preferidas, se notifica al paciente sustancialmente de manera inmediata después de
comparar la sefial con un perfil conocido.

Un paciente o sujeto de un ensayo clinico puede olvidarse de tomar una muestra de fluido corporal para su analisis
como se describe en la presente descripcion. En algunas modalidades, un método para alertar a un paciente para que
analice una muestra de fluido corporal mediante el uso de un dispositivo como se describe en la presente descripcion
comprende proporcionar un protocolo para que se ejecute en dicho dispositivo, dicho protocolo ubicado en un
dispositivo externo, asociado con dicho paciente, y que comprende un tiempo y fecha para analizar dicha muestra de
fluido corporal; y notificar al paciente que analice dicho fluido corporal en dicha fecha y hora si dicha muestra no se ha
analizado. En algunas modalidades, puede notificarse a un paciente de forma inaldambrica como se describe en la
presente descripcion. El cumplimiento de los regimenes terapéuticos puede mejorarse mediante el uso de
indicaciones en una pantalla y la obtencién de respuestas de los pacientes (por ejemplo, mediante una pantalla tactil).

A un paciente se le puede proporcionar un dispositivo cuando adquiere una receta de farmacos mediante cualquier
método comun, por ejemplo, en una farmacia. Igualmente, a un sujeto de ensayo clinico se le pueden proporcionar
dichos dispositivos al iniciar un ensayo clinico. La informacién de contacto del paciente o sujeto, lo que incluye, sin
limitacion, el teléfono celular, la direccion de correo electronico, la direccion de mensajeria de texto u otros medios de
comunicacion inalambrica, pueden ingresarse en ese momento en el dispositivo externo y asociarse con el paciente o
sujeto como se describe en la presente descripcion, por ejemplo, en una base de datos. El programa informatico en el
dispositivo externo puede incluir una secuencia de comandos u otro programa que pueda detectar cuando una sefal
generada desde un dispositivo de deteccién aun no se ha enviado al dispositivo externo, por ejemplo, en un momento
dado, y el dispositivo externo puede enviar entonces una alerta que notifica al paciente que tome una muestra de fluido
corporal.

En una modalidad, el sistema se proporciona directamente a un consumidor y se usa en la gestion atlética y/o del estilo
de vida. Pueden ingresarse datos relevantes de estilo de vida y ejercicio y pueden medirse las mediciones de
parametros indicativos de dafio muscular, metabolismo anaerdbico (por ejemplo, acido lactico). En algunas
modalidades, el sistema puede ser lo suficientemente pequefio como para ser portatil.

En otra modalidad, el sistema es particularmente adecuado para la medicién de marcadores en la sangre de pequefios
animales, tales como ratas y ratones, que se usan comunmente en el trabajo preclinico. Dichos animales solo tienen
un pequefio volumen de sangre, por lo que los sistemas de ensayo que requieren volimenes muy pequefios de
muestra son particularmente Utiles, especialmente en estudios longitudinales en los que se necesitan varias muestras
de un solo animal en rapida sucesion. Estas consideraciones pueden ser especialmente importantes cuando es
necesario medir varios analitos en paralelo.

En una modalidad, el sistema incluye una forma conveniente de empaquetar los diversos elementos necesarios para
multiples ensayos complejos en una forma segura para su envio. Por ejemplo, los elementos de ensayo se encajan en
una carcasa.

Ensayos

Pueden realizarse una variedad de ensayos en un dispositivo de fluidos de acuerdo con la presente invencion para
detectar un analito de interés en una muestra. Se dispone en la técnica de una amplia diversidad de marcadores que
pueden emplearse para realizar los ensayos objeto. En algunas modalidades, los marcadores pueden detectarse por
medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, electroquimicos, inmunoquimicos u otros medios quimicos. Por
ejemplo, los marcadores de acidos nucleicos Utiles incluyen los radiois6topos 32P, 35S, colorantes fluorescentes,
reactivos densos en electrones, enzimas. Se conoce una amplia variedad de marcadores adecuados para marcar
componentes biologicos y se reportan ampliamente tanto en la literatura cientifica como en la de patentes, y son
generalmente aplicables a la presente invencion para el marcaje de componentes bioldgicos. Los marcadores
adecuados incluyen radionucleétidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, restos fluorescentes, restos
quimioluminiscentes, marcadores bioluminiscentes o marcadores colorimétricos. Los reactivos que definen la
especificidad del ensayo incluyen opcionalmente, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales,
proteinas, sondas de acido nucleico u otros polimeros tales como matrices de afinidad, carbohidratos o lipidos. La
deteccion puede proceder mediante cualquiera de una variedad de métodos conocidos, lo que incluye el rastreo
espectrofotométrico u dptico de marcadores radiactivos, fluorescentes o luminiscentes, u otros métodos que rastrean
una molécula basado en el tamafio, la carga o la afinidad. Un resto detectable puede ser de cualquier material que
tenga una propiedad fisica o quimica detectable. Dichos marcadores detectables se han desarrollado mucho en el
campo de la electroforesis en gel, cromatografia en columna, sustratos sélidos, técnicas espectroscopicas y similares,
y en general, los marcadores utiles en dichos métodos pueden aplicarse a la presente invencion. De esta forma, un
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marcador incluye, sin limitacion, cualquier composicion detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos,
bioguimicos, inmunoquimicos, basados en sondas de acido nucleico, eléctricos, térmicos épticos u otros medios
quimicos.

En algunas modalidades, el marcador se acopla directa o indirectamente a una molécula que va a detectarse, tal como
un producto, sustrato o enzima, de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Como se indicé anteriormente,
se usa una amplia variedad de marcadores, y la eleccién del marcador depende de la sensibilidad requerida, la
facilidad de conjugacion del compuesto, los requisitos de estabilidad, la instrumentacion disponible y las disposiciones
de eliminacion. Los marcadores no radiactivos frecuentemente se adhieren por medios indirectos. Generalmente, un
receptor especifico del analito se vincula a un resto generador de sefales. A veces, el receptor del analito se vincula a
una molécula adaptadora (tal como biotina o avidina) y el conjunto de reactivos de ensayo incluye un resto de unién (tal
como un reactivo biotinilado o avidina) que se une al adaptador y al analito. El analito se une a un receptor especifico
en el sitio de reaccion. Un reactivo marcado puede formar un complejo sandwich en el que el analito esta en el centro.
El reactivo también puede competir con el analito por los receptores en el sitio de reaccién o unirse a receptores vacios
en el sitio de reaccién no ocupado por el analito. El marcador es inherentemente detectable o se une a un sistema de
sefiales, tal como una enzima detectable, un compuesto fluorescente, un compuesto quimioluminiscente o una entidad
de quimioluminiscencia tal como una enzima con un sustrato de luminiscencia. Pueden usarse varios ligandos y
antiligandos. Cuando un ligando tiene un antiligando natural, por ejemplo, biotina, tiroxina, digoxigenina y cortisol,
pueden usarse junto con antiligandos marcados. Alternativamente, puede usarse cualquier compuesto hapténico o
antigénico en combinacion con un anticuerpo.

En algunas modalidades, el marcador también puede conjugarse directamente con compuestos generadores de
sefiales, por ejemplo, mediante conjugacion con una enzima o fluoréforo. Las enzimas de interés como marcadores
seran principalmente hidrolasas, particularmente fosfatasas, esterasas y glucosidasas, u oxidorreductasas,
particularmente peroxidasas. Los compuestos fluorescentes incluyen fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus
derivados, grupos dansilo y umbeliferona. Los compuestos quimioluminiscentes incluyen dioxetanos, ésteres de
acridinio, luciferina y 2,3-dihidroftalazinedionas, tales como luminol.

Los expertos en la técnica conocen bien los métodos de deteccion de marcadores. De esta forma, por ejemplo, cuando
el marcador es radiactivo, los medios de deteccion incluyen recuento de centelleo o peliculas fotograficas como en la
autorradiografia. Cuando el marcador es fluorescente, puede detectarse al excitar el fluorocromo con luz de una
longitud de onda adecuada y detectar la fluorescencia resultante mediante, por ejemplo, microscopia, inspeccion
visual, mediante pelicula fotografica, mediante el uso de detectores electronicos tales como camaras digitales,
dispositivos de carga acoplada (CCD) o fotomultiplicadores y fototubos, u otro dispositivo de deteccién. De manera
similar, los marcadores enzimaticos se detectan al proporcionar sustratos apropiados para la enzima y detectar el
producto de reaccién resultante. Finalmente, los marcadores colorimétricos simples frecuentemente se detectan
simplemente al observar el color asociado con el marcador. Por ejemplo, el oro conjugado frecuentemente aparece
rosado, mientras que varias perlas conjugadas aparecen del color de la perla.

En algunas modalidades, la sefial detectable puede proporcionarse por fuentes de luminiscencia. Luminiscencia es el
término usado comunmente para referirse a la emision de luz desde una sustancia por cualquier motivo que no sea un
aumento de su temperatura. En general, los atomos o moléculas emiten fotones de energia electromagnética (por
ejemplo, luz) cuando pasan de un estado excitado a un estado de menor energia (generalmente el estado
fundamental). Si la causa de la excitacion es un fotdn, el proceso de luminiscencia se denomina fotoluminiscencia. Si
la causa de la excitacion es un electréon, el proceso de luminiscencia puede denominarse electroluminiscencia. Mas
especificamente, la electroluminiscencia se produce como resultado de la inyeccion directa y la eliminacion de
electrones para formar un par electron-hueco, y la posterior recombinacion del par electron-hueco para emitir un fotén.
La luminiscencia que se produce como resultado de una reaccidon quimica se denomina generalmente
quimioluminiscencia. La luminiscencia producida por un organismo vivo se denomina generalmente bioluminiscencia.
Si la fotoluminiscencia es el resultado de una transicion de espin permitida (por ejemplo, una transicion
singlete-singlete, transicion triplete-triplete), el proceso de fotoluminiscencia se denomina generalmente fluorescencia.
Tipicamente, las emisiones de fluorescencia no persisten después de que se elimina la causa de la excitacién como
resultado de estados excitados de corta duracion que pueden relajarse rapidamente a través de dichas transiciones de
espin permitidas. Si la fotoluminiscencia es el resultado de una transicién de espin prohibida (por ejemplo, una
transicion triplete-singlete), el proceso de fotoluminiscencia se denomina generalmente fosforescencia. Por lo general,
las emisiones de fosforescencia persisten mucho después de que se elimina la causa de la excitacién como resultado
de estados excitados de larga duracion que pueden relajarse solo a través de dichas transiciones de espin prohibido.
Un marcador luminiscente puede tener cualquiera de las propiedades descritas anteriormente.

Las fuentes quimioluminiscentes adecuadas incluyen un compuesto que se excita electronicamente mediante una
reaccion quimica y entonces puede emitir luz que sirve como la sefial detectable o dona energia a un aceptor
fluorescente. Se ha descubierto que un nimero diverso de familias de compuestos proporcionan quimioluminiscencia
en una variedad de condiciones. Una familia de compuestos es la 2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona. Un compuesto usado
frecuentemente es el luminol, que es un compuesto 5-amino. Otros miembros de la familia incluyen el analogo
5-amino-6,7,8-trimetoxi y dimetilamino[ca]benceno. Estos compuestos pueden hacerse luminiscentes con peroxido de
hidrégeno alcalino o hipoclorito de calcio y una base. Otra familia de compuestos son los 2,4,5-trifenilimidazoles, con
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lofina como nombre comun del producto original. Los analogos quimioluminiscentes incluyen sustituyentes
paradimetilamino y parametoxi. La quimioluminiscencia también puede obtenerse con oxalatos, generalmente ésteres
oxalil activos, por ejemplo, p-nitrofenilo y un perdxido tal como el peréxido de hidrégeno, en condiciones basicas. Otros
compuestos quimioluminiscentes Utiles que también se conocen incluyen ésteres de N-alquilo de acridinio y
dioxetanos. Alternativamente, pueden usarse luciferinas junto con luciferasa o lucigeninas para proporcionar
bioluminiscencia.

El término analitos, como se usa en la presente descripcion incluye, sin limitacion, farmacos, profarmacos, agentes
farmacéuticos, metabolitos de farmacos, biomarcadores tales como proteinas expresadas y marcadores celulares,
anticuerpos, proteinas séricas, colesterol y otros metabolitos, polisacaridos, acidos nucleicos, analitos biolégicos,
biomarcadores, genes, proteinas u hormonas, o cualquiera de sus combinaciones. Los analitos pueden ser
combinaciones de polipéptidos, glicoproteinas, polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos.

Son de particular interés los biomarcadores asociados con una enfermedad en particular o con una etapa especifica
de la enfermedad. Dichos analitos incluyen, pero no se limitan a, aquellos asociados con enfermedades autoinmunes,
obesidad, hipertension, diabetes, enfermedades neuronales y/o musculares degenerativas, enfermedades cardiacas,
trastornos endocrinos, trastornos metabdlicos, inflamacion, enfermedades cardiovasculares, sepsis, angiogénesis,
canceres, enfermedad de Alzheimer, complicaciones atléticas y cualquiera de sus combinaciones.

También son de interés los biomarcadores que estan presentes en abundancia variable en uno o mas de los tejidos
corporales, lo que incluye corazén, higado, préstata, pulmén, rifidn, médula ésea, sangre, piel, vejiga, cerebro,
musculos, nervios y tejidos seleccionados que se ven afectados por diversas enfermedades, tales como diferentes
tipos de cancer (maligno o no metastasico), enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias o degenerativas.

También son de interés los analitos indicativos de un microorganismo, virus o Chlamydiaceae. Los microorganismos
ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, bacterias, virus, hongos y protozoos. Los analitos que pueden detectarse
mediante el método objeto también incluyen patdgenos de origen sanguineo seleccionados de un grupo no limitante
que consiste en Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MSRA),
Staphylococcus aureus, Staphylococcus hominis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
capitis, Staphylococcus warneri, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus simulans,
Streptococcus pneumoniae y Candida albicans.

Los analitos que pueden detectarse mediante el método objeto también abarcan una variedad de enfermedades de
transmision sexual seleccionadas entre las siguientes: gonorrea (Neisseria gonorrhoeae), sifilis (Treponena pallidum),
clamidia (Clamyda tracomitis), uretritis no gonocécica (Ureaplasm urealyticum), infeccién por levaduras (Candida
albicans), chancroide (Haemophilus ducreyi), tricomoniasis (Trichomonas vaginalis), herpes genital (HSV tipo | y II),
VIH I, VIH 1l y hepatitis A, B, C, G, asi como también hepatitis provocada por TTV.

Los analitos adicionales que pueden detectarse mediante los métodos objeto abarcan una diversidad de patégenos
respiratorios, lo que incluye, pero no se limita a, Pseudomonas aeruginosa, Staphlococccus aureus resistente a la
meticilina (MSRA), Klebsiella pneumoniae, Haemophilis influenzae, Staphlococcus aureus, Stenotrophomonas
maltophilia, Haemophilis parainfluenzae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Serratia marcescens, Haemophilis
parahaemolyticus, Enterococcus cloacae, Candida albicans, Moraxiella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae,
Citrobacter freundii, Enterococcus faecium, Klebsella oxytoca, Pseudomonas fluorscens, Neiseria meningitidis,
Streptococcus pyogenes, Pneumocystis carinii, Klebsella pneumoniae Legionella pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae y Mycobacterium tuberculosis.

A continuacién, se enumeran marcadores ilustrativos adicionales de acuerdo con la presente invencion: teofilina, CRP,
CKMB, PSA, mioglobina, CA125, progesterona, TxB2, 6-ceto-PGF-1-alfa y teofilina, estradiol, hormona luteinizante,
triglicéridos, triptasa, colesterol de lipoproteinas de baja densidad, colesterol de lipoproteinas de alta densidad,
colesterol, IGFR.

Los marcadores hepaticos ilustrativos incluyen, sin limitacién, LDH, (LD5), (ALT), arginasa 1 (tipo higado),
alfa-fetoproteina (AFP), fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, lactato deshidrogenasa y bilirrubina.

Los marcadores renales ilustrativos incluyen, sin limitacion, receptor de TNFa, cistatina C, prostaglandina D urinaria de
tipo lipocalina, sintetasa (LPGDS), receptor del factor de crecimiento de hepatocitos, policistina 2, policistina 1,
fibrocistina, uromodulina, alanina, aminopeptidasa, N-acetil-B-D-glucosaminidasa, albdimina y proteina de unién al
retinol (RBP).

Los marcadores cardiacos ilustrativos incluyen, sin limitacion, troponina | (Tnl), troponina T (TnT), CK, CKMB,
mioglobina, proteina de unién a acidos grasos (FABP), CRP, dimero D, proteina S-100, BNP, NT-proBNP, PAPP-A,
mieloperoxidasa (MPO), isoenzima BB de glucdgeno fosforilasa (GPBB), inhibidor de fibrindlisis activable por trombina
(TAFI), fibrinbgeno, albamina modificada por isquemia (IMA), cardiotrofina-1 y MLC-I (cadena ligera de miosina I).
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Los marcadores de pancreas ilustrativos incluyen, sin limitacion, amilasa, proteina asociada a la pancreatitis (PAP-1) y
proteinas regenerateinas (REG).

Los marcadores de tejido muscular ilustrativos incluyen, sin limitacion, miostatina.
Los marcadores sanguineos ilustrativos incluyen, sin limitacion, eritropoyetina (EPO).
Los marcadores 6seos ilustrativos incluyen, sin limitacion, N-telopéptidos reticulados de colageno de tipo | 6seo (NTx)

Telopéptido de reticulacion carboxiterminal de colageno o6seo, lisil-piridinolina (desoxipiridinolina), piridinolina,
fosfatasa acida resistente al tartrato, propéptido C de procolageno tipo |, propéptido N de procolageno tipo I,
osteocalcina (glaproteina 6sea), fosfatasa alcalina, catepsina K, COMP (Proteina de matriz oligomérica de cartilago),
osteoprotegerina osteocrina (OPG), RANKL, sRANK, TRAP 5 (TRACP 5), factor especifico de osteoblastos 1 (OSF-1,
pleiotrofina), moléculas de adhesion celular solubles, sTfR, sCD4, sCD8, sCD44 y factor especifico de osteoblastos 2
(OSF-2, Periostina).

En algunas modalidades, los marcadores de acuerdo con la presente invencion son especificos de una enfermedad.
Los marcadores de cancer ilustrativos incluyen, sin limitacién, PSA (antigeno prostatico especifico total), creatinina,
fosfatasa de acido prostatico, complejos de PSA, gen 1 especifico de prostata, CA 12-5, antigeno carcinoembrionario
(CEA), alfafetoproteina (AFP), hCG (gonadotropina coriénica humana), inhibina, CAA ovarico C1824, CA 27.29, CA
15-3, CAA de mama C1924, Her-2, pancreatico, CA 19-9, antigeno carcinoembrionario, CAA pancreatico, enolasa
especifica de neurona, angiostatina DcR3 (receptor 3 de sefiuelo soluble), endostatina, Ep-CAM (MK-1), cadena ligera
kappa de inmunoglobulina libre, cadena ligera lambda de inmunoglobulina libre, herstatina, cromogranina A,
adrenomedulina, integrina, receptor del factor de crecimiento epidérmico, receptor del factor de crecimiento
epidérmico-tirosina cinasa, péptido N-terminal 20 de proadrenomedulina, factor de crecimiento del endotelio vascular,
receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular, receptor del factor de células madre, c-kittKDR, KDR vy
Midkina.

Las enfermedades infecciosas ilustrativas incluyen, sin limitacion: viremia, bacteremia, sepsis y marcadores: PMN
elastasa, PMN elastasa/complejo a1-PI, proteina tensioactiva D (SP-D), antigeno HBVc, antigeno HBVs, anti-HBVc,
anti-VIH, antigeno de células T supresoras, relacion antigenos/células T, antigeno de células T auxiliares, anti-HCV,
pirégenos, antigeno p24, muramildipéptido.

Los marcadores de diabetes ilustrativos incluyen, sin limitacion, péptido C, hemoglobina Alc, albumina glicada,
productos finales de glicosilacion avanzada (AGE), 1,5-anhidroglucitol, polipéptido inhibidor gastrico, glucosa,
hemoglobina, ANGPTL3 y 4.

Los marcadores de inflamacion ilustrativos incluyen, sin limitacion, factor reumatoide (RF), anticuerpo antinuclear
(ANA), proteina C reactiva (CRP), proteina de células de Clara (uteroglobina).

Los marcadores de alergia ilustrativos incluyen, sin limitacion, IgE total e IgE especifica.

Los marcadores de autismo ilustrativos incluyen, sin limitacion, ceruloplasmina, metalotioneina, zinc, cobre, B6, B12,
glutation, fosfatasa alcalina y activacion de fosfatasa apoalcalina.

Los marcadores de trastornos de la coagulacion ilustrativos incluyen, sin limitacion, b-tromboglobulina, factor
plaquetario 4, factor de von Willebrand.

En algunas modalidades, un marcador puede ser especifico de la terapia. Los inhibidores de COX incluyen, sin
limitacion, TxB2 (Cox-1), 6-ceto-PGF-1-alfa (Cox 2), 11-deshidro-TxB-la (Cox-1).

Otros marcadores de la presente incluyen, sin limitacion, leptina, receptor de leptina y procalcitonina, proteina S100
del cerebro, sustancia P, 8-Iso-PGF-2a.

Los marcadores geriatricos ilustrativos incluyen, sin limitacion, enolasa especifica de neurona, GFAP y S100B.

Los marcadores ilustrativos del estado nutricional incluyen, sin limitacion, prealbumina, albumina, proteina de unién al
retinol (RBP), transferrina, proteina estimulante de la acilacion (ASP), adiponectina, proteina relacionada agouti
(AgRP), proteina 4 similar a angiopoyetina (ANGPTL4, FIAF), péptido C, AFABP (proteina de union a acidos grasos de
adipocitos, FABP4) proteina estimulante de la acilacion (ASP), EFABP (proteina de union a acidos grasos
epidérmicos, FABPS5), glicentina, glucagon, péptido 1 similar al glucagén, péptido 2 similar al glucagon, grelina,
insulina, leptina, receptor de leptina, PYY, RELM, Resistina, y sTfR (receptor de transferrina soluble).

Los marcadores ilustrativos del metabolismo de los lipidos incluyen, sin limitacion, Apo-lipoproteinas (varias), Apo-Af1,
Apo-B, Apo-C-ClIlI, Apo-D, Apo-E.
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Los marcadores del estado de la coagulacion ilustrativos incluyen, sin limitacion, Factor I: Fibrinégeno, Factor II:
Protrombina, Factor Ill: Factor tisular, Factor 1V: Calcio, Factor V: Proacelerina, Factor VI, Factor VII: Proconvertina,
Factor VIII: Factor antihemolitico, Factor IX: Factor de Christmas, Factor X: factor Stuart-Prower, Factor XI:
antecedente de la tromboplastina plasmatica, Factor XII: factor de Hageman, Factor XlII: factor estabilizador de fibrina,
precalicreina, cininégeno de alto peso molecular, proteina C, proteina S, dimero D, activador del plasminégeno tisular,
plasmindégeno, a2-antiplasmina, inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI1).

Los anticuerpos monoclonales ilustrativos incluyen los de EGFR, ErbB2 e IGF1R.

Los inhibidores de tirosina quinasa ilustrativos incluyen, sin limitacion, Abl, Kit, PDGFR, Src, ErbB2, ErbB 4, EGFR,
EphB, VEGFR1-4, PDGFRDb, FLt3, FGFR, PKC, Met, Tie2, RAF y TrkA.

Los inhibidores de serina/treonina cinasa ilustrativos incluyen, sin limitacion, AKT, Aurora A/B/B, CDK, CDK (pan),
CDK1-2, VEGFR2, PDGFRb, CDK4/6, MEK1-2, mTOR y PKC-beta.

Los objetivos de GPCR incluyen, sin limitacion, receptores de histamina, receptores de serotonina, receptores de
angiotensina, receptores adrenérgicos, receptores de acetilcolina muscarinicos, receptores de GnRH, receptores de
dopamina, receptores de prostaglandina y receptores de ADP.

En una modalidad separada, se proporciona un método para monitorear mas de un parametro farmacolégico util para
evaluar la eficacia y/o toxicidad de un agente terapéutico. Por ejemplo, un agente terapéutico puede incluir
cualesquiera sustancias que tengan utilidad y/o potencial terapéutico. Dichas sustancias incluyen, pero no se limitan a,
compuestos bioldgicos o quimicos tales como moléculas organicas o inorganicas simples o complejas, péptidos,
proteinas (por ejemplo, anticuerpos) o polinucleétidos (por ejemplo, antisentido). Puede sintetizarse una amplia gama
de compuestos, por ejemplo, polimeros, tales como polipéptidos y polinucleétidos, y compuestos organicos sintéticos
basados en diversas estructuras centrales, y estos también pueden incluirse como agentes terapéuticos. Ademas,
diversas fuentes naturales pueden proporcionar compuestos para el tamizaje, tales como extractos de plantas o
animales, y similares. Debe entenderse, aunque no siempre se indica explicitamente, que el agente se usa solo o en
combinacion con otro agente, que tiene la misma o diferente actividad bioldgica que los agentes identificados mediante
el tamizaje de la invencioén. Los agentes y métodos también se destinan a combinarse con otras terapias. Por ejemplo,
los farmacos de moléculas pequefias se miden frecuentemente mediante espectrometria de masas, que puede ser
imprecisa. Los ensayos ELISA (basados en anticuerpos) pueden ser mucho mas precisos y exactos.

Los parametros fisiolégicos de acuerdo con la presente invencion incluyen, sin limitacion, parametros tales como
temperatura, frecuencia/pulso cardiaco, presion sanguinea y frecuencia respiratoria. Los parametros
farmacodinamicos incluyen concentraciones de biomarcadores tales como proteinas, acidos nucleicos, células y
marcadores celulares. Los biomarcadores podrian ser indicativos de enfermedad o podrian ser el resultado de la
accion de un farmaco. Los parametros farmacocinéticos (PK) de acuerdo con la presente invencion incluyen, sin
limitacién, la concentracion del farmaco y de metabolitos del farmaco. La identificacion y cuantificacion de los
parametros farmacocinéticos en tiempo real a partir de un volumen de muestra es extremadamente conveniente para
la seguridad y eficacia adecuadas de los medicamentos. Si las concentraciones de farmaco y de metabolito estan
fuera de un intervalo deseado y/o se generan metabolitos inesperados debido a una reaccion inesperada al farmaco,
puede ser necesaria una accion inmediata para garantizar la seguridad del paciente. De manera similar, si alguno de
los parametros farmacodinamicos (PD) cae fuera del intervalo deseado durante un régimen de tratamiento, es posible
que también deba tomarse una accién inmediata.

Ser capaz de monitorear la tasa de cambio de la concentracién de un analito o de parametros de PD o PK durante un
periodo de tiempo en un solo sujeto, o realizar analisis de tendencias sobre la concentracion, los parametros de PD o
PK, ya sea concentraciones de farmacos o sus metabolitos, puede ayudar a prevenir situaciones potencialmente
peligrosas. Por ejemplo, si la glucosa fuera el analito de interés, la concentracién de glucosa en una muestra en un
momento dado, asi como también la tasa de cambio de la concentracién de glucosa durante un periodo de tiempo
dado, podrian ser muy Utiles para predecir y evitar, por ejemplo, eventos hipoglucémicos. Dicho analisis de tendencias
tiene implicaciones beneficiosas generalizadas en el régimen de dosificacion de farmacos. Cuando se trata de
multiples farmacos y sus metabolitos, frecuentemente es conveniente la capacidad de detectar una tendencia y tomar
medidas proactivas.

En algunas modalidades, la presente invencidon proporciona un método comercial para ayudar a un médico a
proporcionar un tratamiento médico individualizado. Un método comercial puede comprender el rastreo posterior a la
prescripcion de la terapia con farmacos mediante el rastreo de las tendencias de los biomarcadores en el tiempo. El
método comercial puede comprender recolectar al menos un parametro farmacolégico a partir de un individuo que
recibe un medicamento, dicha etapa de recoleccién se efectia al someter una muestra de fluido corporal a reactivos
contenidos en un dispositivo de fluidos, que se proporciona a dicho individuo para producir una sefal indicativa
detectable de dicho al menos un parametro farmacolégico; y hacer referencias cruzadas con la ayuda de una
computadora del historial médico de dicho individuo con el al menos un parametro farmacoldgico de dicho individuo, lo
que ayuda de esta manera a dicho médico a proporcionar un tratamiento médico individualizado.
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Los dispositivos, sistemas y métodos en la presente descripcion permiten la cuantificacion automatizada de un
parametro farmacoldgico de un paciente, asi como también la comparaciéon automatizada del parametro con, por
ejemplo, los registros médicos del paciente que pueden incluir un historial del parametro monitoreado o registros
médicos de otro grupo de sujetos. La combinacion del monitoreo de analitos en tiempo real con un dispositivo externo
que puede almacenar datos, asi como también realizar cualquier tipo de procesamiento de datos o algoritmo, por
ejemplo, proporciona un dispositivo que puede ayudar con la atencion tipica del paciente, que puede incluir, por
ejemplo, comparar los datos del paciente actual con datos de pacientes anteriores. Por lo tanto, también se
proporciona en la presente descripcion un método comercial que realiza de manera eficaz al menos parte del
monitoreo de un paciente que realiza actualmente el personal médico.

Ejemplo 1

En este ejemplo, se usa un dispositivo, método y sistema de la invencion para realizar un ensayo para VEGFR2
humano. El ejemplo demuestra un tipo de ensayo que puede realizarse en el punto de atencion. La superficie de
captura de una unidad de ensayo puede recubrirse sobre la unidad de ensayo de acuerdo con el ensayo, en este
ejemplo, un ensayo de VEGFR2. La superficie interior de la unidad de ensayo (fabricada de poliestireno moldeado por
inyeccion similar al ejemplo de la Figura 3A) se expuso a una sucesion de reactivos de recubrimiento por aspiracion y
eyeccion neumatica. Se extrajeron veinte microlitros de cada reactivo de recubrimiento en unidades de ensayo y se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Los reactivos de recubrimiento usados en este ejemplo son,
como se usa en sucesion, Neutravidina (20 ug/ml) en tampoén de carbonato-bicarbonato (pH 9), "anticuerpo de
captura" biotinilado (un anticuerpo monoclonal dirigido a VEGFR2 a 20 ug/ml) en solucion salina tamponada con Tris
(pH 8) y un reactivo "fijador" que contiene albumina de suero bovino al 3 % en solucién salina tamponada con Tris.
Después de la sucesion de recubrimientos, las unidades de ensayo se secaron mediante exposicion al aire seco y se
almacenaron desecadas.

A continuacion, las muestras para analisis se distribuyen a la unidad de ensayo diluidas en una solucion de tampén de
tris 50 mM (pH 8) que contiene albumina de suero bovino y sacarosa isotonica durante 20 minutos. En una unidad de
reactivos que comprende un conjugado, se proporciona una solucién de anticuerpo monoclonal marcado con fosfatasa
alcalina (intestino bovino) dirigido a VEGFR2 (que se une a un epitopo distinto al anticuerpo de la superficie de
captura) a 250 ng/ml en un reactivo estabilizador de Biostab a la unidad de ensayo durante 10 minutos. Después de
permitir que el conjugado se una al complejo del analito unido a la superficie de captura, la unidad de ensayo se lavd
con una solucion contenida en una unidad de reactivos (tampoén de lavado comercializado por Assay Designs). La
unidad de ensayo se lavd 5 veces. A continuacion, la unidad de ensayo se movio para recolectar y mezclar con otro
reactivo contenido en un reactivo diferente, una solucién de un sustrato de luminiscencia disponible comercialmente
para fosfatasa alcalina (KPL Phosphaglo), y se incubd durante 10 minutos. La reaccion del ensayo en la unidad de
ensayo se detectd después mediante un ensamble detector de la invencion.

La Figura 12 demuestra la respuesta del ensayo de VEGFR2 mediante el uso del método del ejemplo. La escala del
eje x es la concentracion de VEGFR2 (pg/ml); la escala y es la luminiscencia relativa (recuentos). La curva se uso para
calibrar la unidad de ensayo modular y las unidades de reactivos.

Ejemplo 2

Se realizé un ensayo para PIGF humano mediante el uso de las unidades de ensayo y unidades de reactivos de la
invencion y se leydé en un instrumento comercial. En paralelo, se realizé un ensayo con los mismos reactivos en
prototipos de cartuchos desechables (tal como se describe a continuacion) en un prototipo de lector. Las
concentraciones de analito fueron 0, 4, 80 y 400 pg/ml respectivamente. Las mediciones ilustradas en la Figura 13 se
usaron para calibrar una unidad de ensayo y una unidad de reactivos necesarias para realizar un ensayo de PIGF
humano.

Ejemplo 3

Las perlas magnetizables son particulas magnéticas BioMag de 1,3 um de diametro de Bangs Laboratories. Las perlas
se recubren (por el fabricante) con anti-lgG de conejo. Las perlas se dispersan a 14 mg/ml en sacarosa tamponada con
tris (o, alternativamente, solucion salina tamponada con tris) que contiene albumina de suero bovino al 3 % y anti-IgG
de globulos rojos humanos de conejo, de CedarLane a >= 1,15 mg/ml. Se dispensaron alicuotas (10 ul) de esta
dispersion en tubos conicos y se liofilizaron (se congelaron en N2 liquido y se liofilizaron durante aproximadamente 24
h a -70 °C) antes de insertarlas en una ranura de la carcasa del cartucho. El anticuerpo de conejo se une tanto a los
glébulos rojos como a las perlas recubiertas con anti-IgG de conejo y forma un coaglutinado de perlas y glébulos rojos.

El sedimento de perlas magnetizables liofilizadas se resuspendio al afiadir 20 ul de sangre total y después aspirarlas y
distribuirlas al menos 8 veces (aproximadamente 1,5 min) en un tubo cénico.

La sangre se separ6 al colocar la punta (en orientacion vertical) en un fuerte campo magnético orientado

horizontalmente. Tipicamente, se recuperaron 8 ul de plasma esencialmente libre de gldbulos rojos sin hemolisis
observable a partir de una muestra de sangre de 20 ul (rendimiento del 70 %). La recuperacion de analitos (en
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comparacion con el plasma no expuesto a la separacion magnética) fue cercana al 100 % para Proteina-C, VEGF,
PIGF, Insulina, GIP y GIP-1.

Ejemplo 4

La dilucién en serie de una muestra para el analisis de un analito puede llevarse a cabo en un sistema como se
describe en la presente descripcion. La proteina C reactiva (CRP) es un marcador de fase aguda. Los niveles
normales se encuentran en el intervalo alto de ng/ml a bajo de ug/ml. En cualquier proceso de enfermedad aguda, el
higado humano produce CRP y los niveles en sangre pueden aumentar a cientos de ug/ml. La CRP ha presentado
problemas para los sistemas analiticos de POC de la técnica anterior debido al amplio intervalo dinamico del analito a
medir (> 10° veces).

Se desarrollé un sistema como se describe en la presente descripcion que comprende un dispositivo de transferencia
de fluidos y un cartucho o dispositivo con matrices de unidades de ensayo y reactivos. Las puntas de ensayo que
tenian anti-CRP monoclonal unido a su superficie interna se montaron en un cartucho junto con una solucion de
anticuerpo detector (anti-CRP monoclonal marcado con fosfatasa alcalina (que tiene una especificidad de epitopo
diferente a la de las puntas), una solucidon de lavado y un sustrato de fosfatasa alcalina de quimioluminiscencia
(PhosphaGLOTM) de KPL.

Para analizar la CRP, los cartuchos se cargaron con soluciones prediluidas de CRP usadas sin dilucién adicional. Los
cartuchos se procesaron por un sistema. Sucesivamente, la solucion de CRP (10 ul) y el anticuerpo detector (12 ul) se
introdujeron en las puntas, se incubaron durante 10 min a 34 °C y después se desecharon. Las puntas se lavaron
mediante cuatro aspiraciones de 20 ul de solucién de lavado antes de aspirar 15 ul de sustrato en las puntas. Después
de 10 min a 37 °C, el instrumento midié la emisiéon de luz durante 5 s. La concentracion de CRP se grafico contra la
sefial del ensayo (recuentos de fotones) y los datos se ajustaron a una funcién polinomial de 5 términos como se
muestra mas abajo para generar una funcion de calibracion como se muestra en la Figura 14.

Ejemplo 5

A continuacion, se ejecutd un experimento mediante el uso de diluciones en serie de una muestra que contenia un
analito altamente concentrado para obtener una respuesta de ensayo inequivoca en un sistema y dispositivo como se
describe en la presente descripcion. Se cargaron soluciones de CRP (20 ul) en cartuchos y se diluyeron en serie con el
instrumento (a diluciones de 1:50, 250, 750 y 1500 veces, respectivamente). Las soluciones diluidas se procesaron
después como en el Ejemplo 4. Cuando la concentracién de CRP diluida excedio el intervalo de calibracion del ensayo
(300 ng/ml), se observo una respuesta descendente (como se muestra mas abajo; datos de dos instrumentos).

La respuesta como se muestra en la Figura 15 puede modelarse mediante el uso de una modificacion de la isoterma
de unién de Scatchard (S/Smax = C/(C + C0,5). La modificacion asume que la respuesta del ensayo es linealmente
proporcional a la concentracion del anticuerpo detector, como es el caso en este ejemplo (datos no mostrados).
Cualquier arrastre de CRP en la muestra diluida al siguiente reactivo (anticuerpo detector) reaccionara rapidamente
con el reactivo lo que lo hace incapaz de unirse al antigeno unido al anticuerpo en fase sdlida. La reduccioén en la
concentracion eficaz se reduce en proporcion al arrastre de CRP y puede explicarse con un factor (D - C*f)/D.

Por lo tanto, S = Smax*(C/(C + C0,5))*(D - C*f)/D, en donde S es la sefial de ensayo, Smax es la sefial maxima
(correspondiente al arrastre cero), C es la concentracion de analito, C0,5 es la concentracion de la sefial semimaxima
(sin arrastre), D es la concentracion de anticuerpo detector y f es el arrastre fraccional.

Los valores usados para ajustar los datos se derivaron al optimizar cada uno de los cuatro parametros mas abajo
mediante el uso de la técnica de minimizacion de las diferencias de minimos cuadrados entre los datos y el ajuste del
modelo. Como puede observarse en la Figura 15, se logré un excelente ajuste y los valores de los parametros Smax,
CO0,5y D (ver tabla 2) estan cerca de los valores que pueden estimarse a partir de la sefial maxima alcanzada, la C0,5
observada y la concentracion de anticuerpo detector conocida. Este modelo estimoé el grado del arrastre en 0,034 %
(decimal 3,83E-04).

Tabla 1: Parametros de mejor ajuste al modelo que describe la respuesta del ensayo de CRP bifasica

Parametro Valor Unidades
Smax 7,24E+05 Recuentos
C0,5 5,02E+01 ng/ml

D 5,72E+00 ng/ml

f 3,83E-04

A continuacioén, los datos pueden verse de acuerdo con la dilucion usada para lograr la concentracion final en cada
punta de ensayo, y para cada nivel de dilucion, las respuestas se ajustan a la misma respuesta, lo que muestra que las
diluciones son exactas y precisas, como se muestra en la Figura 16.
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El modelo que se describe en la presente descripcidon puede usarse para calcular las respuestas para cualquier
dilucién dada y configurar algoritmos para asegurar que la concentracion de analito en cualquier punta esté dentro del
intervalo de calibraciéon. Los medios graficos para representar los datos se muestran en la Figura 17, en donde la
respuesta del ensayo normalizada (B/Bmax) se representa contra la concentracion logaritmica normalizada (C/CO0,5)
para diluciones relativas: 1:1 (linea continua), 5:1 (linea discontinua) y 25:1 (linea de puntos). Las Figuras 18 y 19
ilustran un ejemplo similar al de la Figura 17 a diferentes concentraciones normalizadas. Pueden usarse algoritmos de
reconocimiento de patrones simples para identificar datos validos para muestras de alta concentracion. Por ejemplo,
para la mayoria de la respuesta a la dosis, la sefial disminuye con la diluciéon. Cuando la sefal de cualquier dilucion es
igual o superior a la de la siguiente dilucidn superior, se rechaza el resultado de la dilucion inferior. En otro ejemplo, las
concentraciones derivadas mediante el uso de la funcién de calibracion mostrada en el Ejemplo 4, deberian
corresponder dentro de alguna imprecision del sistema con las diluciones conocidas. Si la concentracion calculada
para una dilucién baja es menor que la correspondiente a las de diluciones mayores, puede rechazarse el resultado de
la diluciéon menor.

Cuando la respuesta a la dosis del ensayo se acerca a un maximo, la pendiente de la concentracion (AC/AS) frente a
la sefial aumenta. Para ensayos en los que la variacion relativa en la sefial (AS/S) es esencialmente constante (por
ejemplo, algunos casos del sistema como se describe), esto se traduce en una variacion mayor en el resultado de la
concentracién calculada a concentraciones mas altas. Como se proporciona en la presente descripcion, la dilucién o la
dilucién en serie pueden proporcionar una precision de concentracion que se logra mediante inmunoensayos a niveles
de sefial significativamente mayores (por ejemplo, > 10 veces) mas altos que la sefial del blanco (analito cero) pero no
cerca de la sefial maxima (por ejemplo < 0,3*Sefial max.). La dilucién en serie puede permitir que la sefial del ensayo
esté en este intervalo.

Al hacer varias estimaciones de la concentracion de analito a partir de diferentes diluciones, puede obtenerse un valor
promedio. Puede lograrse un valor promedio, también, al hacer mediciones repetidas a un solo nivel de dilucion. En
algunos casos, un enfoque de dilucion en serie como lo ofrecen los métodos, sistemas y dispositivos descritos en la
presente descripcion frecuentemente puede eliminar errores debido a la no linealidad de la dilucién debido a (por
ejemplo) los efectos de la matriz de la muestra.

Ejemplo 6

La fluoresceina es una sustancia quimica bien conocida y se conocen anticuerpos de alta afinidad que son especificos
para la molécula. Al unir varios restos de fluoresceina a una proteina tal como la albumina, se crea un analito artificial
que puede medirse mediante ELISA. El ejemplo en la presente descripcién se establece en una placa de
microtitulacién para mostrar la viabilidad de dicho ensayo y puede traducirse faciimente a un dispositivo o sistema de la
invencion como se describe en la presente descripcion.

Se unié anticuerpo monoclonal anti-fluoresceina a pocillos de placas de microtitulacion de 384 pocillos para crear una
superficie de captura. Se realiza un ensayo mediante la adicion de una serie de soluciones a los pocillos e incubarlos a
temperatura ambiente durante 10 minutos en cada etapa cuando sea necesario. Se afiadieron a los pocillos 30 ul de
concentraciones conocidas de una preparacion comercialmente disponible de albumina bovina marcada con
fluoresceina (muestra) con una relaciéon de aproximadamente cinco fluoresceinas por molécula. Después de la
extraccion mecanica de la muestra, se afadieron 30 ul de anti-fluoresceina (anticuerpo detector) marcado con
fosfatasa alcalina a una concentracion de 100 ng/ml. Después de retirar el anticuerpo detector, los pocillos se lavaron
tres veces con 40 ul de solucion de lavado ("Solucion de lavado” num. cat 80-1351 [Assay Designs, Ann Arbor,
Michigan] diluida 1:20 antes de su uso). A continuacion, se afadié sustrato PhosphaGLO™ (40 ul) y se leyé la
respuesta del ensayo en un espectrolumindmetro M5 durante 0,5 s. La respuesta del ensayo se muestra en la Figura
20.

Se coloco albumina marcada con fluoresceina (5 ul a diversas concentraciones hasta 80 ng/ml) disuelta en solucion
salina tamponada con Tris que contenia albumina bovina a 3 mg/ml (tampon) en tubos de polipropileno y se seco
mediante exposicion a aire de baja humedad durante toda la noche. El secado completo se verificé al pesar muchos
tubos antes y después del secado y verificar la pérdida de peso adecuada y se logré un peso final casi constante. El
analito se recuperé mediante la adicion de 5 ul de agua, 20 ul de suero humano y 180 ul de tampdn y mezclarlos. Los
experimentos de control se realizaron al mezclar alicuotas de 5 ul de solucion de analito con 20 ul de suero y 180 ul de
tampon.

La recuperacion del analito se midié mediante el uso del ensayo descrito en la presente descripcion. Como se muestra
mas abajo, la recuperacién de la sefial del ensayo (y el analito) es esencialmente cuantitativa en todas las
concentraciones. Puede ser conveniente tener una buena recuperacion (>90 %), que es precisa (<2 % CV en
recuperacion). En algunos casos, la respuesta a la dosis de ensayo es lineal en el intervalo de interés al tener una
concentracion baja de analito y un exceso de reactivos. Por ejemplo, puede lograrse una respuesta a la dosis de
ensayo lineal si se tiene la capacidad suficiente para la unién del antigeno en la superficie de captura, de manera que
incluso en el nivel mas alto de analito, solo una proporcion moderada (por ejemplo, <30 %) de los sitios estan
ocupados al final de la reaccién de union. Como se describe en la presente descripcion, para analitos en el intervalo de
ng/ml y ensayos con tiempos de incubacion cortos (< digamos 30 min), esta condicion se logra con superficies de
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captura recubiertas como se describio anteriormente. En otro ejemplo, concentracion suficiente de anticuerpo detector
de manera que la concentracién no se agote significativamente durante la incubacion del anticuerpo detector (por
ejemplo, < 30 % del reactivo se une a la superficie en los niveles mas altos de antigeno), y esta condicion puede
satisfacerse mediante el uso de concentraciones de anticuerpo detector en aproximadamente 5 a 100 ng/ml. En aun
otro ejemplo, puede lograrse una respuesta a la dosis de ensayo lineal al tener un desarrollo de una sefial menor que
la respuesta lineal del detector (por ejemplo, un PMT con hasta aproximadamente 4 millones de fotones por segundo).
Como se describe en la presente descripcion, los sistemas y métodos pueden caer dentro de este intervalo. En aun
otro ejemplo, puede lograrse una respuesta a la dosis de ensayo lineal mediante el desarrollo de una sefal lo
suficientemente alta como para medirse con precision (por ejemplo, velocidades de recuento de fotones superiores a
aproximadamente 1000 por segundo).

Las puntas de ensayo (como se describe en la presente descripcion) se recubrieron por aspiracion de la siguiente
sucesion de reactivos: 20 ul de anti-fluoresceina de conejo 5 ug/ml (Molecular Probes # A6413) en tampodn de
carbonato pH 9, 20 ul de albimina bovina al 3 % en solucion salina tamponada con tris pH 8 y 20 ul de albumina bovina
marcada con fluoresceina 2,5 ug/ml (Sigma-Aldrich A9771), cada una seguida de incubacién durante 10 min y
eyeccion de liquido. A continuacion, las puntas se lavaron tres veces mediante aspiracion de albumina bovina en
solucién salina tamponada con tris pH 8, seguida de incubacién en albumina bovina al 3 % en solucién salina
tamponada con tris pH 8. Después, las puntas se secaron como se describe en la presente descripcion. Estas puntas
se usaron para analizar muestras que contenian anti-fluoresceina de cabra mediante la incubacién de alicuotas de 20
ul de las siguientes soluciones en secuencia: anti-fluoresceina de cabra (muestra) en solucién salina tamponada con
tris pH 8 que contenia BSA al 3 %, anti-fluoresceina de cabra de conejo marcada con fosfatasa alcalina a 100 ng/ml en
Stabilzyme™ (un solvente disponible comercialmente), lavado cuatro veces con tampoén de lavado y sustrato de
quimioluminiscencia de fosfatasa alcalina PhosphaGLO™, cada uno con una incubacién a temperatura ambiente
durante 10 min. El ensayo se evalu6 al medir los fotones producidos durante aproximadamente 10 s en el instrumento
mediante el uso de un tubo fotomultiplicador en el luminémetro Molecular Devices M5 mediante la colocacién en cada
punta en un marco modificado personalizado que se ajusta a la base de la placa de microtitulacion del instrumento y
los resultados se demuestran en la Figura 21. En este ejemplo, la Figura 21 muestra una respuesta lineal similar a la
de la Figura 20.

Tabla 2: Configuraciones de ensayos para analitos de control candidatos

Reactivo de superficie| Reactivo de superficie . Detector: marcado con
Analito
de captura 1 de captura 2 APasa
Anti-fluoresceina Albdmina marlcada Anti-fluoresceina
con fluoresceina

. . Albumina marcada con | Anti-fluoresceina .

Anti-fluoresceina . . Ig anti-X
fluoresceina (especie X)

- IgG especie X .
Avidina biotinilada Ig anti-X

S Albumina marcada con Anti-biotina o
Anti-biotina L S

biotina estreptavidina
Anti-digoxina leumlna marcada con Anti-digoxina
igoxina
Albumina marcada con Anti-fluoresceina .
. . Ig anti-X

fluoresceina (especie X)

A Anti-fluoresceina Anti-fluoresceina .
Anti-biotina biotinilada (especie X) lg anti-X

Ejemplo 7

Este ejemplo ilustra la previsibilidad de la respuesta de un inmunoensayo para CRP mediante el uso de puntas de
ensayo como se describe en la presente descripcion después de la adicion inicial de reactivos, eliminacion del
producto de reaccion, lavado de puntas y después reintroduccion de algunos o todos los componentes del ensayo. La
secuencia del ensayo fue: las puntas se incubaron en instrumentos prototipo a 34 °C durante 10 min en sucesién con
(1) muestra (CRP 0,3, 3, 30, 150 y 300 ug/ml), diluidas por el instrumento 500 y después 2000 veces (2) anti-IgG de
cabra de conejo marcada con fosfatasa alcalina ["Dab"] (5 ng/ml) después se lavo tres veces y (3) con sustrato de
quimioluminiscencia de fosfatasa alcalina PhosphaGLO™ ["Substrato"]. El experimento se realizd en varios
instrumentos que también leen la velocidad de produccion de protones durante 10 segundos después de la etapa 3.
Las concentraciones de CRP finales (en punta) fueron 0,15, 0,6, 1,5, 6, 15, 60, 75, 300 y 600 ng/ml y los niveles de
brillo variaron de 2000 a 600 000 recuentos/0,5 s. En algunos experimentos, después de la etapa (3) en el ensayo, el
producto de reaccion se desechd y se repitieron de diversas maneras las etapas 3 (rombos y linea continua), las
etapas 2 + 3 (cuadrados y linea discontinua) o las etapas 1 + 2 + 3 (triangulos y linea de puntos) y los resultados se
presentan como sefial de ensayo reprocesada frente a la sefial de ensayo original como se muestra en la Figura 22.
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Las sefiales de ensayo reprocesadas se relacionaron linealmente (proporcionalmente) con respecto a la sefial de
ensayo original. La segunda adicion de sustrato dio una sefial mas alta con respecto a la original, mientras que los
ensayos reprocesados en los que se introdujeron tanto Dab como el sustrato o aquellos en los que se reintrodujeron la
muestra, el Dab y el sustrato dieron sefiales mas bajas que el original. En un ejemplo mediante el uso de este método,
todas las etapas de una secuencia de ensayo pueden examinarse para el control de calidad para comprender si fueron
como se esperaba de acuerdo con la relacion esperada entre la primera y las siguientes repeticiones de las etapas del
ensayo.

Por ejemplo, como se describe en la presente descripcion, si una etapa de ensayo no se ha producido correctamente,
entonces el resultado del ensayo puede o bien rechazarse como incorrecto o las repeticiones posteriores del resultado
del ensayo pueden usarse como la respuesta de ensayo apropiada.

Se realizé un inmunoensayo para la proteina C reactiva en un sistema como se describe en la presente descripcion.
Se incubaron seis puntas de ensayo equivalentes en sucesion con muestra (200 ng/ml de CRP), anti-IgG de cabra de
conejo marcada con fosfatasa alcalina, y después se lavaron e incubaron con sustrato de quimioluminiscencia de
fosfatasa alcalina PhosphaGLO™. Las incubaciones se realizaron durante 10 min a 34 °C. El experimento se realiz6
en tres instrumentos que también leyeron la velocidad de produccion de protones durante 10 segundos. En promedio,
se detectaron aproximadamente 40 000 recuentos (fotones) por 0,5 segundos de tiempo de lectura. En este ejemplo,
el nivel de brillo en las puntas uno y dos del instrumento tres dio resultados claramente diferentes, como se muestra en
la Tabla 3. A continuacién, se usoé el instrumento para lavar las puntas e introducir sustrato PhosphaGLO™ nuevo
(aspiracion 2). Los resultados se presentan como relaciones de la tasa de brillo para cada punta con respecto al
promedio de las seis puntas en cada instrumento respectivo. Después de la segunda aspiracion, las puntas uno y dos
dieron resultados en linea con las otras cuatro en el instrumento tres, lo que indica que cualquiera fuera el problema
que hubiera sido responsable de la baja sefial en las puntas uno y dos se habia solucionado.

Tabla 3: Recuperacion de la sefial adecuada de las puntas con mal funcionamiento

Sefial, relacion al promedio
_ fde 1 2 3
instrumento
# de aspiracion 1 1 1 2

# de punta
1 1,002 0,988 0,460 1,043
2 0,848 1,045 0,917 0,929
3 0,959 0,893 1,141 1,035
4 1,062 1,067 1,103 1,028
5 1,049 0,981 1,171 1,022
6 1,079 1,025 1,207 0,942

CV, % 8,6 6,2 28,3 5,0
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REIVINDICACIONES

Un sistema para la detecciéon automatizada de un analito a partir de una muestra de fluido corporal, que
comprende:

un dispositivo de fluidos (100) que comprende:

un conjunto de unidades de reactivos (103, 122, 124, 125), en donde una unidad de reactivos individual de
dicha matriz de unidades de reactivos se configura para contener un reactivo; y

un dispositivo de transferencia de fluidos (500) que comprende:

un cabezal (522) configurado para acoplarse a una unidad de ensayo individual (121) de una matriz de
unidades de ensayo; y

un mecanismo (520) configurado para:

mover el cabezal (522) y el dispositivo de fluidos (100) uno con respecto al otro, mover la unidad de
ensayo individual (121) y la unidad de reactivos individual (103, 122, 124 o 125) una con respecto a la
otra, para que la unidad de reactivos individual reciba a la unidad de ensayo individual

para transferir el reactivo a la unidad de ensayo individual, para ejecutar un ensayo en la unidad de
ensayo individual que produce una sefial indicativa del analito.

El sistema de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el cabezal y el dispositivo de fluidos pueden
moverse uno con respecto al otro mediante el mecanismo para dirigir la transferencia de fluidos para efectuar
un grado de dilucion de la muestra de fluido corporal en la unidad de ensayo individual para llevar la sefial
indicativa del analito que se detecta dentro de un intervalo detectable, de manera que el analito sea detectable
con dicho sistema.

El sistema de conformidad con la reivindicaciéon 2, que comprende, ademas, un detector configurado para
detectar intensidades de senal del intervalo detectable.

El sistema de conformidad con la reivindicacién 3, en donde el detector es un fotomultiplicador.

El sistema de conformidad con la reivindicacién 4, en donde el intervalo detectable es de 1000 a 1 millén de
recuentos por segundo.

El sistema de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el cabezal se configura para acoplarse a la unidad
de ensayo individual.

El sistema de conformidad con la reivindicacion 1, que comprende dicha unidad de ensayo individual acoplada
al cabezal, la unidad de ensayo individual comprende una superficie a la que se unira el analito.

El sistema de conformidad con la reivindicacién 1, en donde dicha unidad de ensayo individual es una punta de
pipeta y el cabezal es un cabezal de pipeta acoplable a la unidad de ensayo individual.

El sistema de conformidad con la reivindicacién 1, en donde dicho dispositivo de transferencia de fluidos
comprende, ademas, un motor en comunicaciéon con un procesador programable, para el movimiento del
cabezal para mover la unidad de ensayo individual.

El sistema de conformidad con la reivindicacién 1, que comprende una base de traslacién sobre la que puede
colocarse el dispositivo de fluidos.

El sistema de conformidad con la reivindicacion 1, el cabezal y el dispositivo de fluidos pueden moverse uno
con respecto al otro, para mover la unidad de ensayo individual y el dispositivo de fluidos uno con respecto al
otro para poner la unidad de ensayo individual en comunicacién continua con el reactivo en la unidad de
reactivos.

El sistema de conformidad con la reivindicacién 1, en donde el dispositivo de fluidos comprende una unidad de
recoleccion de muestras configurada para contener la muestra de fluido corporal.

El sistema de conformidad con la reivindicacion 12, el cabezal y el dispositivo de fluidos pueden moverse uno
con respecto al otro, para mover la unidad de ensayo individual y el dispositivo de fluidos uno con respecto al
otro para llevar la unidad de ensayo individual en comunicacion continua con la muestra de fluido corporal en la
unidad de recoleccidon de muestras.

Una unidad de ensayo (121) configurada para su uso como la unidad de ensayo individual de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que comprende una superficie configurada para unirse con el analito.
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15. La unidad de ensayo de conformidad con la reivindicacion 14, en donde la superficie es de un recubrimiento
que comprende un reactivo de captura para unirse con el analito.
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