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DESCRIPCION
Aparato biosensor y procedimientos de uso

Antecedentes de la invencion

Sensores biomédicos convencionales, incluidos sistemas basados en inmunoensayos, se han usado para comunicar la
presencia y/o concentracién de una amplia variedad de analitos. En general, los inmunoensayos se clasifican en dos
categorias: ensayos de competicién y ensayos de tipo sandwich. En un ensayo de competicion, el antigeno en la
muestra de ensayo se mezcla con un complejo antigeno-sonda (normalmente denominado complejo indicador) vy,
después, la mezcla compite por unirse al anticuerpo. La sonda puede ser un radioisétopo, un fluoréforo o un croméforo.
En un inmunoensayo de tipo sandwich, el antigeno en la muestra de ensayo se une al anticuerpo y, después, un
segundo complejo anticuerpo-sonda se une al antigeno. En estos procedimientos de ensayo de la técnica anterior,
normalmente se requiere una o mas etapas de lavado. Las etapas de lavado introducen complejidad en el
procedimiento de ensayo y pueden generar residuos liquidos biopeligrosos.

Normalmente, los inmunoensayos proporcionan al usuario un resultado cualitativo (p. €j., una “respuesta si/no”)
obtenido, con mayor frecuencia, mediante una simple deteccion visual (p. €j., un cambio de color) o un resultado
cuantitativo, tal como una concentracién de un antigeno. La mayoria de los procedimientos cuantitativos implican caras
piezas de equipo, tal como contadores de centelleo (para monitorizar la radioactividad), espectrofotdmetros,
espectrofluorimetros (p. €j., la patente de EE.UU. n? 5.156.972), instrumentos para resonancia en plasmén superficial
(véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n? 5.965.456) y similares. Por tanto, seria ventajosos desarrollar in
inmunoensayo que sea barato y lo suficientemente simple de usar como para que sea adecuado para usar en domicilio
o0 en campo. Preferentemente, tal biosensor no requeriria etapas de centrifugacién, dilucion, pipeteo, lavado o de
tiempo, y generaria una cantidad minima de residuos.

Cada uno de los documentos WO-A-02/08763 y EP-A-1347302 describen dispositivos sensores que emplean
reacciones anticuerpo-antigeno y comprenden una camara de reaccién y una camara de deteccién.

Sumario de la invencion

En el presente documento se divulgan dispositivos biosensores y procedimientos para detectar y/o cuantificar un
analito de interés. La presente invencién proporciona un biosensor para usar en la deteccion de un analito diana en una
muestra de fluido como se ha definido en la reivindicacion 1. Cuando una muestra se introduce en la camara de
reaccién se produce una reaccién de unién entre la diana de unién, la sonda-conjugado y/I el analito diana (si estan
presentes) inmovilizados. En una realizacién de ejemplo, si el analito diana esta presente produce un cambio en la
cantidad de sonda conjugada que esta unida al sitio de unién inmovilizado. Este cambio se puede detectar en la
camara de deteccion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de fabricacién de un biosensor de acuerdo con la
reivindicacion 1 para usar en la deteccién de un analito diana en una muestra de fluido, comprendiendo las etapas de:

proporcionar una primera capa (136);

eliminar una seccién de la primera capa (136) para formar una parte de camara de llenado (107), una parte de
camara de reaccion (122) y una parte de camara de deteccién (128);

proporcionar una segunda capa (134);

Montar un primer lado de la segunda capa (134) a un primer lado de la primera capa (136);

Eliminar una seccién de la segunda capa (136) que se extiende sobre la parte de la camara de llenado (107), en
registro sustancial con la parte de camara de llenado (107), extendiéndose ademas la segunda capa (134)
sobre la parte de camara de reaccién (122) y la parte de camara de detecciéon (128), en el que la parte de
camara de reaccion (122) y la parte de camara de deteccién (128) estan en comunicacion fluida con la parte de
camara de llenado (107);

proporcionar una tercera capa (132);

montar un primer lado de la tercera capa (132) en un segundo lado de la primera capa (136), extendiéndose la
tercera capa (132) sobre la parte de camara de llenado (107), la parte de camara de reaccion (122) y la parte de
camara de deteccion (128);

montar un primer lado de la capa de sellado (142) a un segundo lado de la segunda capa (134);
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de modo que las capas forman una tira que tiene una pluralidad de superficies exteriores;

formar un paso que se extiende a través de una superficie exterior de la tira hacia el interior de la camara de
deteccion de modo que forma una ventilacién de la camara de deteccion (130); y colocar un sitio de unién
inmovilizado (44) y la sonda conjugada (50) dentro de la cdmara de reaccion (122).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de fabricacién de un biosensor de acuerdo con la
reivindicacion 1 para usar en la deteccién de un analito diana en una muestra de fluido, comprendiendo las etapas de:

proporcionar una primera capa (36);

eliminar una seccion de la primera capa (36) para formar una parte de cadmara de llenado (107),
una parte de camara de reaccién (22) y una parte de camara de deteccién (28);

proporcionar una segunda capa (34);

montar un primer lado de la segunda capa (34) sobre un primer lado de la primera capa (36), extendiéndose la
segunda capa (34) sobre la parte de camara de llenado (107), la parte de camara de reaccion (22) y la parte de
camara de deteccion (22);

proporcionar una tercera capa (32);

montar un primer lado de la tercera capa (32) en un segundo lado de la primera capa (36), extendiéndose la
tercera capa (32) sobre la parte de camara de llenado (107), la

parte de camara de reaccion (22) y la parte de camara de deteccion (28);
montar un primer lado de una primera capa de sellado (42) sobre un segundo lado de la segunda capa (34);

montar un primer lado de una segunda capa de sellado (46) sobre un segundo lado de la tercera capa (32); de
modo que las capas forman una tira que tiene una pluralidad de superficies exteriores;

formar un paso que se extiende a través de una superficie exterior de la tira hacia el interior de la camara de
deteccion de modo que forma una ventilacién de la camara de deteccion (30); y colocar un sitio de unién
inmovilizado (44) y la sonda conjugada (50) dentro de la cdmara de reaccion,

en el que la altura de la cdmara de reaccién (22) es mayor que la de la cdmara de deteccién (28), o la camara
de reaccion (22) y la camara de deteccion (28) tienen igual altura y las superficies de la camara de reaccion (22)
y/o la camara de deteccion (28) estan modificadas, o se afnaden materiales de llenado a la camara de deteccion
(28).

En una realizacion, el sitio de unién inmovilizado incluye un anticuerpo adaptado para unirse a un antigeno diana y la
sonda conjugada incluye un anticuerpo adaptado para unirse a un antigeno diana unido. Si hay un antigeno diana en
una muestra de fluido, el sitio de unién inmovilizado se puede unir a un sitio sobre el antigeno diana y la sonda
conjugada se puede unir a otro sitio sobre el antigeno diana. Por tanto, la presencia de un antigeno diana en la muestra
de fluido tiene como resultado un incremento de la cantidad de sonda unida en la cdmara de reaccién y una reduccién
en la cantidad de sonda conjugada en la camara de deteccion.

La diana de unién inmovilizada, la sonda conjugada y el analito diana pueden incluir los diversos ligandos conocidos.
Por ejemplo, un experto en la técnica apreciara que la diana de unién inmovilizada, la sonda conjugada y el analito
diana pueden incluir un antigeno o anticuerpo, una hormona o neurotransmisor y un receptor, un sustrato o efectos
alostérico y una enzima, lectinas y azlcares, estructuras de ADN o ARN, tales como aptameros y sus especies de
unién (incluidas otras especies de ADN o ARN o proteina de union) proteinas, biotina y sistemas de adivina o
estreptavidina, enzimas y sus sustratos e inhibidores, sistemas de unién a lipidos, y combinaciones de los mismos.
Para facilitar la comprensién de los dispositivos y procedimientos descritos en el presente documento, en adelante se
describiran ligandos inmunolégicos y se hara referencia al dispositivo como inmunosensor o biosensor.

En un aspecto, la camara de deteccién mencionada con anterioridad incluye reactivos electroguimicos. A este
respecto, se usa una reaccion electroquimica en la camara de detecciéon para determinar si la cantidad de sonda
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conjugada unida en la camara de reaccion se ha incrementado o reducido por la presencia del antigeno diana. La
reaccion electroquimica también se puede usar para determinar la concentracién del analito (p. e€j., antigeno diana) en
base a la concentracion de la sonda conjugada en la camara de deteccion.

En ofra realizacion, el sitio de unién inmovilizado incluye un antigeno diana y la sonda conjugada incluye un anticuerpo
adaptado para unirse al antigeno diana. Cuando se introduce una muestra en la camara de reaccion, un antigeno
diana, si esta presente, se unira a la sonda conjugada. Como resultado, la presencia de un antigeno diana en la
muestra de fluido tiene como resultado una reduccion en la cantidad de sonda conjugada unida al sitio de union
inmovilizado en la camara de reaccién y un incremento en la cantidad de sonda conjugada sin unir que puede viajar a
una camara de deteccion. La reduccion en la sonda conjugada unida se puede detectar y/o cuantificar mediante una
reaccion electroquimica en la camara de deteccién. Por el contrario, el sitio de unién inmovilizado puede incluir un
anticuerpo y la sonda conjugada puede incluir el antigeno diana. La presencia del antigeno diana en la muestra de
fluido producira, de forma similar, una reduccién en la cantidad de sonda conjugada unida en la camara de reaccién.

Los sitios de union inmovilizados y la sonda conjugada se colocan por separado en la camara de reaccion y el sitio de
unién inmovilizado se coloca sobre al menos una perla magnética. Por ejemplo, los sitios de unién inmovilizados se
pueden localizar sobre perlas magnéticas que se secan sobre una superficie de la camara de reaccion. Cuando se
introduce una muestra liquida en la cdmara de reaccion, se puede usar un campo magnético para que las perlas
magnéticas y los sitios de union inmovilizados no se introduzcan en la cdmara de deteccion.

En otra realizacién divulgada en el presente documento se proporciona un procedimiento de detectar un antigeno
diana en una muestra de fluido, tal como se define en la reivindicacion 15. El procedimiento incluye la etapa de liberar
una muestra en un dispositivo biosensor como se describe en el presente documento. La muestra se deja reaccionar
con los sitios de unién inmovilizados y una sonda conjugada se introduce en la camara de reaccién. Después, la
muestra se pasa a una camara de deteccion y el procedimiento comprende ademas la etapa de detectar
electroguimicamente la sonda conjugada en la camara de deteccion. La etapa de deteccién permite que el usuario
determine si el antigeno diana esta presente en la muestra en funcién del nivel de sonda conjugada detectado en la
camara de deteccién. El procedimiento también puede incluir la etapa de cuantificar la cantidad de antigeno diana en la
muestra en base a las sefales eléctricas recibidas desde la camara de deteccion.

Descripcion breve de las fiqguras

La invencion se entendera mas completamente a partir de la descripcion detallada tomada junto con las figuras
adjuntas, en las que:

La FIG. 1 es una vista desde arriba de una realizacién de un biosensor divulgado en el presente documento;
La FIG. 2 es una vista transversal del biosensor de la FIG. 1 a lo largo de la linea 2-2;

La FIG. 3 es una vista desde arriba de otra realizacion de un biosensor divulgado en el presente documento;
La FIG. 4A es una vista transversal del biosensor de la FIG. 3 a lo largo de la linea 4A-4A;

La FIG. 4B es una vista transversal del biosensor de la FIG. 3 a lo largo de la linea 4B-4B;

La FIG. 4C es una vista transversal del biosensor de la FIG. 3 a lo largo de la linea 4C-4C; y

La FIG. 4D es una vista transversal del biosensor de la FIG. 3 a lo largo de la linea 4D-4D;

Descripcion detallada de la invencion

En el presente documento se describen dispositivos biosensores y procedimientos de uso. En una realizacién, el
sensor incluye una camara de reacciéon y una camara de deteccion. Dentro de la camara de reaccién hay sitios de
unién inmovilizados que se unen al analito de interés o a especies relacionadas con el analito de interés. Asimismo, en
esta camara hay una especie de sonda que se puede detectar en la cdmara de deteccién y que se puede conjugar con
una especie que se puede unir al sitio de unién inmovilizado o que se puede unir a una especie que se une al sitio de
unién inmovilizado. En lo sucesivo, esto de denominara la sonda conjugada. La sonda conjugada y el sitio de unién
inmovilizado son tales que la presencia del analito de interés en la muestra modifica la interaccién de la sonda
conjugada y el sitio de unién inmovilizado. Por ejemplo, cuando esta presente, el analito puede bloquear la unién de la
sonda conjugada al sitio de unién inmovilizado. Como alternativa, el analito puede proporcionar un sitio de unién para la
sonda conjugada, de este modo se incrementa la cantidad de sonda conjugada unida. En cualquiera de las
realizaciones, la presencia del analito modifica la cantidad de la sonda conjugada unida en la cadmara de reaccion.

La camara de reaccién se puede disponer de tal manera que, una vez que han tenido lugar las reacciones de unié con
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la sonda conjugada en la medida deseada, el liquido de la cdmara de reaccion se transfiere a la camara de reaccién,
transfiriendo con él la sonda conjugada libre y dejando atras la sonda conjugada unida. En la camara de deteccion se
puede detectar la cantidad de sonda conjugada libre. Por ejemplo, los electrodos en la camara de deteccién se pueden
usar para detectar electroquimicamente el nivel de sonda conjugada en la camara de deteccién. La reaccion
electroquimica puede determinar si el analito diana esté presente/ausente y/o determinar la concentracion del analito
diana en base a la cantidad de sonda conjugada en la camara de deteccion.

Un ejemplo de un biosensor 20 ilustrado en las FIG. 1 y 2 incluye una cdmara de deteccion 28, que comprende una
célula electroquimica y una camara de reaccion 22 que contiene sitios de unioén inmovilizados y una sonda conjugada.
La camara de deteccion 28 y la camara de reaccion 22 se pueden preparar formando una abertura que se extiende a
través de una lamina de material espaciador eléctricamente resistivo 36. La abertura se puede conformar de un modo
tal que defina una pared lateral de la camara de reaccion 22 y la cdmara de deteccion 28, asi como un paso para la
muestra 38 entre las camaras 22, 28. Extendiendo la abertura desde un extremo proximal 24 de la camara de reaccion
22 a través de un borde 37 del sensor 20 también se forma una entrada 25 para la muestra. En una realizacion, el
espesor de la lamina 36 define la altura de la camara de reaccién 22 y la camara de deteccion 28 y las camaras
pueden tener la misma altura. De acuerdo con esta realizacién, la fuerza capilar en la cdmara de deteccion debe ser
mayor que la de la camara de reaccién. Esto se puede conseguir modificando las superficies de la camara de reaccion
y/o la cadmara de deteccién o mediante la adicion de materiales de llenado, tales como los que se divulgan en el
presente documento, a la camara de deteccion.

En otro ejemplo, la altura de la camara de reacciéon 22 es mayor que la de la camara de deteccion 28. Se puede
preparar una camara de reaccion 22 de mayor altura que la cdmara de deteccion 28 mediante, por ejemplo, la
estratificacion de multiples laminas internas 32, 34, 26 y/o laminas de sellado externas 42,46 juntas. Por ejemplo, en la
FIG. 2, la ldmina media 36 del sensor 20 tiene una abertura que define las paredes laterales de la cdmara de reaccion
22 y la camara de deteccion 28, tal como se ha descrito anteriormente. Después, la lamina media 36 se introduce entre
una o mas capas adicionales 32, 34, teniendo las capas adicionales 32, y 34 una abertura correspondiente Unicamente
a la camara de reaccion 22. Con respecto a la cdmara de deteccion 28, las capas 32 y 34 definen las paredes del
fondo 60, 62 (Es decir, las superficies superior e inferior) de la cdmara En esta realizacién, las paredes del fondo 60 y
62 de la camara de deteccion comprenden los electrodos 54 y 52, conectables eléctricamente, a través de medios de
conexién, a un circuito de medicién. Los electrodos se describen mas detalladamente mas adelante.

En un aspecto, los electrodos 52 y 54 se pueden colocar en conexion eléctrica con un medidor (no mostrado) a través
del terminal de conexion 66. El terminal de conexién permite que un medidor (no mostrado) se comunique
eléctricamente con los electrodos 52 y 54 en la cdmara de deteccién 28 a través de cables conductores eléctricos (no
mostrado). El medidor en conexion con el area de conexion 66 puede aplicar un potencial entre los electrodos 52 y 54
en la cadmara de deteccién 28 y detectar las sefiales eléctricas generadas durante una reaccién electroquimica.

En funcionamiento, el usuario introduce primero la muestra en la primera camara, la camara de reaccion 22, del sensor
a través de la entrada para muestras 25. La muestra se puede introducir en la cdmara de reaccién mediante la ayuda
de accién capilar o de disipaciéon. La cdmara de reaccion puede incluir un orificio de ventilacién 26 abierto a la
atmosfera, lo que permite la salida del aire desplazado por la muestra. La muestra se introducira en la primera camara
hasta que se ha llenado hasta el orificio de ventilacion 26 de la camara de reaccién, momento en el cual se dejara de
llenar. El volumen de la camara de reaccion 22 se escoge de modo que sea al menos igual al, y preferentemente
mayor que, volumen de la cdmara de deteccién 28.

El circulo 30 de la FIG.1 indica una abertura que atraviesa las capas 32, 34 y/o 36, pero no las capas 42 y 46. Dado
que las capas 42 y 46 no estan agujereadas inicialmente, la Unica salida a la atmésfera de la camara de deteccién 28
es a través del paso para muestras 38 que se abre desde la cadmara de reaccién 22. Por tanto, cuando la cadmara de
reaccion 22 se llena con la muestra, queda aire atrapado en la cdmara de deteccion 28, que sustancialmente evita que
se mezcle con la muestra. Una pequefia cantidad de muestra puede entrar en la camara de deteccion 28 durante el
tiempo entre que la muestra entra en contacto por primera vez con la abertura 38 que va a la camara de deteccion 28 y
entra en contacto con la parte mas alejada de la abertura 38. No obstante, una vez que la muestra ha pasado
completamente a través de la abertura 38 hacia la camara de deteccion 28, no tendra lugar mas llenado de la camara
de deteccion 28.

La abertura de un orificio de ventilacién 56 a la atmésfera permite la salida del aire atrapado en la camara de deteccion
28, de modo que permite que la camara de deteccion28 se llene con la muestra reaccionada procedente de la camara
de reaccion 22. el orificio de ventilacion 56 puede abrirse de diversos modos, incluidos, por ejemplo, perforando una
capa externa del dispositivo, eliminando una porcién de la capa externa del dispositivo y/o arrancando una porcion del
dispositivo.

Cuando el orificio de ventilacion esta abierto, la muestra que ha reaccionado se introducira en la camara de deteccién
28 debido a la mayor fuerza capilar en la cdmara de deteccidén 28 comparada con la presente en la camara de reaccién
22. En una realizacion, el incremento de la fuerza capilar se proporciona recubriendo de forma adecuada las superficies
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de la camara de deteccion 28 o, mas preferentemente, escogiendo la distancia capilar para que la camara de deteccion
28 sea menor que la de la cdmara de reaccién 22. En esta realizacion, la distancia capilar se define como la dimensién
mas pequefna de la camara. Un experto en la técnica apreciara que las fuerzas capilares en las camaras de reaccion
y/o de deteccion se pueden crear variando una serie de factores. Las fuerzas capilares en camaras finas se tratan en,
por ejemplo, la patente de EE.UU. n® 6.823.750, titulada “Procedimiento de prevencion la toma de muestras corta de un
dispositivo de llenado por capilaridad o por disipacion”, que se incorpora en el presente documento por referencia en su
totalidad.

Una realizacién de ejemplo de un biosensor 120 que incluye tres camaras se ilustra en las FIG. 3 a D. El inmunosensor
incluye una cdmara de llenado 107 ademas de una camara de reaccion 122 y una camara de deteccion 128. En censor
120 se puede formar a partir de multiples capas tal como se ha descrito con anterioridad, que incluyen, por ejemplo,
una capa de sellado 142, una capa inferior 134, una capa espaciadora 136 y una capa superior 132. En un aspecto,
cada capa comprende un material de aislamiento, mientras que las capas superior e inferior 132, 134 incluyen
adicionalmente una pelicula conductora de la electricidad como se trata con mayor detalle a continuacion. Eliminando
las porciones de las capas en diferentes puntos del sensor se forman una camara de llenado (107), una camara de
reaccién 122 y una camara de deteccién 128. Ademas, exponiendo las porciones de la pelicula conductora de la
electricidad sobre las capas superior e inferior 132, 134 proporciona los electrodos 152, 154 para realizar las
reacciones electroquimicas y proporciona areas de contacto eléctrico 101, 102, 103 para conectar eléctricamente el
sensor a un medidor.

La camara de llenado 107 recibe la muestra del paciente y usuario y proporciona un reservorio de muestras para llenar
las otras dos cdmaras. La cdmara de reaccidén 122 y la cdmara de deteccién 128 estan en comunicacién fluida con la
camara de llenado 107. Para ayudar a mover el fluido entre camaras, la cdmara de deteccion 128 puede incluir un
orificio de ventilacion 130 que inicialmente estd cerrado. Una vez que una muestra ha reaccionado en la camara de
reaccion, el orificio de ventilacién 130 se abre de modo que el aire en la camara de deteccién 1208 puede salir a través
del orificio de ventilacion, permitiendo que el liquido de la camara de reacciéon 122 entre en la cdmara de deteccion.
Como se ha tratado anteriormente con respecto al orificio de ventilacion 56, el orificio de ventilacion 130 se puede abrir
de diversos modos, incluido perforar el dispositivo, eliminar una capa externa y/o arrancar una porcién del dispositivo
(es decir, arrancar a lo largo de una perforacién).

El sensor puede incluir un punto de conexion eléctrica 101 que permite que se establezca una conexién eléctrica con
un electrodo inferior 152 y puntos de conexion eléctrica 102, 103 que permiten que se establezca una conexion
eléctrica un electrodo superior 154. La linea discontinua 106 indica una rotura en la pelicula de conduccion eléctrica
que define el electrodo superior 154 sobre la capa superior 132. La rotura puede verse afectada por el patron de la
pelicula conductora cuando se ha fijado o creando la rotura durante la fabricacion. La rotura se puede realizar raspando
la pelicula, retirando parte de la pelicula, grabando quimicamente la pelicula, mediante ablacion con laser de la pelicula
u otros procedimientos de uso habitual. La rotura 106 en la pelicula conductora sirve para, en parte, definir el area del
electrodo activa de la tira aislando eléctricamente el conductor recubierto en la cdmara de deteccién del de la camara
de reaccién, Esto supone una ventaja, ya que puede evitar que cualquier sefal eléctrica que, por otro lado, podria fluir
por las peliculas conductoras en la cdmara de reaccién, efectle los resultados del andlisis.

El sensor 120 puede también incluir un punto de contacto 103 que permita al usuario conectar eléctricamente a la
porcién de la pelicula conductora en contacto con la camara de reaccion 122. A medida que la camara de reaccion 122
se llena con la muestra, la monitorizacion del punto de contacto 103 permite detectar una sefial que indique al medidor
que la tira se ha llenado con éxito y que puede comenzar una secuencia de analisis. Con el fin de conseguir esto con la
realizacién de la invencién que se muestra en las FIG. 3 a 4D, se podria establecer una conexién eléctrica con la
pelicula conductora inferior en el punto de contacto 101 y con la pelicula conductora superior en la camara de reaccion
en el punto de contacto 103. A continuacién, se aplicaria un potencial entre los dos puntos de conexion (101, 103) y las
actuales tension y/o resistencia eléctrica monitorizadas para determinar cuando ha entrado la muestra en la camara de
reaccién. Este potencial puede ser un potencial de CC o puede ser un potencial que varia con el tiempo, tal como un
potencial de CA o una serie de pulsos de potencial de onda cuadrada con polaridad alterna. Monitorizando la corriente
que fluye como resultado de la aplicacion del potencial, o la tensién requerida para pasar una corriente predeterminada,
se puede obtener una indicacion de cuando las peliculas conductoras en la cdmara de reaccién comienzan a
humedecerse.

El area de conexién 101 para poner en contacto eléctricamente una capa inferior 134 portando la pelicula conductora
inferior se puede formar extendiendo la capa inferior 134 hasta pasado el final de una capa espaciadora 136 y la capa
superior 132. El area de contacto 102 se forma eliminando las secciones de las capas 134 y 136 para exponer una
seccion de la capa superior 132. El area de contacto 103 se forma de un modo similar eliminando una seccién de la
capa inferior 134 y la capa espaciadora 136 como se muestra en la FIG. 4D (seccion transversa 4D- 4D en FIG. 3).

La camara de llenado 107 se puede formar eliminando secciones de la capa inferior 134 y la capa espaciadora 136,
pero dejando la capa superior 132 y la capa de sellado 142 intactas. La capa de sellado 142 se puede adherir a la cara
externa de la capa 134 y puede servir, con los lados de las secciones de corte en las capas 134 y 136 y la capa 132,
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para formar un canal capilar que sea capaz de introducir la muestra mediante accion capilar. Este canal se ilustra en la
FIG. 4A (seccion transversal 4A-4A en la FIG. 3).

La camara de reaccion 122 se forma eliminando una seccion de la capa espaciadora 136, pero dejando las capas 134
y 132 intactas. Esto forma un espacio capilar donde la altura del espaciador capilar es menor que la altura de la camara
de llenado 122. Esto permite que las fuerzas capilares extraigan liquido de la camara de llenado 122 y lo introduzcan
en la camara de reaccién 128 mediante accién capilar. La pequeia altura de la camara de reaccion también puede
permitir un mezclado relativamente rapido de los componentes en la cadmara de reaccion. En un aspecto, la camara de
reacciéon 122 se abre en el borde(s) lateral(es) de la tira para permitir que al aire salga cuando el liquido llena la camara
de reaccion.

La camara de detecciéon 128 se forma de un modo similar al de la cdmara de reaccion 122 eliminando una seccion de
la capa espaciadora 136, pero dejando las capas 134 y 132 intactas. Inicialmente, la camara de deteccién 128 se abre
a la camara de reaccion 122 por un extremo, pero no tiene otras aberturas.

El orificio de ventilacion 130 se incorpora en la camara de deteccién 128 eliminando la secciones o perforando la capa
superior 132 (o la capa inferior 134). Una capa 146 mostrada en la FIG. 4B (seccién transversal 4B-4B in FIG. 3) se
puede laminar en la cara superior de la tira para sellar la abertura. Como alternativa, si se elimina una porcion de la
capa inferior 134, la capa de sellado 142 se puede agujerear/eliminar para abrir el orificio de ventilacion 130.

Cuando la muestra de liquido llena la camara de reacciéon 122, como parte del procedimiento de llenado salvara la
abertura de la camara de deteccidn 128. Por tanto, cuando el liquido llena la cdmara de reaccién 122 de modo que sale
por la abertura de la camara de deteccion 128, el aire queda atrapado en la camara de deteccion 128 y evita que entre
mas liquido. Esto permite conservar el liquido en la cdmara de reaccidon 122 mientras estan realizandose las
reacciones de union. Después de un tiempo predeterminado en el que cualquier reacciones de unién que podrian
producirse en la camara de reaccion 122 han progresado en la medida deseada, las capas 142 o 146 son perforadas
por medios de perforacion (o se eliminan/arrancan) para permitir que el aire salga de la camara de deteccion 128, de
modo que el liquido se transfiere desde la cdmara de reaccion 122 a la camara de deteccion 128. La dimension
transversal de la camara de deteccion 128 permite que la accidn capilar llene la camara de deteccion.

Un experto en la técnica apreciara que el inmunosensor descrito en el presente documento puede tener varias
configuraciones alternativas tales como, por ejemplo, la forma del sensor, el nUmero de cdmaras, la configuracién del
electrodo y/o la colocacién de los puntos de contacto eléctrico. Por ejemplo, otros dispositivos sensores que se ilustran
en diversas realizaciones alternativas de sensores se divulgan en una solicitud de EE.UU. titulada “Procedimiento y
Aparato para Andlisis Electroquimicos”, presentada junto con la presente. Ademas, un experto en la técnica apreciara
que, aunque los sensores ilustrados usan orificios de ventilaciéon para controlar el flujo de fluido entre camaras, también
se contempla otras realizaciones de direccion de fluido. Por ejemplo, una barrera fisica entre la camara de reaccién y la
camara de deteccién podria eliminarse o abrirse para permitir el flujo de fluido entre camaras. Los sensores descritos
en el presente documento podrian también incluir elementos de bombeo para mover los fluidos por el dispositivo.

El inmunosensor de la presente invencion incluye los electrodos 52, 152 y 54, 154, como se ha descrito con
anterioridad. En ciertas realizaciones se puede usar una configuraciéon de electrodos distinta de la relacién en opuesto
ilustrada en las Figuras, por ejemplo una relacién de uno al lado del otro o una relacién en desplazamiento. Los
electrodos pueden tener un tamafio idéntico o sustancialmente similar o pueden ser de diferentes tamafos y/o
diferentes formas. Los electrodos pueden comprender el mismo material conductor o materiales diferentes. Para los
expertos en la técnica seran evidentes otras variaciones en la configuracién, espaciacién y construccién o fabricacién
del electrodo.

En una realizacion, los electrodos se montan en una relacion opuesta en paralelo a una distancia inferior o igual a 500,
450, 400, 350, 300, 250, o 200 micrémetros, y, mas preferentemente, de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, o 50 micrémetros a aproximadamente 75, 100, 125, 150, o 175 micrémetros. No obstante, en ciertas
realizaciones puede preferirse que el espacio entre electrodos sea superior a 500 micrémetros, por ejemplo 600, 700,
800, 900, o 1000 micrometros, o incluso superior a 1, 2, 3, 4, 0 5 milimetros.

Al menos uno de los electrodos puede ser un electrodo sensor, es decir un electrodo sensible a la cantidad de agente
redox reducido en el caso antioxidante o del agente redox oxidado en el caso oxidante. En el caso de un sensor
potenciométrico en el que el potencial del electrodo sensor es indicativo del nivel de analito presente, esta presente un
segundo electrodo, que actia como electrodo de referencia, que actla proporcionando un potencial de referencia. En
el caso de un sensor amperiométrico en el que la corriente del electrodo sensor es indicativa del nivel de analito
presente en la muestra, esta presente al menos otro electrodo que funciona como electrodo contador para completar el
circuito eléctrico. Este segundo electrodo puede también funcionar como electrodo de referencia. Como alternativa, un
electrodo adicional (no mostrado) puede realizar la funcién de un electrodo de referencia.

En un aspecto, la pelicula conductora eléctrica que define los electrodos 52, 152, 54, 154 se puede adherir a una
superficie del inmunosensor por medio de un adhesivo. Adhesivos adecuados incluyen, por ejemplo, adhesivos
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termoactivados, adhesivos sensibles a presion, adhesivos termocurados, adhesivos curados quimicamente, adhesivos
de fusion en caliente, adhesivos de flujo caliente y similares. En un aspecto alternativo, la pelicula conductora eléctrica
se prepara recubriendo (p. €j., mediante recubrimiento por bombardeo o impresién con pantalla) una lamina de material
eléctricamente resistente con un material adecuado conductor eléctrico, por ejemplo platino, paladio, carbono, 6xido de
indio, oxido de estafio, 6xidos mixtos de indio/estafo, oro, plata, iridio, mezclas de los mismos, y similares. Los
materiales adecuados para usar como electrodos deberian ser compatibles con los reactivos presentes en el sensor
20, 102. Materiales resistentes eléctricamente adecuado incluyen, por ejemplo, poliésteres, poliestirenos,
policarbonatos, poliolefinas, mezclas de los mismos, y similares.

Reactivos para usar en el inmunosensor, por ejemplo anticuerpo/antigeno inmovilizado, antigeno/anticuerpo unido a
sonda, tampdn, mediador, sustrato enzimatico y similares, pueden estar soportados sobre las paredes de la camara de
reaccion 22, 122 o un soporte independiente contenido dentro de las cdmaras, dentro de una matriz, o pueden ser de
autosoporte. Si los reactivos debe usar de soporte las paredes de la camara o los electrodos, los productos quimicos
se pueden aplicar mediante el uso de técnicas de impresidn bien conocidas en la técnica, por ejemplo impresién con
horro de tinta, impresién con pantalla, litografia y similares. En una realizacién alternativa, se aplica una solucién que
contiene el reactivo a una superficie dentro de una cadmara y se deja secar.

En otra realizacién del inmunosensor descrito en el presente documento, las especies inmunoldgicas y/o reactivos
electroquimicos pueden estar en un soporte y/o contenidos dentro de uno o mas soportes independientes que se
introducen en el sensor. Soportes independientes adecuados incluyen, entre otros, materiales de malla, materiales de
laminas no tejidas, materiales de llenado fibrosos, membranas macroporosas, polvos sinterizados y/o perlas. El sitio de
unién inmovilizado se coloca en al menos una perla magnética. Las ventajas de los soportes independientes incluyen
un area de superficie mayor, de modo que permiten incluir mas sitios de unién inmovilizados y sondas conjugadas en la
camara de reaccion 22, 122. En una realizacion, un anticuerpo inmovilizado y/o sonda conjugada se secan sobre
materiales de soporte, que después se introducen en la camara de reaccion. Como alternativa, el sitio de union
inmovilizado o la sonda conjugada se incorpora sobre un material de soporte y el soporte del otro componente es la
pared e la camara de reaccion. En otra realizacion mas, las paredes de la camara de reaccién son porosas, con el sitio
de unién inmovilizado y/o la sonda conjugada incorporados en ellas. Esto se puede conseguir usando una membrana
macroporosa para formar la pare de la cdmara de reaccién y comprimiendo la membrana alrededor de la camara de
reaccién para prevenir las fugas de muestra del area deseada.

Soportes independientes adecuados incluyen material tal como materiales de malla, materiales de lamina no tejida, y
los materiales de relleno fibroso incluyen poliolefinas, poliésteres, nylon, celulosa, poliestirenos, policarbonatos,
polisulfonas, mezclas de los mismos, y similares. Las membranas macroporosas adecuadas se pueden preparar a
partir de materiales poliméricos, incluidos polisulfonas, difluoruros de polivinilideno, nylon, acetatos de celulosa,
polimetacrilatos, poliacrilatos, mezclas de los mismos, y similares.

En una realizacién, la sonda conjugada también tiene como soporte perlas. Dichas perlas pueden comprender un
material polimérico, por ejemplo agarosa, poliestireno, polimetacrilato, polimetiimetacrilato, opcionalmente alojando un
material magnético (tal como gamma Fe203 y Fe304). El material de perla se selecciona de tal modo que se
proporciona el soporte adecuado para el anticuerpo. Dichas perlas pueden incluir las comercializadas como
DYNABEADS® de Dynal Biotech of Oslo, Noruega. Opcionalmente se puede incluir un iman para mantener las perlas
magnéticas en la camara de reaccioén y evitar que se desplacen a la camara de deteccién. Por ejemplo, el sitio de unién
inmovilizado se puede colocar sobre perlas magnéticas dentro de la camara de reaccion.

Uso del sensor para determinar la presencia o ausencia de un antigeno

Como se ha tratado anteriormente, el sensor 20, 120 puede incluir un sitio de uniéon inmovilizado y una sonda
conjugada. Aunqgue la siguiente descripcion se realiza con respecto al sensor 20 de la FIG. 2, sera evidente que
también es aplicable al sensor 120.

En una realizacion, un sitio de unién inmovilizado 44 es un anticuerpo frente al antigeno que se va a detectar y la sonda
conjugada 50 es una enzima unida al antigeno que se va a detectar o un seudo-antigeno del antigeno que se va a
detectar.

Los anticuerpos 44 se pueden adsorber o, por el contrario, inmovilizar de tal modo que no se muevan de la cdmara de
reaccion durante un analisis. Opcionalmente, tras la aplicacion de los anticuerpos 44 a la superficie interna de la
camara de reaccion, se puede aplicar un agente disefiado para prevenir la unidn inespecifica de proteinas a esta
superficie (no mostrado). Un ejemplo de tal agente bien conocido en la técnica es seroalbimina bovina (BSA). Un
tensioactivo no idnico también se puede usar como tal agente, por ejemplo TRITON X100 fabricado por Rohm & Haas
of Philadelphia, Pa., o TWEEN fabricado por IClI Americas of Wilmington, Del. Preferentemente, el tensioactivo no
ionico seleccionado no desnaturaliza proteinas.

Separada de los anticuerpos esta la sonda conjugada 50 (antigeno unido a enzima). Ejemplos de enzimas adecuados
para usar con sondas conjugadas 50 incluyen, entre otros, glucosa oxidasa y glucosa deshidrogenasa. El antigeno
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unido a enzima 50 se puede depositar dentro de la camara de reaccién de tal modo que se puede liberar en la muestra
cuando es humedecido por la muestra. Por ejemplo, el antigeno unido a enzima 50 puede secarse sobre una superficie
dentro de la camara de reaccion, de modo que sélo existe una débil unién entre el antigeno unido a enzima 50 y la
camara de reaccion. En un aspecto, la tasa de disolucion del antigeno unido a enzima 50 se escoge de tal modo que la
sonda conjugada se disolvera en una muestra durante el tiempo necesario para que la muestra llene la camara de
reaccion. De este modo, el antigeno unido a enzima 50 se puede distribuir de forma uniforme a lo largo del area de la
camara de reaccion después del llenado.

En un aspecto, las cantidades relativas del antigeno unido a enzima 50 y del anticuerpo 44 se pueden escoger de
modo que exista un exceso de anticuerpo 44 con respecto al antigeno unido a enzima 50. En un aspecto, un exceso se
define como el exceso que es pequeiio cuando se compara con el nimero de moléculas de antigeno que se van a
detectar en la muestra.

Por tanto, cuando la muestra llena la camara de reaccion, el antigeno unido a enzima 50 se mezcla con la muestra.
Después, se deja suficiente tiempo para que el antigeno unido a enzima 50 entre en contacto con los anticuerpos 44.
Dado que hay un exceso de anticuerpos 44, si no hay antigeno presente en la muestra, sustancialmente todo, o una
gran porcidn, del antigeno unido a enzima 50 se unira a los anticuerpos 44 y, de este modo, sera inmovilizado de forma
eficaz. Si el antigeno diana estd presente en la muestra, el antigeno diana entrard en contacto y se unira a los
anticuerpos 44, bloqueando la union de al menos parte del antigeno unido a enzima 50 con los anticuerpos 44. De este
modo, cuando hay antigeno diana presente en la muestra, al final de la etapa de reaccién el antigeno unido a enzima
50 (o al menos una porciéon mensurable del mismo) permanecera moévil en la muestra y podra moverse hacia la camara
de deteccion. Por el contrario, si no hay antigeno diana presente en la muestra, el antigeno unido a enzima 50 quedara
inmovilizado en la camara de reaccién 48 (o al menos una reduccion mensurable en la cantidad que quede mévil en la
muestra). Un experto en la técnica apreciara que no es necesario un exceso de anticuerpo 44 y que, como alternativa,
las cantidades relativas del antigeno unido a enzima 50 y el anticuerpo 44 pueden ser iguales o puede haber un exceso
de antigeno unido a enzima 50.

En una segunda realizacion, el sitio de union inmovilizado 44 es un anticuerpo que se puede unir a un sitio en el
antigeno diana y la sonda conjugada 50 incluye una enzima acoplada a un anticuerpo que se puede unir a un antigeno
diana unido. Una ventaja de usar anticuerpos para el sitio de unién inmovilizado y para la sonda conjugada es que los
reactivos de union diana pueden estar mezclados completamente y secarse juntos durante la fabricacion de la tira.

La distancia por la que las dianas de unién deben difundir puede ser mas corta, lo que potencialmente acorta el tiempo
necesario para realizar el ensayo.

Cuando la muestra entra en la cdmara de reaccién, el sitio de unién inmovilizado en la camara de reaccién se puede
unir a un sitio sobre el analito de interés. La sonda conjugada puede incluir un segundo anticuerpo que puede unirse a
un segundo sitio sobre el antigeno diana unido al sitio de unién inmovilizado. Cuando una muestra que contiene el
analito de interés llena la camara de reaccion, la sonda conjugada y el sitio de union inmovilizado se mezclan con la
muestra y el analito de interés se une en un sitio a la sonda conjugada y en un segundo sitio al de unién inmovilizado.
De este modo. el analito forma un enlace que inmoviliza una fraccion de la sonda conjugada, en la que la fraccion
inmovilizada se puede usar para detectar la presencia y/o cuantificar la concentracién del analito en la muestra. Por
ejemplo, la cantidad de sonda conjugada inmovilizada se puede cuantificar observando el descenso de la cantidad de
sonda conjugada libre que se transfiere a la camara de deteccion.

En otra realizacién mas, el sitio de unién inmovilizado 44 puede ser un antigeno diana y la sonda conjugada 50 puede
comprender una enzima acoplada a un anticuerpo que se puede unir a al analito de interés. El sitio de unién
inmovilizado y la sonda conjugada se colocan por separado en la cdmara de reaccién para evitar o reducir cualquier
reaccion antes de la introduccion de la muestra.

Cuando una muestra que contiene el antigeno diana llena la camara de reaccion, el antigeno diana en la muestra
puede unirse a la sonda conjugada (anticuerpo), reduciendo la cantidad de sonda conjugada que se une al sitio de
unién inmovilizado (antigeno). Por tanto, la presencia o ausencia del antigeno diana modifica la cantidad de la sonda
conjugada unida en la camara de reaccién. La fraccién inmovilizada se puede usar para detectar la presencia y/o
cuantificar la concentracion del analito en la muestra. Por ejemplo, la cantidad de sonda conjugada inmovilizada se
puede cuantificar observando el descenso de la cantidad de sonda conjugada libre que se transfiere a la camara de
deteccion.

En un aspecto, los sitios de union inmovilizados y/o la sonda conjugada estan unidos a las perlas. Por ejemplo, los
sitios de union inmovilizados (antigeno) se colocan sobre perlas magnéticas que se secan sobre una superficie de la
camara de reaccion y la sonda conjugada (anticuerpo) se puede secar sobre otra superficie de la camara de reaccion.
Las perlas sobre las que el antigeno se inmoviliza también pueden ser perlas magnéticas cuya salida de la camara de
reaccion es evitada por medio de un campo magnético. Cuando la muestra llena la camara de reaccion, el antigeno en
la muestra se une al anticuerpo de la sonda conjugada y evita que el sitio de unién inmovilizado (antigeno) se una a la
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sonda conjugada, lo que deja a la sonda conjugada libre para pasar a la camara de reaccion.

Como se ha mencionado anteriormente, las perlas pueden tener caracteristicas tales que permanezcan en la camara
de reaccion cuando la muestra se transfiere a la cdmara de deteccion. Por ejemplo, las perlas paramagnéticas se
pueden alinear con lineas de campo de un campo magnético aplicado, de modo que son sujetadas por el campo y, de
este modo, se evita que se transfieran con la muestra a la camara de deteccion. El campo magnético se puede aplicar
por cualquier dispositivo adecuado, tal como un electroiman, o, en una realizacién alternativa, cuando se desee
minimizar el consumo de electricidad, el campo magnético se puede aplicar mediante un iman permanente. En una
realizacién, el iman o imanes se pudieron colocar de modo que estuvieran mas cerca del lugar en la camara de
reaccion de la sonda conjugada y mas lejos de la localizacion en la cdmara de reaccién de las perlas paramagnéticas.
Con esta disposicion, las perlas tendera a moverse hacia, y mezclarse con, la sonda conjugada bajo la influencia del
campo magnético. Una vez que las perlas se han movido y se han mezclado con la sonda conjugada, el campo
magnético aplicado tendera a evitar que las perlas se muevan a ligares con una concentracion menor de lineas de
campo magnético, por tanto las perlas se inmovilizaran en la cdmara de reaccion mediante el campo magnético.

Con independencia de la configuracion el sitio de unién inmovilizado y la sonda conjugada, después de las reacciones
de la mezcla dentro de la camara de reaccion, la muestra que ha reaccionado se mueve hacia la camara de deteccion.
Esto se puede producir a un tiempo predeterminado después de que la mezcla se ha introducido en la camara de
reaccién. Por ejemplo, el tiempo predeterminado se puede fijar de un modo tal que haya suficiente tiempo para que se
una sustancialmente toda la sonda conjugada. En un aspecto, el tiempo de residencia de la muestra en la cdmara de
reaccién puede calcularlo un usuario manualmente. Como alternativa, el tiempo de residencia se puede calcular
electrénicamente con un medidor en contacto eléctrico con el sensor.

En una realizacién, el tiempo de residencia de la muestra en la cdmara de reaccion se monitoriza mediante electrodos.
Por ejemplo, en el sensor de las FIG. 1y 2, cuando la muestra llena la cdmara de reaccidn 22, una pequefia porcion de
la camara de deteccién 28 en su abertura 38 en la cdmara de reaccion 22 serd humedecida por la muestra. Los
electrodos 52 y 54 pueden colocarse en la camara de deteccion 28, de modo que al menos una porcion de cada
electrodo 52 y 54 entra en contacto con la muestra durante el llenado de la camara de reaccion 22, de modo que la
presencia de la muestra formara puentes con los electrodos 52 y 54 y crea una sefal eléctrica que se puede usar para
desencadenar el dispositivo de tiempo. En otra realizacién, ilustrada en el sensor de las FIG. 3 y 4, un contacto
eléctricamente separado (contacto 103) usado junto con el electrodo inferior y el area de contacto 101, puede detectar
la presencia de la muestra en la camara de reaccion.

Un tiempo predeterminado después de que la muestra ha entrado en la cdmara de reaccion, la fase de reacci6n
inmunoloégica del analisis se considera completada. Después. el orificio de ventilacion 30, 130 se puede abrir a la
atmésfera. Por ejemplo, se puede usar una aguja activada por solenoide en el medidor se puede usar para agujerear el
orificio de ventilacion. La perforacion se puede realizar de forma automatica mediante el medidor o manualmente por el
usuario, por ejemplo el usuario inserta una aguja a través de la(s) capa(s) que cubren el orificio de ventilacion.

Opcionalmente dispuestos en la camara de deteccién 28. 128 hay reactivos de secado 64 que comprenden un sustrato
enzimatico y un mediador capaces de reaccionar con la parte enzimatica de la sonda conjugada para producir una
sefal detectable. El sustrato y mediador enzimaticos, si estan presentes, pueden estarlo en una cantidad suficiente de
modo que la velocidad de la reaccién de cualquier enzima presente con el sustrato enzimatico esta determinada por la
cantidad de enzima presente. Por ejemplo, si la enzima fuera glucosa oxidasa o glucosa deshidrogenasa, un mediador
enzimatico y un sustrato enzimatico adecuados, tal como glucosa (si no estan ya presentes en la muestra) se
dispondrian en la camara de deteccion 28, 128. En una realizacion alternativa, suficiente glucosa se dispondria en la
camara de reaccién 28, 128 de modo que cualquier variacion en el nivel de glucosa en la muestra entrante no alteraria
e forma significativa la velocidad de la reaccién enzimatica, También se puede incluir un tampdn para ayudar a justar el
pH de la muestra en la cdmara de deteccion 28, 128. En una realizacion, el ferricianuro es un mediador adecuado.
Otros mediadores adecuados incluyen diclorofenolindofenol y complejos entre metales de transicién y especies
heteroatémicas que contienen nitrdgeno. Adicionalmente, se puede anadir un segundo mediador tal como fenazina,
etosulfato y/o 2,3-dimetoxi-5-metil-p-benzoquinona, que estimula una transferencia mas eficaz de electrones desde la
enzima a la especie de ferricianuro. El sustrato enzimatico, el mediador, el segundo mediador y los reactivos tampén 64
pueden estar presentes en cantidades suficientes de modo que la velocidad de la reaccion la enzima con el sustrato
enzimatico esta limitada por la concentracién de la enzima presente.

Cuando la camara de deteccién 28, 128 se llena, los reactivos 64 se disuelven en la muestra. EI componente
enzimatico de la sonda conjugada reacciona con el sustrato enzimatico y el mediador para producir mediador reducido.
Este mediador reducido se oxida electroquimicamente en un electrodo actuando como un anodo en la camara de
deteccion 28, 128 para producir una corriente eléctrica. En una realizacién, la velocidad de cambio de esta corriente
con el tiempo se usa como indicador de la presencia y la cantidad de enzima que esta presente en la muestra
reaccionada. Si la velocidad de cambio de la corriente es menor que (0 mayor que) un valor umbral predeterminado,
indica que no hay presente ninguna cantidad significativa (0 una cantidad significativa) de sonda conjugada 50 en la
muestra reaccionada, lo que indica la presencia (0 ausencia) de antigeno presente en la muestra original, Por el
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contrario, la velocidad de cambio de una corriente mayor que (0 menor que ) un valor umbral predeterminado se puede
usar para indicad la ausencia (o presencia ) de un antigeno en la muestra. En una realizacion, la velocidad de cambio
de la corriente se usa para dar una medida de la cantidad relativa de antigeno inicialmente presente en la muestra. Por
ejemplo, la velocidad de cambio de la corriente se puede usar para determinar la concentraciéon de la sonda conjugada,
que se puede correlacionar con la concentracion del antigeno en la muestra,

Uso de melitina como sonda.

En una realizacion, un antigeno unido a sonda que comprende un complejo antigeno-melitina se puede secar sobre
una pared de la camara de reaccién, como se ha descrito anteriormente. La cdmara de deteccion puede contener un
mediador que comprende ferrocianuro en liposomas o vesiculas lipidicas. Si el complejo antigeno-melitina alcanza los
liposomas, se descargaran y liberaran el ferrocianuro. Esto conduce a una rapida amplificacion de la sefal, es decir
una cantidad pequefa de antigeno libre compite con el complejo antigeno-melitina por los sitios de unién sobre los
anticuerpos y tiene como resultado una alta concentracién de ferrocianuro.

Uso de peroxidasa de rdbano y fosfatasa alcalina en ensayos electroquimicos.

Los ELISA convencionales usan peroxidasa de rabano (HRP) o fosfatasa alcalina (AP) como las enzimas en un ensayo
calorimétrico. No obstante, se han desarrollado sustratos que permiten que estas enzimas se usen en un ensayo
electroquimico. En esta realizacién, la AP se puede usar con p-aminofenilfosfato y la HRP se puede usar con
tetratiafluvaleno.

El siguiente ejemplo no limitante es ilustrativo de los principios y practica de la presente invencion.
Ejemplo

Se realiz6 un ensayo inmunosensor de ejemplo para la proteina C reactiva humana en sangre entera usando perlas
magnéticas recubiertas con proteina C reactiva humana

La proteina C reactiva (CRP) se unié de forma covalente a perlas magnéticas Biomag carboxiladas de 1,5 micrometros
(n® de cat. BM570; Bangs Laboratories, Indianapolis In, EE.UU.). 21,9 ,g de perlas (1 mg) se lavaron 4 veces con MES
(acido morfolinoetanosulfénico) 50 mM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO EE.UU.,) tampdn, pH ,5,2, mediante incubacion
con este tampén y usando un iman para concentrar las perlas en el lateral del tubo y, tras 2 minutos, eliminar el tampén
con una pipeta de transferencia. Después del cuarto lavado, las perlas se suspendieron en un volumen final de 0,34 ml
de MES 50 mM. Se afiadieron 40 ul de EDAD 100 mg/ml (Sigma, St Louis, MO EE.UU.) y, tras 5 minutos se afiadieron
450 ug de CRP en solucion salina tamponada con fosfato (Hytest, Turku Finlandia). Se dej6 incubar las perlas durante
otros 30 minutos a temperatura ambiente. La CRP no unida se elimind usando un imén para concentrar las perlas tal
como se ha descrito con anterioridad. Después, las perlas se bloquearon incubando durante 30 minutos en un tampdn
que contiene Tris 20 mM (2-amino-2-hidroximetil)-1,3-propanodiol), cloruro sédico 0,15M a pH 7,4 (TBS) y 1 mg/ml de
seroalbimina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO EE.UU.) y después se lavé cuatro veces en el mismo tampdn
usando concentracion magnética. Las perlas se almacenaron en TBS/BSA que contiene 0,05% de azida sédica
(Sigma- Aldrich, St Louis, MO EE.UU.).

Conjugado glucosa deshidrogenasa/anticuerpo

La conjugacion de glucosa deshidrogenasa (enzima de E. coli recombinante; Kiikoman Corporation, Chiba, Japén)
GDH y el anticuerpo monoclonal 4C28 clon C2 (Hytest, Turku Finlandia) se consiguié usando el reactivo MBS (M-
Maleimidobenzoil-N-Hidroxisuccinimida éster) en base al procedimiento descrito por O Sullivan y col. (Anal. Biochem.
100 100-108 1979). En este ejemplo, el MBS se hizo reaccionar con los grupos amino en GDH y el intermedio MBS-
GDH se purificd. Después los grupos de maleimida en el complejo SMCC-GDH se hicieron reaccionar con los grupos
sulfhidrilo libres sobre la region bisagra del anticuerpo introducido mediante la reaccién con el reactivo reductor
cisteamina HCI.

1. Reduccion de los disulfuros de la regién bisagra de la IgG

Seis mg de cisteamina HCI (Sigma-Adrich, St Louis, MO, EE.UU.) se incubaron durante 90 minutos a 37°C con 1 ml
de una solucion que contiene 2 mg/ml de AcMo C2 en un tampon que contiene fosfato sodico 0,1M, a pH 7,4; NaCl
0,15M y EDTA 2,5Mm. La reaccién se termind aplicando la mezcla a una columna de desalaciéon (PD-10;
Amerscham) equilibrada en un tampo6n de reaccion y la elucién continué den el mismo tampé6n. Se recogieron
fracciones de medio millito y se combinaron las tres fracciones que contenian la mayor cantidad de proteinas. Este
material se hizo reaccionar con la enzima activada con maleimida en cuanto se combind. La concentracién de
proteina se determiné suponiendo una absorbancia a 280 nm de 1,35 para una soluciéon de 1 mg/ml de anticuerpo
C2.

2. Activacion con maleimida de la enzima
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Al mismo tiempo, 2 mg de GDH se disolvieron en 1,0 ml del tampdn de reaccion y se afiadieron 50 ul de una solucion
que contenia 7,6 mg/ml de MBS (Pierce Rockford Il EE.UU.) en DMSO y se dej6 incubar durante 30 minutos a 37 °C.
La reaccion se terminé aplicando la mezcla a una columna de desalacién PD-10; Amerscham) Equilibrada en el
tampén de reaccion y la elucién continuo en el mismo tampdn. Se recogieron fracciones de medio millito y se
combinaron las tres fracciones que contenian la mayor cantidad de proteinas.

3. Conjugacion del anticuerpo con la enzima

La IgG reducida y la GDH reaccionada con maleimida se mezclaron en la proporcién de 1 mg de Ac a 0,9 mg de GDH y
se incubaron durante la noche a 4°C. La reaccion se termind anadiendo 6 mg de cisteamina HCI y se dej6 incubar
durante otros 15 minutos a temperatura ambiente y, después, se aplicé alicuotas de 1,5 ml para separar las columnas
de desalacién equilibradas y se continué la elucién en un tampén que contenia Tris 20mM y cloruro sédico 0,15M a pH
7,4 (TBS) Se combinaron las tres fracciones de 0,5 ml que contenian la concentracion de proteinas mas elevada de
cada columna. Se anadi6 cloruro célcico hasta una concentracion final de 1 mM, azida sédica hasta una concentracion
final de 0,1% y PQQ concentracion final de 0,05 mg/ml. El conjugado se almacen6 a 4°C antes de usar.

Inmunoensayo convencional para la proteina C reactiva

Los niveles de CRP en las muestras también se determinaron mediante inmunoensayo enzimatico convencional.
Todas las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Los pocillos de microplacas Immulon 11 se revistieron con 50ul de un anticuerpo monoclonal 10 ug/ml C2 en tampédn
TBS durante 60 minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo no unido se eliminé mediante inversion y tiques en la
palca y, después, lavando los pocillos cuatro veces con 200 ul de tampdén TBS que contiene 0,1% de TWEEN 20
(monolaurato de polioxietilensorbitano; Sigma- Adrich, St Louis, MO EE.UU.).

Después, se afnadieron 50 ul de patrones estandar, o muestra que contiene cantidades desconocidas de CRP,
normalmente diluida 100-1000 veces en TBS/TWEEN, a cada pocillo y se dejaron incubar durante una hora mas. El
antigeno no unido se retird6 después mediante el procedimiento de lavado descrito anteriormente. Después, se
anadieron 50 ul de una solucién 220 ng/ml del anticuerpo C6 biotinilado en TBS/TWEEN y se dejé incubar durante
otros 60 minutos. Después de lavar el Segundo anticuerpo no unido se anadieron 50 ul de una dilucién 1/1000 de
neutravidina-peroxidasa de rabano (Pierce Rockford Il EE.UU.) y la reacciéon se dejé progresar durante otros 15
minutos. Por Ultimo, después de lavar para retirar la enzima no unida, la enzima unida se detecté mediante la adicién
de sustrato ABTS (Pierce Rockford Il EE.UU.).

La biotinilaciéon del anticuerpo C6 se llevd a cabo mediante el procedimiento siguiente. Dos miligramos del anticuerpo
monoclonal C6 Hytest, Turku Finlandia) se disolvieron en 1 ml de bicarbonato sédico 50 Mm y se hicieron reaccionar
con 29 ul de una soluciéon de 1 mg/ml de biotina N-hidroxisuccinimida-éster (Pierce) en dimetilsulféxido (Sigma). La
reaccion se dejo progresar durante 30 minutos con agitacion ocasional. La reaccién se termin6 aplicando la mezcla a
una columna de desalaciéon (PD-10; Amerscham) equilibrada en Tris (2-amino-2-hidroximetil)-1,3 propanodiol 20 Mm,
cloruro sddico 0,15M, a Ph 7,4 (TBS) y la elucién continu6é den el mismo tampén. Se recogieron fracciones de medio
millito y se combinaron las tres fracciones que contenian la mayor cantidad de proteinas. El material se almacen6 a 4
¢C. La concentracion de proteina se determiné mediante absorbancia a 280 nm suponiendo que una solucién 1 mg/ml
de C6 tenia una absorbancia de 1,2.

TIRAS SENSORAS
Las tiras sensoras se construyeron del siguiente modo:

1) Redes del electrodo estaban compuestas por Melinex de un espesor de 178 um que se recubrié mediante
bombardeo con una capa de oro. La resistencia superficial del recubrimiento de oro fue 8-12 ohms/sq.

2) el electrodo se recubrié con una solucién de acido 2-mercaptoetanosulfénico 0,3 mM durante 20 segundos v,
después, se secd con un chorro de aire. Este procedimiento mantiene el electrodo hidrofilico y reduce la
contaminacion por hidrocarburos transmitidos por el aire y otros contaminantes,

3) un procedimiento de banda se usé para secar las tiras de quimica (p. €j., reactivos descritos antes) sobre el
electrodo. La banda se transportd hasta pasada una cuchilla fija que realizé un raspado sobre la superficie y ayudd
a definir el area del electrodo de trabajo. Después, la banda se transportd pasadas dos agujas de pipeteo de acero
inoxidable con extremos romos conectadas a una bomba de jeringa, que deposité:

- El reactivo electroquimico (ferricianuro, glucosa, etc.) de modo que solap6 el raspado, y
- El conjugado anticuerpo-enzima en el otro lado del raspado, aproximadamente a 1-2 mm del reactivo

electroquimico.
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4) Las tiras de quimica se secaron sobre secadores de infrarrojos y aire caliente a 50°C.

5) Las formas de las camaras de reaccion y de deteccion se cortaron por contacto leve en el espaciador usando
una herramienta de corte por compresion rotatoria.

6) El espaciador se lamin6 sobre el electrodo de un modo tal que el conjugado de anticuerpo-enzima estaba en la
camara de reaccion y el reactivo electroquimico estaba en la camara de deteccion.

7) La camara de llenado se perfor6 en e bi-laminado usando una matriz macho/hembra.
8) El antigeno unido a perlas paramagnéticas se pas6 a una pelicula aparte del electrodo.

9) El electrodo con las perlas paramagnéticas se unié al bilaminado de la etapa (6) de tal modo que la tira antigeno-
peral estaba opuesta al conjugado anticuerpo-enzima en la cdmara de la reaccion.

10) El orificio de ventilacion en cada sensor se perfor6 en e tri-laminado usando una matriz macho/hembra
macho/hembra.

11) Los orificios de ventilacién y el lado abierto de la camara de llenado se cubrieron con “cinta magica” (3M)
12) La red tri-laminada se singulé para dar los sensores de trabajo.
Deteccion electroquimica de GDH

La solucién contenia 5 mg/ml de 2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-benzoquinona (Adrich, WI EE.UU.) 326mg/ml, ferricianuro
potasico 400mM glucosa en un tampdn que contiene acido citracénico 0,26mg/ml (Sigma) y citraconato dipotasico
13.3mg/ml.

Conjugado

La solucién que contenia GDH 400 ug/ml se diluyé a 100 ug/ml en una solucién que contenia cloruro célcico 1 mM,
BSA 10 mg/ml, &cido citracénico 0,26 mg/ml, citraconato dipotasico 13,3 mg/ml y sacarosa 10 mg/ml.

Perlas magnéticas

La solucién contenia perlas recubiertas con CRP 5mg/ml, sacarosa 100 mg/ml, cloruro célcico 1 mM, &cido citracénico
0,26 mg/ml y citraconato dipotasico 13,3 mg/ml

Preparacién de la muestra

Sangre entera normal heparinizada con un hematocrito del 42% y se us6 una concentracién plasmatica de 1 ug/ml de
CRP para el experimento siguiente. (CRP sangre), A 100 ul de sangre entera se afadieron 10ul de una solucién de
2,5mg/ml de CRP en solucion salina tamponada con fosfato. Se anadieron 10 ul de solucién salina tamponada con
fosfato a otra muestra de 100 ul como control.

Procedimiento del ensayo

En la camara de llenado (Caracteristica 107 de FIG. 3) se afiadieron aproximadamente 5 ul de sangre. La sangre fluyé
para llenar la camara de llenado 107 y la camara de reaccion 122 y se detuvo cerca de la entrada a la camara de
deteccion 128. La sangre disolvié el conjugado de la pared de la cdmara de reaccion 122 y permitio la interaccion de
las perlas magnéticas que fueron arrastradas hacia el fondo de la camara de reacciéon 122 mediante la presencia de un
iman en la camara de reaccion 122. En ausencia de la CRP anadida, la mayoria del conjugado podra unirse a las
perlas magnéticas.

Tras la incubacién durante 40 segundos, se perford el orificio de ventilacién 130 en la FIG. 3. Esto permitié que la
sangre, junto con toda la GDH no unida, fluyera a través de la linea de salida (106) hacia el interior de la cadmara de
deteccion, en la que se inici6 la medida de la corriente eléctrica que fluye entre los electrodos en la camara de
deteccion. La corriente generada por la presencia de GDH en la camara de deteccién se midié durante los siguientes
45 segundos. Los siguientes resultados son de seis muestras por duplicado de sangre control o de sangre que
contiene 250 ug/ml de CRP. Muestran la corriente en pA a 5 segundos y a 45 segundos después de llenar la camara
de deteccion 128. La diferencia en la corriente entre 5 y 45 segundos se us6 como medida de la concentracion de CRP
en la muestra.
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Muestra control Con adicion de 250 ug/ml de CRP
5s 45s Diferencia 5s 45s Diferencia
19,01 27,72 8,71 24,26 40,8 16,54
16,99 26,45 9,46 20,32 37,25 16,93
20,05 28,41 8,36 26,39 47,25 20,86
18,81 31,1 12,29 25,12 50,44 25,32
16,75 24,0 7,05 20,41 39,09 18,68
22,94 34,22 11,28 17,93 35,77 17,84
Media 9,525 19,36
Desviacié 1,77 1,55
n estandar

Como se muestra en la tabla anterior, se produjo una diferencia significativa en la velocidad de cambio de la corriente
entre la muestra control y la muestra a la que se anadié 250 ug/ml de CRP. Por tanto, el inmunosensor podia detectar
la presencia de CRP en la muestra.

Un experto en la técnica apreciara otras caracteristicas y ventajas de la invencion en base a las realizaciones descritas
anteriormente. De acuerdo con lo anterior, la invencion no debe limitarse a lo que se ha mostrado y descrito
particularmente, a excepcién de lo indicado en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un biosensor para usar en la determinacién de la concentracion de un analito en una muestra fisiologica,
comprendiendo dicho dispositivo:

una camara de llenado adaptada para llenarse por via de accién capilar;

una camara de reaccién que incluye un sitio de union inmovilizado y una sonda conjugada, en la que la sonda
conjugada comprende una pareja de unién adaptada para unirse al sitio de unién inmovilizado, en la que el sitio
de union inmovilizado esta colocado sobre al menos una perla magnética, y en la que el sitio de unién
inmovilizado y la sonda conjugada estan colocados sobre diferentes superficies dentro de la camara de reaccién;

una camara de deteccion que incluye electrodos para detectar una reaccién electroquimica en la camara de
deteccion; y un paso para fluido entre la camara de reaccion y la camara de deteccién, en el que la presencia o
ausencia de un analito diana en la muestra de fluido tiene como resultado un cambio en la cantidad de sonda
conjugada unida en la camara de reaccion, siendo el cambio detectable con una reaccion electroquimica en la
camara de deteccion.

2. El biosensor de la reivindicacién 1, en el que el sitio de unién inmovilizado es un antigeno y la pareja de unién es un
anticuerpo.

3. El biosensor de la reivindicacion 1, en el que el sitio de unién inmovilizado es un anticuerpo y la pareja de unién es
un antigeno.

4. El biosensor de la reivindicacion 1, en el que la dimension capilar de la camara de reaccién es menor en cuanto a
tamano que la de la camara de llenado.

5. El biosensor de la reivindicacion 1, en el que la camara de deteccion incluye un orificio de ventilacion.

6. El biosensor de la reivindicacion 5, en el que el orificio de ventilacién puede abrirse perforando una capa exterior del
dispositivo.

7. El biosensor de la reivindicacién 5, en el que el orificio de ventilacion puede abrirse eliminando una porcion de la
capa exterior del dispositivo.

8. El biosensor de la reivindicacion 5, en el que el orificio de ventilacion puede abrirse desgarrando a lo largo de una
perforacion.

9. El biosensor de la reivindicacién 1, en el que la camara de reaccion incluye una abertura hacia la atmésfera.

10. El biosensor de la reivindicacion 1, en el que al menos una perla magnética es secada sobre una superficie interna
de la camara de reaccién.

11. El biosensor de la reivindicacion 1, que ademéas comprende un iman.

12. El biosensor de la reivindicacion 11, en el que el iman esta dispuesto de modo que mueva la al menos una perla
magnética para que entre en contacto intimo con la sonda conjugada después de que la muestra de fluido se haya
introducir en la camara de reaccion.

13. El biosensor de la reivindicacion 1, en el que la sonda conjugada incluye una enzima.
14. El biosensor de la reivindicacion 13, que ademas comprende un mediador y un sustrato enzimatico.

15. Un procedimiento para detectar un analito diana en una muestra de fluido, comprendiendo el procedimiento las
etapas de:

suministrar una muestra a un biosensor definido en la reivindicacién 1;

permitir progresar una reaccién en la camara e reaccion entre un sitio de unién inmovilizado y una sonda
conjugada; y

mover la muestra dentro una camara de deteccion y detectar electroquimicamente el nivel de la sonda conjugada,
en el que la presencia de un analito diana en la muestra tiene como resultado un incremento o una disminucion
en la cantidad de sonda conjugada detectada en la camara de deteccién.

16. El procedimiento de la reivindicacion 15, en el que el sitio de unién inmovilizado incluye un antigeno diana y la
sonda conjugada incluye un anticuerpo adaptado para unirse al antigeno diana.
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17. El procedimiento de la reivindicacion 15, en el que la sonda conjugada incluye una enzima.

18. El procedimiento de la reivindicacion 15, en el que la muestra se desplaza desde la camara de reaccién a la
camara de deteccion por accion capilar.

19. El procedimiento de la reivindicacién 15, en el que la etapa de mover la muestra incluye abrir un orificio de
ventilacién.

20. El procedimiento de la reivindicacion 15, que ademas comprende la etapa de cuantificar la cantidad de antigeno
diana en la muestra en base a las sefales eléctricas recibidas desde la camara de deteccién.

21. Un procedimiento de fabricacién de un biosensor de acuerdo con la reivindicacion 1 para usar en la deteccion de un
analito diana en una muestra de fluido, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

proporcionar una primera capa (136);

eliminar una seccién de la primera capa (136) para formar una parte de camara de llenado (107), una parte de
camara de reaccion (122) y una parte de camara de deteccion (128);

proporcionar una segunda capa (134);
montar un primer lado de la segunda capa (134) a un primer lado de la primera capa (136);

eliminar una seccién de la segunda capa (136) que se extiende sobre la parte de la cadmara de llenado (107), en
registro sustancial con la parte de camara de llenado (107), extendiéndose ademas la segunda capa (134) sobre
la parte de camara de reaccion (122) y la parte de camara de deteccion (128), en el que la parte de camara de
reaccién (122) y la parte de camara de deteccién (128) estan en comunicacién fluida con la parte de camara de
llenado (107);

proporcionar una tercera capa (132);

montar un primer lado de la tercera capa (132) en un segundo lado de la primera capa (136), extendiéndose la
tercera capa (132) sobre la parte de camara de llenado (107), la parte de camara de reaccion (122) y la parte de
camara de deteccion (128);

montar un primer lado de una capa de sellado (142) sobre un segundo lado de la segunda capa (134); de modo
que las capas forman una tira que tiene una pluralidad de superficies exteriores;

formar un paso que se extienda a través de una superficie exterior de la tira hacia el interior de la camara de
deteccion de modo que forme una ventilacion de la cdmara de deteccién (130); y

Situar un sitio de unién inmovilizado (44) y sonda conjugada (50) dentro de la cdmara de reaccion (122).

22. Un procedimiento de fabricacién de un biosensor de acuerdo con la reivindicacion 1 para usar en la deteccion de un
analito diana en una muestra de fluido, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

proporcionar una primera capa (36);

eliminar una seccioén de la primera capa (36) para formar una parte de camara de llenado (107), una parte de
camara de reaccion (22) y una parte de camara de deteccion (28);

proporcionar una segunda capa (34);

montar un primer lado de la segunda capa (34) en un primer lado de la primera capa (36), extendiéndose la
segunda capa (34) sobre la parte de camara de llenado (107), la parte de camara de reaccién (22) y la parte de
camara de deteccion (22);

proporcionar una tercera capa (32);

montar un primer lado de la tercera capa (32) en un segundo lado de la primera capa (36), extendiéndose la
tercera capa (32) sobre la parte de camara de llenado (107), la parte de camara de reaccion (22) y la parte de
camara de deteccion (28);

montar un primer lado de una primera capa de sellado (42) en un segundo lado de la segunda capa (34);

montar un primer lado de una segunda capa de sellado (46) en un segundo lado de la tercera capa (32); de modo
que las capas forman una tira que tiene una pluralidad de superficies exteriores;

formar un paso que se extienda a través de una superficie exterior de la tira hacia el interior de la camara de
16
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deteccion de modo que forme una ventilacion de la camara de deteccién (30); y

colocar un sitio de unién inmovilizado (44) y una sonda conjugada (50) dentro de la camara de reaccién, en el que
bien la altura de la camara de reaccion (22) es mayor que la de la cdmara de deteccion (28), o la camara de
reaccién (22) y la camara de deteccién (28) tienen igual altura y las superficies de la camara de reaccion (22) y/o
la camara de deteccién (28) estan modificadas, o se afladen materiales de llenado a la camara de deteccién (28).

17
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