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DESCRIPCION

Andlisis cuantitativo de una muestra biolégica de cantidad desconocida.
Campo técnico de la invencion

El campo de la invencion corresponde al de los ensayos, en especial los ensayos cuantitativos, y en las realizaciones
preferidas, los ensayos médicos. En las realizaciones mds preferidas, la invencion estd dirigida hacia los ensayos de
las muestras de fluidos corporales, en especial muestras de sangre o suero.

Antecedentes de la invencion

Las practicas médicas y de bienestar modernas emplean cada vez con mayor frecuencia ensayos autoadministrados
y de auto-obtencién de muestras para ensayo. Por ejemplo, en las patentes estadounidenses n° 5.978.466, 6.014.438,
6.016.345y 6.226.378, otorgadas a Richard Quattrocchi y asignadas a la Home Access Health Corporation of Hoffman
Estates, 1llinois, EE.UU., se revela un método de ensayo anénimo de enfermedades humanas. Segun ciertas realiza-
ciones de la materia revelada en los pacientes anteriores, un paciente obtiene una muestra de sangre, normalmente
pinchdndose un dedo, y dejando que la sangre se absorba en una tarjeta absorbente para sangre. Después de que la
tarjeta se ha secado, el usuario envia la tarjeta absorbente para sangre a una instalacién de ensayos médicos donde
se analiza para determinar si el paciente padece una enfermedad especifica. El usuario podrd entonces comunicarse
anénimamente con las instalaciones para recibir el resultado del ensayo.

Puede utilizarse la materia de las patentes anteriores en conexion con los ensayos para determinar la presencia de
anticuerpos humanos dirigidos contra los antigenos virales en la sangre, por ejemplo, para determinar si un paciente
estd infectado con VIH (virus de inmunodeficiencia humana) o con el virus de la hepatitis. En otro documento, la
patente estadounidense n°® 5.435.970, otorgada a Mamenta et al. y asignada a Environmental Diagnostics, Inc. de
Burlington, Carolina del Norte, EE.UU., se revela un instrumento para la separaciéon de células sanguineas de los
fluidos bioldgicos, por ejemplo, para separar el suero de la sangre entera. El instrumento revelado en la patente n°
5.435.970 tiene como objetivo permitir el envio y ensayo de una muestra de sangre.

Las tarjetas absorbentes de muestreo para sangre y suero conocidas dentro del estado de la técnica son adecuadas
para el empleo en la obtencién de muestras para realizar ensayos cualitativos; esto es, ensayos para determinar la
presencia o ausencia de un compuesto dado en sangre o una condicién médica particular. Sin embargo, hasta ahora las
tarjetas absorbentes para muestras de sangre y suero han sido relativamente insatisfactorias en el ensayo cuantitativo
de muestras de sangre y suero.

Por ejemplo, el protocolo de bienestar general indica los valores del colesterol total de un paciente, que es el
nimero de miligramos de colesterol total en un decilitro de sangre. Frecuentemente el valor se emplea conjuntamente
con el perfil de lipidos completo, donde se indican los niveles de triglicéridos, colesterol debido a LAD (lipoproteina
de alta densidad) y a LBD (lipoproteina de baja densidad) en la sangre de un paciente. Puede resultar muy dificil
determinar la cantidad de sangre o suero que estd presente en la tarjeta absorbente para sangre o suero. Especialmente
cuando la tarjeta absorbente para sangre o suero ha sido autopreparada por una persona sin capacitacion médica, es
dificil saber con certidumbre si la tarjeta ha sido “llenada insuficientemente” con una cantidad menor de la necesaria
de sangre o suero o “llenada excesivamente” con una cantidad mayor de la necesaria. Si la cantidad de sangre o suero
varia aln en una cantidad pequefia por encima o debajo del nivel esperado, la utilidad del ensayo cuantitativo podria
reducirse seriamente. Por ejemplo, en general se piensa que el valor de colesterol total de una persona deberd ser
menor de 200 mg/dl, los valores de colesterol mayores de 240 mg/dl se consideran altos y los valores de colesterol
intermedios se consideran limitrofes. Un margen de error del 10% en una determinacién de colesterol de 220 mg/dl
no proporciona informacidn sobre si el nivel de colesterol del paciente es bajo, intermedio o alto.

Reconociendo estos problemas, mediante las técnicas en el estado de la técnica se ha tratado de ofrecer una deter-
minacién cuantitativa de los niveles del analito en una muestra de sangre. Por ejemplo, la patente estadounidense n°
6.040.135, otorgada a Steven Tyrell y asignada a Biosafe Laboratories, Inc. Chicago, Illinois, EE.UU., divulga un mé-
todo para la correccion del volumen de sangre en una determinacién del analito sérico. El método que supuestamente
se revela en este documento es limitado y en general se considera relativamente insatisfactorio.

La invencion busca mejorar los métodos de ensayo de las técnicas en el estado de la técnica y proporcionar un méto-
do para el ensayo cuantitativo de muestras modificadas tales como muestras de manchas secas de sangre y de suero.

La invencion

La invencion ofrece varias realizaciones en el campo de los ensayos, en especial de los ensayos médicos. De
acuerdo con un primer aspecto de la invencidn, se ofrece un método para la determinacién del nivel de un analito en
sangre a partir de una solucién formada a partir de una muestra de fluido sanguineo seco, siendo dicha muestra del
fluido sanguineo una muestra de plasma o suero que comprende:

en cualquier orden, la medicioén del nivel de analito en dicha solucién, medicién del nivel de un primer analito
normalizador seleccionado entre un grupo formado por contenido de sodio, contenido de cloruro, y osmolalidad y
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medicién del nivel de un segundo analito normalizador seleccionado entre el grupo formado por contenido de sodio,
contenido de cloruro, y osmolalidad; y

la medicion del nivel del analito en la sangre de la que se obtuvo la muestra de fluido sanguineo basdndose en
dicho nivel del analito en la solucidn, el nivel del primer analito normalizador en dicha solucidn, y el nivel del segundo
analito normalizador en dicha solucién, mediante el célculo del promedio ponderado del nivel del primer y segundo
analitos normalizadores en dicha solucién. La invencién no estd limitada al campo de los ensayos médicos, sino que,
por lo contrario, también resulta util con respecto a otras formas de ensayo.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencidn, se presenta un método para la determinacion de la concentra-
cién de un analito en una muestra de fluido corporal a partir de una solucién formada por una muestra de sangre entera
seca, que comprende:

en cualquier orden, la medicién del nivel de un analito en dicha solucién, la medicién del nivel de un primer analito
normalizador en dicha solucién seleccionado entre un grupo formado por contenido de sodio, contenido de cloruro
y osmolalidad, y la medicién del nivel de un segundo analito normalizador en dicha solucién seleccionado entre el
grupo formado por contenido de sodio, contenido de cloruro y osmolalidad; y

la medicion del nivel del analito en la muestra de la que se obtuvo dicha muestra modificada basidndose en dicho
nivel del analito en dicha solucion, el nivel del primer analito normalizador en dicha solucidn, y el nivel del segundo
analito normalizador en dicha solucién, mediante el cdlculo del promedio ponderado del nivel del primer y segundo
analitos normalizadores en dicha solucién.

En realizaciones alternativas, la invencién incluye ademads un recolector de fluidos que incluye un sustrato absor-
bente recubierto con un sacérido. Estas realizaciones también incluyen un instrumento que incluye el recolector (como
se describe a continuacién).

A continuacién se describen otras caracteristicas de las realizaciones preferidas de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 es un organigrama que representa los pasos en un método para calcular el nivel de un analito en sangre
de la que se obtuvo una muestra de sangre.

La Fig. 2 es un organigrama que representa los pasos en un método alternativo para calcular el nivel de un analito
en sangre de la cual se obtuvo una muestra de sangre.

La Fig. 3 es un organigrama que representa los pasos en un método para proporcionar la informacién sobre el
resultado de un ensayo a un usuario.

La Fig. 4 es una representacion de un registro en una base de datos donde se establece una correlacién entre la
informacién del resultado del ensayo y el niimero de un ensayo.

La Fig. 5 es un organigrama que representa los pasos en un método de preparacién de una base de datos de
resultados y nimeros del ensayo.

La Fig. 6 es un organigrama que representa los pasos en un método de preparacién de una base de datos de los
niveles del analito en sangre, niveles del analito en solucién y niveles del analito en la solucién normalizadora.

La Fig. 7 es una representacion de un registro en una base de datos que contiene la informacion sobre el nivel
del analito en sangre, informacién del nivel del analito en solucién e informacién del nivel del analito en la solucién
normalizadora.

La Fig. 8 es una ilustracién esquemadtica donde se muestran las diversas comunicaciones entre un cliente, instala-
ciones que proporcionan resultados y otros en conexién con un protocolo de ensayo.

La Fig. 9 es un plano en perspectiva del anverso de un instrumento de recoleccién de sangre que es titil conjunta-
mente con la invencién.

La Fig. 10 es un plano en perspectiva del reverso del instrumento que aparece en la Fig. 9.
Descripcion de las realizaciones preferidas

La invencidn es aplicable a los ensayos de cualquier muestra que se modifica a partir de la forma original antes del
ensayo. Con mayor frecuencia, la muestra es una muestra seca, que se ha secado para facilitar su almacenamiento o

transporte o por alguna otra razén. En las realizaciones preferidas de la invencién, la muestra es una muestra médica, y
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en realizaciones muy preferidas de la invencién, la muestra es una muestra de fluido sanguineo, que se observa como
una mancha de sangre seca, una mancha de suero seco (por ejemplo, como se obtiene con el instrumento revelado
en la patente estadounidense 5.435.970, o el que aparece en la patente estadounidense 4.839.296 otorgada a Kennedy
et al. y asignada a Chem-Elec, Inc. de North Webster, Indiana, EE.UU.), u otra muestra de fluido sanguineo. La
invencion es aplicable al ensayo de la muestra modificada para cualquier uso adecuado, y en especial para el ensayo
de cualquier analito en la muestra. Por ejemplo, cuando la muestra es una muestra de fluido sanguineo, el ensayo
podria ser un ensayo especifico del antigeno de la prostata (PSA), alanina-amino-transferasa (ALT), lipidos, como
los triglicéridos, lipoproteina de alta densidad (LAD), lipoproteina de baja densidad (LBD) o cualquier otro analito
de interés. La invencidn es aplicable a la determinacién del nivel de analito en la muestra original, por ejemplo,
el nivel de colesterol total en la sangre de la cual se obtuvo la muestra de fluido sanguineo. El “nivel” del analito
puede expresarse en unidades adecuadas, por ejemplo concentraciéon molar, concentracidon por peso, o similares. Se
prefiere particularmente el suero sanguineo, pero se considera que podrdn emplearse otras fracciones tales como
células, plaquetas, gammaglobulinas, plasma o similares. Mds generalmente, cualquier fluido corporal es susceptible
de andlisis usando la invencién. Teniendo en cuenta todo lo anterior, se describirdn en mayor detalle las realizaciones
preferidas de la invencién con respecto a la determinacion del perfil de lipidos en una muestra de sangre, pero debera
entenderse que la invencidn no se limita sélo a ello.

Las instalaciones o cualquier otra entidad que realiza el ensayo de la muestra de fluido sanguineo podra ser o no
ser la misma entidad que la que calcula el nivel del analito en la muestra del fluido sanguineo o la entidad que recibe
una solicitud de informacion por parte de un usuario e informa sobre los resultados del ensayo a dicho usuario. Para
ensayar la muestra de fluido sanguineo, la entidad donde se hard el andlisis recibe inicialmente la muestra que se eluye
con un liquido, preferentemente agua desionizada. Se considera que el liquido podria ser un liquido no acuoso o podria
ser una solucién acuosa, preferentemente una solucién que no contiene o fundamentalmente no contiene iones de sodio
o cualquier otro analito normalizador. Alternativamente, la solucién podria contener una cantidad conocida del analito
normalizador que se tomard en cuenta durante la normalizacién. Preferentemente, cuando la entidad de ensayo es
una instalacidon de andlisis que busca analizar muchas muestras, el eluyente se afiadird en una cantidad estdndar, que
tipicamente es 600 w1 (0,6 ml). En algunas realizaciones, el eluyente podra ser una solucién de electrolito tamponado.

Después de la elucién de la muestra, preferentemente se analiza primero la muestra con respecto al contenido
de un analito normalizador, como el contenido de sodio y cloruro, y en algunas realizaciones la osmolalidad, que
generalmente representa el contenido total de sodio, glucosa, y nitrégeno ureico en sangre (NUS). Para analizar el
sodio y cloruro, podrd emplearse un electrodo especifico al i6n (EEI), como el que Orion vende. Preferentemente, se
obtendra informacién sobre el contenido de sodio y cloruro, y la informacidn serd, por ejemplo, informacién analégica
como una sefal eléctrica o informacién digital como una copia impresa que representa el contenido de sodio o cloruro
o una sefial digital que contiene informacién sobre dicho contenido de sodio o cloruro. Mds preferentemente, también
se mide la osmolalidad. Debera observarse que la invencién no se limita al empleo de sodio o cloruro como analitos
normalizadores, sino que por lo contrario, puede determinarse cualquier otro analito (lo que incluye una propiedad
tal como osmolalidad). Entre las realizaciones preferidas se prevé la determinacién de los niveles de sodio, cloruro y
osmolalidad contra limites predeterminados para determinar si la cantidad de suero es suficiente para realizar un ensayo
adecuado. Por ejemplo, se prevé que para una ensayo de colesterol, idealmente debera contarse con aproximadamente
15-17 ul de suero para el ensayo. Si el contenido de sodio de la solucién eluida demuestra que el nivel del suero se
encuentra muy fuera de estos limites, la muestra podria rechazarse como inadecuada para el ensayo. Generalmente, la
muestra podrd rechazarse si la solucién contiene una cantidad insuficiente de suero, aunque se prevé que en algunos
casos el exceso de suero podria ser la razén del rechazo. Los especialistas en este campo podran determinar a qué
grado podrd permitirse que el contenido del analito normalizador se encuentre fuera de los limites sin provocar el
rechazo de la muestra.

Antes o después de determinar los niveles de los analitos normalizadores (aunque preferentemente después), la
solucién puede dividirse en cuatro alicuotas o “canales”. Cada canal se analiza respectivamente en cuanto al nivel de
triglicéridos, nivel de LAD, nivel de LBD, y en una realizacion preferida, nivel de ALT (que podria ser de interés para
informar a un médico en caso de que el paciente presente anormalidades hepaticas que podrian ser contraindicadas en
el empleo de ciertos farmacos). Se determinan los niveles de analitos usando cualquier técnica conocida en el campo
o una que se considere adecuada. Por ejemplo, se revela un ensayo de colesterol en Allain, C.C., Poon, L.S., Chan,
G.S.G., Richmond, W. y Fu, P.C., Clin. Chem. 20:474-75 (1974); véase también Roeschlau, P., Brent, E. y Gruber,
W.A., Clin. Chem. Clin. Biochem. 12:226 (1974). También se revela un ensayo para LAD en RiFai, N., Warnick, G.R.,
Ed., Laboratory Measurement of Lipids, Lipoproteins and Apolioproteins (1994). Se revela un ensayo para triglicéridos
en McGowan, M.W., Artiss, J.D., Strandbergh, D.R., Zak, B., Clin. Chem. 29:583 (1983). Se revela un ensayo para la
enzima hepdtica ALT en Wroblewski, F., LaDue, J.S., Proc. Sec. Exp. Biol. Med. 34:381 (1956). La invencidén no se
limita a los ensayos o analitos indicados previamente, sino que por lo contrario es aplicable a otros ensayos para estos
y otros analitos.

Después de determinarse los niveles del analito, se calcula el nivel de al menos un analito (y preferentemente
todos los analitos) en la sangre de la cual se obtuvo la muestra de fluido sanguineo o se determina de alguna manera
basandose en el nivel del analito en la solucién y al nivel en la solucién de al menos un analito normalizador. Se
prevé que el célculo de un nivel de analito en sangre serd tan sencillo como la multiplicacién del nivel del analito
en la solucién por el cociente del nivel del analito normalizador en sangre y el nivel del analito normalizador en la
solucidn, estimandose el nivel del analito normalizador en sangre basdndose en la media de una distribucién normal
de poblacién. Por ejemplo, se considera que el nivel normal de sodio en sangre en humanos varia entre 136 y 142
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mEq/l, con una media de 139 mEq/l, y el nivel normal de cloruro varia entre 95 y 103 mEq/l con una media de 99
mEq/l. Se prevé que mediante el empleo de dos analitos normalizadores, podrd determinarse el nivel del analito en
sangre calculando el nivel de analito en sangre basdndose en el primer nivel de analito normalizador, calculando el
nivel de analito en sangre basdndose en el segundo nivel de analito normalizador, y después calculando el promedio
de los niveles de analito en sangre asi determinados.

Si se evaliian analitos normalizadores adicionales, podra determinarse el promedio de todos los niveles de los anali-
tos en sangre asi determinados; si se desea, cuando se tengan al menos dos analitos normalizadores, el promedio podra
ponderarse hacia un analito normalizador especifico. Por ejemplo, se prevé que podran usarse métodos estadisticos
bayesianos para asignar un peso relativo a los niveles del analito en sangre determinados por lo que respecta a cada uno
de los analitos. Dichas técnicas estadisticas podrdn tomar en cuenta no sélo la magnitud absoluta del nivel del analito
normalizador, sino también la diferencia entre el nivel actual y la magnitud esperada basandose en la cantidad esperada
de suero, y la desviacion estdndar de la distribucién normal de la poblacién del analito. Podran usarse estas técnicas,
conocidas ocasionalmente como técnicas de “probabilidad maxima” o “andlisis de probabilidad previa”, para obtener
una aproximacién del nivel de analito en sangre. Encontrard ensayos adicionales sobre estas técnicas estadisticas en
Casella, G., Berger, R.L., Statistical Inference (1990) y Carlin B.P., Louis, T.A., Bayes and Empirical Bayes Methods
for Data Analysis (2nd Ed. 2000).

Se puede encontrar informacién adicional sobre la distribucién de sodio, cloruro y osmolalidad en la poblacién
humana normal en Ravel, Clinical Laboratory Medicine (6* Ed., 1995); véase también Penney, M.D. y Walters, G.,
Ann. Clin. Biochem., 24:566-71 (1987) y Fraser, C.G., Cummings, S.T., Wilkinsen, S.O. et al., Clin. Chem. 35:783-
86 (1985). Ademas se prevé que podrd emplearse una funcion mas compleja del nivel del analito en la solucién y los
niveles de uno o mas analitos normalizadores para calcular los niveles del analito en sangre.

Por lo que respecta a la Fig. 1, el método generalizado que aqui se presenta es aplicable cuando la misma organi-
zacion realiza el ensayo y calcula el nivel del analito en sangre. Por lo tanto, en los pasos 101 y 102, respectivamente,
se sumerge el electrodo de i6n selectivo (EIS) (por ej., sodio) en la solucién y se obtiene la informacién sobre el nivel
de sodio. Los pasos se repiten para recibir la informacién sobre cloruro, como se muestra en los pasos 103 y 104. La
informacién sobre el analito de interés se recibe en el paso 105, y el nivel de analito en sangre se calcula en el paso
106. Si, en el paso 107, se desea ensayar un analito adicional con la misma muestra, el control pasa al paso 105 donde
se recibe la informacién sobre el analito en la solucién para el nuevo analito. Se prevé que los pasos de ensayo para los
analitos de interés y los analitos normalizadores pueden ser realizados por una organizacién y que el cdlculo del nivel
del analito en sangre puede ser realizado por una organizacion diferente. Asi, por ejemplo, en la Fig. 1, podran omitirse
los pasos 101 y 103 si la organizacién que calcula el nivel del analito en sangre no es la misma que la organizacién
que realiza el ensayo. El método indicado en la Fig. 1 es muy general, y podran afiadirse otros pasos, o bien omitirse o
llevarse a cabo siguiendo un orden diferente y, mas generalmente, el método podra hacerse de otra forma. Por ejemplo,
no se muestran los pasos de elucion y verificacion del nivel apropiado de suero, pero es preferible su empleo.

Se prevé que el nivel del analito, nivel del primer analito normalizador y nivel del segundo analito normalizador
podran determinarse independientemente y estos valores usarse para calcular el nivel del analito en sangre. Por ejem-

plo, tipicamente los ensayos de colesterol analizados previamente se realizan mediante técnicas enzimdticas donde se
determina la densidad 6ptica de la solucidn, la que puede expresarse como:

CVs=f(DO)

donde CVj, la concentracidn de colesterol de la solucidn, se calcula como una funcién de la densidad 6ptica (DO)
cuando se afiaden reactivos analiticos a la muestra siguiendo las técnicas de ensayo conocidas o que se consideran
adecuadas. La concentracién de sodio en la solucién, o Nag, puede usarse para calcular el nivel de colesterol sanguineo,
CV,, de la siguiente forma:

va=f(CVs, Nas)

Existen numerosas formas de hacer estos célculos. Por ejemplo, podria determinarse un factor de correccién (FC)
como funcién del nivel de sodio en la solucién, donde:

CV,=f(CVs, FC)

y

FC =f(Nas)
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Alternativamente se prevé que podra disefiarse un aparato o sistema tnico para calcular los niveles de analito en
sangre, donde se genera una sefial eléctrica analdgica o digital que corresponde a los niveles del analito y analito
normalizador en la solucién. Por ejemplo, podria calcularse el indice de colesterol en sangre como funcién de la
magnitud de dos sefiales eléctricas:

CVy=f(E4, E2)

donde E; representa la magnitud de una sefial eléctrica recibida de un espectrofotémetro al medir la densidad
oOptica para evaluar el nivel de colesterol total en solucién y E, representa la magnitud de una sefial eléctrica recibida
de un electrodo especifico al sodio.

En la practica, se prevé que numerosas variables afectaran los resultados obtenidos para un grupo dado de mues-
tras. Por ejemplo, las lecturas obtenidas a partir de un EIS podrian “fluctuar” de un dia a otro, y el equipo empleado
para obtener la muestra de sangre u otro fluido podria contener impurezas (como sodio) que potencialmente podrian
introducir errores al ensayo. Por esta razén, ocasionalmente deberd seguirse un procedimiento de “tara”. Periddica-
mente, se proporciona una pluralidad de muestras con un nivel conocido o determinable de analito, y a partir de estas
muestras se preparardn muestras modificadas, y estas muestras modificadas serdn muestras modificadas en la forma
esperada de las muestras desconocidas. Por ejemplo, cierto nimero de muestras (por €j., seis) de sangre podrian colo-
carse periddicamente en un equipo de obtencién de manchas de sangre similar a los empleados en el campo y secarse,
haciendo después la elucién de las muestras anhidras para producir soluciones. Después, se ensayaran las soluciones
para determinar el nivel del analito y uno o més analitos normalizadores. A partir de estos ensayos, podrd obtenerse un
algoritmo para la determinacion del nivel del analito fluido original como funcién del nivel del analito medido y los
niveles del analito o analitos normalizadores. Mediante el empleo de este algoritmo, podran analizarse las muestras de
fluidos modificados, donde los niveles del analito y analito normalizador podrian determinarse, y el nivel del analito
en la muestra original podrd determinarse como una funcién de ellos. Mediante esta metodologia se resolverdn los
errores introducidos por las impurezas (como sodio) en el equipo de obtencion, y los errores introducidos por factores
tales como la calibracién del equipo podran resolverse mediante el recalculo periddico del algoritmo. El procedimien-
to de tara podrd hacerse ocasional o regularmente a intervalos predeterminados (por ej., diaria, semanal, mensual o
anualmente).

Las ecuaciones indicadas anteriormente como ejemplo no pretenden ser exhaustivas, sino que por lo contrario,
pretenden ilustrar que se incluyen variaciones innumerables de los métodos de cdlculo del nivel del analito en sangre
dentro del ambito de la invencién. Por ejemplo, con respecto a la Fig. 2, en una de estas variaciones, se sumerge un
EIS (sodio) en una muestra eluida en el paso 201, y en el paso 202 se recibe una sefial que corresponde al nivel de
sodio. La sefial podra ser una sefial digital o analdgica, cuyo nivel se registrard. En los pasos 203 y 204 se repetirdn
los mismos pasos para el nivel de cloruro, y en los pasos 205 y 206, respectivamente, se realiza un ensayo del analito
y se recibe una sefial que corresponde al nivel del analito. En el paso 207 se calcula el nivel de sodio en solucién;
en el paso 208 se calcula el nivel de cloruro y, en el paso 209, se calcula el nivel del analito en solucién. En el paso
210, se calcula el nivel del analito en sangre, en este caso basdndose en la magnitud del nivel de sodio en solucién,
el nivel de cloruro en solucidn, y el nivel del analito en solucién. Si, en el paso 211, se desea ensayar un analito
adicional en la misma muestra, el control pasa al paso 205. En este caso, si se han almacenado los niveles de sodio
y cloruro en solucién, podran omitirse los pasos 207 y 208 después de recibir una sefial correspondiente al nivel
del segundo analito. El proceso podra controlarse mediante un microprocesador o microcontrolador apropiado (no se
muestra).

Como se ha indicado anteriormente, se prevé que la organizacién que ofrece los resultados de un ensayo a un
usuario, que podria ser o no el profesional de la salud que solicité el ensayo, que a su vez puede ser la misma o
diferente organizacién que la que realiza el cdlculo del nivel del analito en sangre, que a su vez puede ser la misma
o diferente organizacion que la que analiza las muestras y genera la informacién correspondiente al nivel o niveles
del analito y el nivel o niveles del analito normalizador. En la Fig. 3 se presenta un protocolo muy general para una
organizacién que proporciona los resultados, donde un usuario manda una pregunta en el paso 301, y donde se le pide
a dicho usuario su nimero de ensayo en el paso 302. En el paso 303 se recibe el nimero del ensayo, y en el 304 se
pide el resultado del ensayo a la base de datos de resultados del ensayo. Se recibe esa informacién en el paso 305 y el
usuario la recibe en el paso 306.

En cuanto a la Fig. 4, la base de datos de resultados del ensayo descrita anteriormente podrd ser estructurada de
forma adecuada. Con respecto, por ejemplo, al registro 400 en la base de datos, la informacién sobre el resultado del
ensayo 401, que en la realizacion ilustrada incluye dos puntos de informacién, informacidn sobre el analito en sangre
1 e informacién sobre el analito en sangre 2, se correlacionan con el nimero del ensayo 402. El nimero del ensayo
puede ser un nimero de ensayo anénimo o puede ser un nimero de ensayo asociado con un usuario, por ejemplo, en
otro lugar dentro del registro 400 de la base de datos (no mostrado) o en otra base de datos.

En cuanto a la Fig. 5, la base de datos puede prepararse creando un registro de la base de datos (mostrado en el
paso 501), recibiendo la informacién del resultado del ensayo y un niimero del ensayo (mostrado en los pasos 502 y
503, respectivamente) y, como se muestra en el paso 504, introduciendo el nimero del ensayo y la informacién del
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resultado del mismo en el registro de la base de datos. En las patentes Quattrocchi mencionadas anteriormente o en la
solicitud pendiente de resolucién de n°® de serie 09/709.884 se podrd encontrar informacién adicional sobre el papel de
una organizacién que proporciona resultados en un protocolo de ensayos médicos o de bienestar.

La invencién prevé ademds un método de preparacion de una base de datos para usarse en el cdlculo de los niveles
del analito en sangre. El nivel del analito en sangre puede calcularse con referencia especifica a la base de datos, o
alternativamente la base de datos puede usarse conjuntamente con la preparacién de un algoritmo para permitir el
célculo del nivel en sangre. La base de datos se prepara preferentemente con referencia a sangre que contiene un
nivel conocido de colesterol u otro analito de interés. Varias muestras de sangre con diferentes niveles del analito se
reducen entonces a una muestra modificada, como una muestra en la forma de una mancha de sangre o de suero,
y cada muestra se analiza en cuanto al analito de interés y en cuanto a un analito normalizador. Por ejemplo, con
respecto a la Fig. 6, se crea un registro en la base de datos en el paso 601, y se recibe la informacién del nivel conocido
de un analito en sangre en el paso 602. La informacién con respecto al nivel del analito en solucién y el nivel de
los dos analitos normalizadores, sodio y cloruro, por ejemplo, se recibe durante los pasos 603-605, y en el paso 606
la informacion recibida se introduce en el registro de la base de datos. Si en el paso 607 se va a crear un registro
adicional en la base de datos, el control pasa al paso 601, donde se crea un nuevo registro en la base de datos para la
nueva muestra. Deberd observarse que el orden de los pasos no es critico, y de hecho la base de datos podria prepararse
secuencialmente con respecto a cada muestra de sangre (esto es, cada muestra se reduce a una muestra modificada, se
ensaya, y los resultados se introducen a un registro en la base de datos antes de alterar la siguiente muestra de sangre),
secuencialmente con respecto al registro en la base de datos (donde todas las muestras de sangre se reducen a muestras
modificadas antes de introducir los primeros registros a la base de datos) o cualquier otra metodologia apropiada. Asi
se prepara un registro 700 en la base de datos como se muestra en la Fig. 7, con entradas 701 a 704 que representan
respectivamente el nivel de analito en sangre, analito en solucion, nivel de sodio en la solucién y nivel de cloruro en
solucién.

Como se analiz6 anteriormente, en lugar de calcularse, puede determinarse el nivel del analito en sangre en una
muestra de fluido sanguineo por lo que respecta a la base de datos, por ejemplo encontrando el nivel de analito en
solucién y nivel o niveles de analito normalizador en solucién en la base de datos que se aproximan mejor a los
de la muestra. Alternativamente puede usarse cualquier técnica estadistica o matemadtica adecuada para obtener un
algoritmo para calcular el nivel del analito en sangre a partir del nivel del analito en solucién y al menos un nivel de
analito normalizador. En algunas realizaciones, el algoritmo es de primer orden con respecto al menos al nivel del
analito en solucién y podria ser de primer orden con respecto al nivel del analito en solucién y uno o ambos niveles de
analito normalizador.

Preferentemente la invencion se realiza de acuerdo con el esquema general que aparece en la Fig. 8. Generalmente
un médico o tienda minorista 802 vende al cliente 801 un equipo de ensayo (la transferencia del equipo se muestra a
través de la comunicacion de transferencia 805). El equipo de ensayo (no mostrado) incluye preferentemente herra-
mientas para permitirle al cliente obtener una muestra de sangre, suero o manchas de suero. Por ejemplo, como se
discute mds ampliamente en las patentes Quattrocchi mencionadas anteriormente, el equipo de ensayo podria incluir
una lanceta para que el usuario se pinche el dedo, una tarjeta absorbente para la sangre o una tarjeta absorbente para
el suero (o el equipo que se muestra en las Figs. 9 y 10 mencionado posteriormente), un formulario de consentimiento
informado y un niimero de ensayo. Después de preparar la sangre, suero o tarjeta absorbente de suero, el cliente envia
la muestra de sangre seca a una organizacidon que proporciona resultados 803 como se muestra mediante una comu-
nicacion de transferencia 806. En la realizacién ilustrada, la organizacién que proporciona resultados 803 envia la
muestra a otra organizacién 804, como se muestra mediante una comunicacién de transferencia 809. Como se muestra
mediante la comunicacién 810, la organizacion que realiza el ensayo ofrece los resultados del mismo a la organizacién
que proporciona los resultados. Los resultados podrian ser resultados “sin tratar”, esto es, resultados donde el nivel
del analito en sangre no se ha determinado u obtenido, o alternativamente la organizacién que realiza el ensayo podria
calcular el nivel del analito en sangre y transmitir ese resultado a la organizacion que proporciona los resultados. Como
se muestra en la comunicacién 807, el cliente se comunica con la organizacién que proporciona los resultados, y en
la comunicacién 808, la organizacion que proporciona los resultados le da los resultados del ensayo al cliente. Opcio-
nalmente, la organizacién que proporciona los resultados podria estar equipada para comunicarse directamente con la
oficina del médico, como se muestra en las comunicaciones 811 y 812. Excepto cuando se requiere la transferencia de
una muestra fisica, la comunicacién puede hacerse a través de cualquier medio o método conocido en la actualidad o
descubierto en el futuro, por ejemplo por teléfono, comunicacién inaldmbrica, correo o “conversacién” electrénica u
otra comunicacion electrdnica, u otra forma de comunicacién.

Por lo que respecta a las Figs. 9 y 10, el equipo 900 de recoleccién de fluidos ilustrado incluye dos bandas 901,
901, cada una comprende un recolector de fluidos 903, 904 que estd colocado entre una hoja superestrato 905 y
una hoja substrato 906 y generalmente se fija con respecto a la hoja superestrato 905. Normalmente el recolector de
fluidos estd conectado a la hoja substrato 906 (una parte de la cual puede verse) en un extremo 907, 908, aunque
el recolector podria ser flexible y por lo tanto no estar completamente fijo con respecto a la hoja substrato 905. El
substrato cuenta con al menos una apertura (se muestran dos como 909, 910) mediante la cual el usuario puede
transferir fluidamente sangre al recolector. En las realizaciones ilustradas, se proporcionan las aperturas secundarias
911, 912. Para usar el equipo, el usuario coloca la sangre en el recolector, donde parte o toda la sangre se absorbe en
la direccién indicada por las flechas 913 hasta las partes 914, 915 de los recolectores 903, 904 visibles a través de las
aperturas secundarias 914, 915 se manchan, cuando el usuario recibe una indicacién de que se ha recogido suficiente
sangre. En las realizaciones ilustradas, se proporcionan las instrucciones 917 en la hoja del substrato 905 y los espacios
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de informacién de identificacién 918 (mostrados en la Fig. 10) se proporcionan en la hoja substrato 906. El equipo
puede estar equipado con marcas no textuales legibles por mdquina (como el cédigo de barras 919).

En una realizacién muy preferida de la invencion, el recolector de fluidos es un papel absorbente o substrato
de fibra de vidrio recubierto con un sacdrido, preferentemente un mono o disacarido y mas preferentemente xilosa.
El substrato debera ser el que permita al menos una separacion sustancial del componente de glébulos rojos de las
células sanguineas de otras porciones de la sangre (esto es, suero). Se piensa que el componente sacdrido permite
una recuperacion mas efectiva de los componentes del suero de la hoja del substrato. El substrato puede estar s6lo
recubierto en la superficie en uno o los dos lados con el sacdrido, pero preferentemente el substrato estard recubierto
sobre las superficies internas tanto como la superficie exterior. En una realizacién, se aplicaron 180 ul de una solucién
al 5% de xilosa a la superficie interna del substrato 0,8x7 cm (de manera que sustancialmente todo el substrato queda
humedecido) y se dejo secar al aire. Si se emplea el recolector de fluidos en el equipo mostrado en las Figs. 9y 10, las
células sanguineas permanecerdn cerca del extremo del equipo de recoleccidn (opuesto a la direccion de las flechas
913), mientras que el suero se absorbera hacia el otro extremo de la tarjeta. Cuando un laboratorio de ensayo la recibe,
podra cortarse y eluirse parte del recolector de fluido. Preferentemente, la porcién cortada incluird parte del recolector
“por encima’ del punto final de absorcién del suero. Un producto comercial (papel Whatman GF/AVA) contiene sodio,
y se piensa que al cortar el papel filtro por encima del punto final de absorcidn se introducird una cantidad constante
de sodio en el fluido eluido. Podra prepararse el equipo aplicando una solucién del sacarido al substrato.

La invencién permite la determinacién de los niveles de analito en sangre venosa a partir de muestras de sangre
capilar. Se prevé que en la mayoria de las realizaciones, el nivel de analito de la solucién se normalizara al nivel de
sangre venosa del analito, pero también se prevé que el valor de la solucién podra normalizarse al nivel de la sangre
capilar (o la de un vaso sanguineo diferente).

Las bases de datos estudiadas en el presente pueden crearse y almacenarse como ficheros informaticos en un
medio legible por ordenador, como un disquete, disco duro, CD-ROM, DVD-ROM, chip ROM o chip EPROM, o
cualquier otro medio adecuado que se conozca en la actualidad o se descubra en el futuro. Los ensayos del analito y
analitos normalizadores pueden hacerse mediante cualquier técnica convencional o de otro tipo que sea adecuada en
la actualidad o en el futuro, e igualmente, el analito y el analito normalizador (que podrian ser 4tomos discretos, iones,
compuestos, materiales bioquimicos, o propiedades) podrian ser los que se han descrito especificamente aqui u otros
que podrian resultar adecuados para el uso conjuntamente con la invencién.

Se ofrecen los siguientes ejemplos para ilustrar la invencién, pero no deberdn considerarse que estos limitan el
admbito de la invencién a menos que se indique lo contrario. A menos que se indique lo contrario en estos ejemplos,
el nivel de analito determinado se corrigié usando sodio como el tnico analito normalizador. Se hizo la correccién
usando una regresion lineal simple. Deberd entenderse que pueden emplearse regresiones mas complejas de variables
Unicas y de varias variables conjuntamente con la invencidn, y por lo tanto, las técnicas estadisticas empleadas en estos
ejemplos deben considerarse no limitantes.

Ejemplo 1
En este ejemplo se demuestra la actuacion de la invencién en la determinacién del colesterol total.

Se usaron quince pacientes para obtener muestras de sangre (micromuestras de suero) mediante puncién venosa.
El suero de cada muestra se depdsito como una mancha sobre papel filtro y se secd, los volimenes aplicados variaron
entre aproximadamente 8 y 16 ul. El nimero de manchas para cada muestra de sangre se enumera en la columna
“No.” en la tabla a continuacién. Se eluyeron las manchas y se determinaron el colesterol y sodio. Para cada muestra
de cada paciente, se calcul6 el nivel normalizado de colesterol basdndose en el nivel de un analito medido en el fluido
(colesterol) y un analito normalizador (sodio). Se obtuvo el nivel normalizado de colesterol segin la invencién actual
usando técnicas de regresion lineal para obtener la siguiente funcién: Colesterol normalizado = Colesterol medido/((-
0,003306) + 0,9781 x (sodio medido/139)), donde 139 (mEq/1) es la media de poblacién para el sodio. La regresion se
calcul6 basdndose en cinco mediciones directas del nivel de colesterol a partir de la misma muestra de sangre, como
se enumeran en la columna “Media del colesterol en suero”. Se muestra el promedio de los valores normalizados
de colesterol para cada paciente en la columna “Media del colesterol normalizado” y se muestra el coeficiente de
variacién de los niveles de colesterol normalizados obtenidos para cada paciente en la columna designada “%CV del
colesterol normalizado”.
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Paciente No. Media del Media del colesterol %CV del colesterol
colesterol en suero normalizado normalizado

A 11 152,35 153,68 3,85

Ja 12 165,79 162,50 1,42

1l 14 180,93 180,47 4,61

Ca 12 186,20 182,28 0,70

Br 10 187,06 185,35 2,93

Mi 12 187,14 186,21 1,85

Gr 12 187,42 189,14 1,65

Ed 12 200,38 197,18 1,36

Tr 11 220,83 221,89 2,00

Bb 11 232,65 233,06 1,89
Ma 11 236,73 245,53 1,02

Jo 11 237,37 237,24 1,95

i 14 262,41 259,24 1,75

Kt 12 264,30 268,23 1,86

T 13 269,36 273,53 2,79

Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste
lineal obedece a la siguiente ecuacién:

Media del colesterol normalizado = -7,97 + 1,04 x Media del colesterol en suero,
siendo el coeficiente de correlacion, expresado como R?, mayor de 0,99.

Ejemplo 2
En este ejemplo se demuestra la actuacién de la invencién en la determinacién de LAD.
Se usaron las mismas manchas anhidras de los mismos quince pacientes que participaron en el Ejemplo 1 para

obtener un valor medido de LAD. Se obtuvo el valor normalizado de LAD segtin la invencién actual usando técnicas
de regresion lineal que dieron la siguiente funcién:

LAD normalizado = LAD/(0,0158 + 1,060 x (sodio/139)). Los datos que se ofrecen
a continuacién se midieron o calcularon de la misma forma que en el Ejemplo 1.
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Paciente No. Media de LAD en Media del LAD %CV del LAD

suero normalizado normalizado
Il 14 45,77 47,03 2,35
A 11 46,05 47,77 2,17
Jo 11 47,40 48,50 2,12
Ja 12 48,87 53,22 2,23

T 14 49,07 48,15 1,68 |

Gr 12 49,64 52,45 1,62
Mi 12 59,96 58,95 1,69
Br 10 57,20 55,83 2,66
Ed 12 71,00 71,09 0,92
Kt 12 73,08 72,46 1,53
T 13 76,16 75,77 2,27
Ca 12 78,01 75,93 1,50
Bb 11 78,77 73,35 1,99
Ma 11 87,84 84,75 0,94
Tr 11 91,15 86,42 1,46

Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste
lineal obedece a la siguiente ecuacién:

Media del LAD normalizado = 8,15 + 0,87 x Media del LAD en suero, siendo el
coeficiente de correlacion, expresado como R?, mayor de 0,99.

Ejemplo 3
En este ejemplo se demuestra la actuacion de la invencién en la determinacién de triglicéridos (TG).
Se usaron las mismas manchas anhidras de los mismos quince pacientes que participaron en el Ejemplo 1 para

obtener un valor medido de TG. Se obtuvo el valor normalizado de TG segtin la invencién actual usando técnicas de
regresion lineal que dieron la siguiente funcién:

TG normalizado = TG/((-0,0136) + 0,9307 x (sodio/139). Los datos dados a continuacién
se midieron o calcularon de la misma forma que en el Ejemplo 1.
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Paciente No. Media de TG en Media de TG %CV de TG
suero normalizados normalizados

Ca 12 37,63 38,76 1,95

Bb 11 46,86 48,55 1,75

A 11 48,75 50,16 - 2,73

Ja 12 49,68 49,94 3,31

Kt 12 52,15 48,19 1,32

Br 10 55,00 56,56 4,14
Ma 11 56,05 56,40 2,03

il 14 59,09 60,88 6,22

Ed 12 62,91 61,65 1,25

fr 11 66,69 67,66 1,63
1T 13 68,76 72,14 13,37
Mi 12 71,84 72,63 1,62

Jo 11 109,28 107,10 2,27

J 14 117,31 112,24 5,03

Gr 12 139,47 136,74 2,13

Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste
lineal obedece a la siguiente ecuacién:

Media de TG normalizado = 3,36 + 0,95 x Media de TG en suero, siendo el
coeficiente de correlacién, expresado como R?, mayor de 0,995.

Ejemplo 4
En este ejemplo se demuestra la actuacién de la invencién en la determinacién de LBD. Se usaron las mismas

observaciones de los mismos quince pacientes que participaron en los Ejemplos 1, 2 y 3 para calcular un valor para
LBD en suero y un valor para LBD en MSS segtn la férmula de Friedewald:

Media de LBD en suero = Media de colesterol en suero - Media de LAD en suero - Media de TG en suero/5

Media de LBD normalizado = Media de colesterol normalizado - Media de LAD
normalizado - Media de TG normalizado/5, respectivamente.

Se calcularon los siguientes datos (se calcul6 la media de LBD en suero a partir de los valores medios registrados
en los Ejemplos 1-3).

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2371 539 T3

Paciente No. Media de LBD en Media de LBD %CV de LBD

suero normalizado normalizado
A 11 96,55 95,30 5,36
Ca 12 100,66 98,82 1,17
Ja 12 106,98 99,22 2,32
Gr 12 109,88 109,00 2,19
Mi 12 115,81 112,90 2,80
Tr 11 116,35 121,21 3,11
Ed 12 116,80 113,76 1,98
Br 10 118,86 118,21 3,23
il 14 ; 123,34 119,75 5,72
Ma 11 137,68 149,45 1,72
Bb 11 144,51 150,01 2,12
Jo 11 168,11 167,55 2,66
Tt 13 179,45 183,33 3,33
Kt 12 180,78 186,13 2,19
1] 14 189,88 189,54 1,89

Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste
lineal obedece a la siguiente ecuacidn:

Media de LBD normalizado = -8,16 + 1,07 x Media de LBD en suero, siendo el
coeficiente de correlacidn, expresado como R?, igual a 0,98.

Ejemplo 5
En este ejemplo se demuestra la actuacion de la invencion en la determinacion del colesterol total.

Se usaron ciento treinta y dos pacientes para obtener sangre mediante puncién venosa (muestras de sangre venosa)
y pinchando los dedos (muestras de sangre capilar). La sangre capilar se deposité como manchas sobre un papel filtro
Whatman GF/AVA recubierto con xilosa, usando un equipo similar al mostrado en la Fig. 9. Se secaron las muestras
de sangre capilar y se cortd y eluyé la parte del papel filtro que contenia el suero separado. Se determind el colesterol
y sodio en los eluidos de cada muestra. Se obtuvo el nivel de colesterol normalizado segin la invencion actual usando
una férmula variable:

Colesterol normalizado = colesterol medido/(A + B x (sodio medido/139)).

En esta ecuacion, A y B fueron valores escalares recalculados periédicamente basdndose en el procedimiento de
“tara” descrito anteriormente, donde se calculé una regresion para seis pacientes y se usaron los valores A y B de esta
regresion para calcular los valores de colesterol normalizado para las muestras analizadas antes del siguiente periodo
de tara. A continuacién se dan los valores de colesterol real (medido directamente en sangre venosa) y los calculados
para el colesterol normalizado en estos pacientes.

12
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Paciente | Colesterol en suero | Colesterol normalizado
1 172,68 157,54
2 149,25 154,61
3 176,81 175,60
4 189,78 187,41
5 170,38 173,03
6 189,67 188,80
7 130,52 128,80
8 266,76 276,31
9 151,29 152,49
10 219,86 211,23
i1 242,00 251,07
12 232,41 230,66
13 173,09 176,48
14 190,89 190,86
15 264,47 260,46
16 236,18 244,49
17 272,58 279,76
18 240,29 228,83
19 169,32 166,57

20 192,02 195,03
21 239,83 235,33
22 225,13 225,13
23 169,40 156,05
24 197,93 183,67
25 151,59 146,26
26 235,43 247,88
27 178,84 170,79
28 196,40 191,34
29 240,99 230,52
30 171,53 173,95
31 229,43 229,43
32 217,54 223,84
33 187,23 183,58
34 175,68 173,95
35 174,69 172,34
36 251,23 249,20
37 203,70 185,98
38 123,30 114,96
39 136,04 127,97
40 251,33 24327
41 216,14 218,02
42 145,14 156,86
43 208,58 203,43
44 250,25 245,07
45 235,76 250,40
46 193,19 187,83
47 211,75 223,38
48 221,15 226,04
49 199,41 196,35
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Paciente | Colesterol en suero | Colesterol normalizado
50 249,35 259,44
51 166,46 165,63
52 154,64 151,56
53 187,36 190,37
54 256,78 260,40
55 230,59 222,39
56 208,57 224,14
57 183,92 181,28
58 159,73 156,20
59 155,31 153,59
60 205,29 197,61
61 204,49 198,97
62 219,21 221,45
63 122,83 114,88
64 175,13 176,48
65 201,35 211,70
66 216,66 209,09
67 227,50 231,96
68 151,28 153,23
69 130,10 128,40
70 175,95 173,45
71 182,38 183,21
72 201,03 195,89
73 175,86 189,73
74 146,10 149,88
75 116,17 103,88
76 193,58 197,59
77 291,91 296,11
78 184,93 185,49
79 145,82 141,34
80 182,73 180,78
81 175,84 170,03
82 148,99 151,67
83 212,79 213,40
84 228,82 225,39
85 218,44 229,26
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Paciente | Colesterol en suero | Colesterol normalizado
86 169,43 173,84
87 151,43 157,96
88 217,96 218,63
89 239,39 244,17
90 148,62 152,86
91 136,81 132,60
92 179,13 173,31
93 121,10 119,61
94 165,37 163,34
95 117,65 132,34
96 190,25 184,44
97 201,78 206,49
98 133,26 137,69
99 225,84 221,67
100 244,66 230,25
101 164,72 168,10
102 150,75 146,82
103 163,57 170,41
104 196,06 198,89
105 213,32 206,01
106 186,62 183,13
107 163,46 162,71
108 244,58 250,24
109 231,82 231,32
110 171,94 172,27
111 207,12 209,36
112 205,41 209,00
113 157,54 156,02
114 191,41 190,59
115 192,20 197,37
116 193,52 183,72
117 257,83 248,49
118 178,32 171,44
119 203,64 209,32
120 210,36 230,25
121 207,74 220,04
122 200,05 205,38
123 216,34 219,09
124 190,10 179,14
125 293,34 272,48
126 228,57 226,02
127 171,60 174,88
128 142,80 148,94
129 197,16 205,05
130 220,50 218,43
131 220,32 231,50
132 255,78 255,23
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Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste
lineal obedece a la siguiente ecuacion:

Colesterol normalizado =-1,16 + 1,00 x Colesterol en suero, siendo el
coeficiente de correlacién, expresado como R?, 0,966.

Ejemplo 6

En este ejemplo se demuestra la actuacién de la invencién en la determinacién de LAD. Se usaron las muestras
de manchas anhidras y sangre venosa de los mismos ciento treinta y dos pacientes que participaron en el Ejemplo 5
para determinar LAD en sangre capilar y compararlo con un valor medido de LAD en sangre venosa. Se obtuvo el
nivel normalizado de LAD en sangre capilar segin la invencién actual usando la férmula: LAD normalizado = LAD
medido/(A+B x (sodio medido/139)), donde A y B se obtuvieron en la forma descrita anteriormente. Se obtuvieron
los siguientes resultados.

Paciente LAD en suero LAD normalizado
1 58,90 61,12
2 41,28 42,33
3 38,54 39,15
4 48,84 46,19
5 61,56 54,98
6 52,68 48,79
7 47,69 45,15
8 34,69 39,49
9 57.45 56,32
10 38,00 36,33
11 47,53 42,14
12 60,04 58,94
13 36,08 37,35
14 46,09 48,37
15 42,22 42,82
16 34,70 38,98
17 55,76 55,79
18 21,16 24,53
19 55,33 55,69

20 44,66 42,65
21 83,26 81,00
22 4433 46,14
23 40,71 40,69
24 47,24 43,98
25 49,46 47,71
26 44,37 43,30
27 50,16 48,34
28 55,49 61,30
29 58,90 61,12
30 41,28 42,33
31 38,54 39,15
32 48,84 46,19
33 61,56 54,98
34 52,68 48,79
35 47,69 45,15
36 34,69 39,49
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Paciente LAD en suero LAD normalizado
37 57,45 56,32
38 38,00 36,33
39 47,53 42,14
40 60,04 58,94
41 36,08 37,35
42 46,09 48,37
43 42,22 42,82
44 34,70 38,98
45 55,76 55,79
46 21,16 24,53
47 55,33 55,69
48 44,66 42,65
49 83,26 81,00
50 44,33 46,14
51 40,71 40,69
52 4724 43,98
53 49 46 47,71
54 44,37 43,30
55 50,16 48,34
56 55,49 61,30
57 4927 45,94
58 51,73 51,78
59 38,07 36,98
60 38,22 38,49
61 43,57 45,05
62 54,16 51,46
63 38,66 34,13
64 50,14 48,65
65 57,94 54,11
66 46,02 44,67
67 49,21 52,36
68 43,15 45,31
69 37,20 38,42
70 49,66 50,00
71 63,00 65,28
72 79,92 79,17
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Paciente LAD en suero LAD normalizado
73 37,12 44,57
74 59,14 60,35
75 32,49 28,57
76 56,08 59,37
77 64,22 70,04
78 46,54 48,66
79 37,68 37,28
80 75,41 74,70
81 44,06 44,73
82 40,65 40,88
83 93,40 91,97
84 40,97 47,04
85 69,63 75,17
86 36,13 38,81
87 34,88 36,42
88 43,90 49,40
89 63,29 66,41
90 49,21 49,65
91 29,54 31,27
92 49,30 49,87
93 35,82 34,39
94 49,66 51,20
95 39,01 39,79
96 36,92 34,49
97 43,40 43,45
98 48,70 45,97
99 42,15 41,04
100 59,09 55,11
101 49,46 47,04
102 33,36 29,81
103 49,36 47,93
104 43,02 39,12
105 39,81 41,06
106 60,29 56,62
107 59,84 55,33
108 84,77 82,31
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Paciente LAD en suero LAD normalizado
109 55,20 55,72
110 54,77 56,06
111 69,16 67,30
112 38,18 40,50
113 37,11 36,49
114 51,31 49,24
115 39,69 42.54
116 . 61,17 56,56
117 29,94 30,25
118 75,50 77,62
119 56,94 57,49
120 68,89 71,30
121 37,89 40,82
122 73,57 72,14
123 78,31 78,16
124 48,88 47.45
125 83,96 79,26
126 95,12 92,48
127 51,44 52,50
128 38,88 38,10
129 41,70 44,58
130 47,80 46,24
131 56,42 59,35
132 55,14 56,98

Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste
lineal obedece a la siguiente ecuacion:

LAD normalizado = 2,47 + 0,953 x LAD en suero, siendo el coeficiente de
correlacion, expresado como R?, mayor de 0,96.

Ejemplo 7

En este ejemplo se demuestra la actuacion de la invencién en la determinacion de triglicéridos (TG). Se usaron
las muestras de manchas anhidras y sangre venosa de los mismos ciento treinta y dos pacientes que participaron en
el Ejemplo 5 para determinar TG en sangre capilar y compararlo con un valor medido de TG en sangre venosa. Se
obtuvo el nivel normalizado de TG en sangre capilar segtin la invencién actual usando la férmula: TG normalizado =
TG medido/(A+B x (sodio medido/139)), donde A y B se obtuvieron en la forma descrita anteriormente. Se obtuvieron
los siguientes resultados.
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Paciente TG en suero TG normalizado
1 73,24 55,65
2 97,89 97,31
3 45,26 38,38
4 70,31 60,30
5 119,71 119,33
6 105,97 100,56
7 77,47 73,30
8 220,18 236,94
9 191,79 203,18
10 177,10 117,03
11 112,19 116,71
12 73,24 55,65
13 97,89 97,31
14 45,26 38,38
15 70,31 60,30
16 119,71 119,33
17 157,70 164,69
18 122,09 124,56
19 66,86 63,24

20 138,31 151,08
21 146,08 137,36
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Paciente TG en suero TG normalizado
22 95,85 97,05
23 77,27 60,69
24 85,44 82,87
25 86,25 77,32
26 112,51 110,68
27 176,25 184,16
28 190,63 189,57
29 95,17 98,92
30 98,52 98,76
31 102,13 97,07
32 117,77 128,91
33 123,08 125,56
34 135,72 132,69
35 76,46 71,14
36 230,90 210,77
37 80,41 67,66
38 99,43 85,63
39 86,87 91,07
40 125,01 120,98
41 362,90 322,04
42 132,98 118,47
43 83,21 75,43
44 52,45 53,34
45 53,91 50,52
46 349,76 357,87
47 135,25 139,57
48 209,20 208,33
49 374,36 386,86
50 74,90 79,81
51 395,31 399,34
52 56,38 54,87
53 217,08 258,78
54 52,83 71,35
55 136,53 144,81
56 115,98 118,45
57 78,41 62,45
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Paciente TG en suero TG normalizado
58 70,38 65,13
59 91,00 68,59
60 180,98 179,72
61 163,32 188,88
62 72,16 65,05
63 102,89 101,45
64 50,24 49,05
65 184,45 195,42
66 183,07 194,25
67 65,28 65,04
68 111,40 109,43
69 67,25 87,27
70 74,92 72,25
71 100,19 105,33
72 136,82 132,52
73 119,29 129,90
74 119,76 119,83
75 121,90 125,90
76 75,55 80,65
77 74,44 89,06
78 226,78 243,05
79 71,19 78,23
80 98,89 93,66
81 127,93 135,56
82 333,65 352,31
83 97,18 91,96
84 139,77 133,20
85 73,23 72,05
86 160,00 148,64
87 131,69 133,49
88 69,07 66,79
89 271,22 248,43
90 91,86 98,00
91 231,14 224,76
92 153,65 171,85
93 115,95 107,16
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Paciente TG en suero TG normalizado
94 263,50 257,68
95 95,38 92,85
96 143,96 125,21
97 110,10 131,36
98 97,72 93,75
99 158,22 151,23
100 123,80 127,26
101 279,56 271,61
102 192,26 176,02
103 59,41 59,23
104 197,04 186,32
105 182,29 170,98
106 96,16 91,53
107 80,46 72,56
108 65,55 68,16
109 215,37 210,92
110 186,09 191,14
111 96,41 96,52
112 78,68 80,54
113 83,96 73,13
114 207,32 208,03
115 3741 37,32
116 103,17 93,38
117 193,21 210,21
118 119,46 103,27
119 67,57 58,99
120 119,56 117,34
121 75,42 52,90
122 311,18 315,01
123 67,72 68,28
124 127,36 129,28
125 59,82 64,57
126 85,54 83,90
127 43,24 41,49
128 85,09 78,05
129 95,15 99,45
130 92,21 75,05
131 72,46 88,51
132 56,52 57,13

Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste

lineal obedece a la siguiente ecuacion:

TG normalizado = -2,5 + 1,01 x TG en suero, siendo el coeficiente de correlacién, expresado como R?, 0,98.
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Ejemplo 8

En este ejemplo se demuestra la actuacién de la invencién en la determinacién de LBD. Se usaron las mismas
observaciones de los mismos ciento treinta y dos pacientes que participaron en los Ejemplos 5, 6 y 7 para calcular un
5 valor para LBD en suero y un valor para LBD en MSS segtin la férmula de Friedewald:

LBD en suero = Colesterol en suero - LAD en suero - TG en suero/5

10 LBD normalizado = Colesterol normalizado - LAD normalizado - TG normalizado/5.

Se calcularon los siguientes resultados:

15
Paciente LBD en suero LBD normalizado
1 110,85 101,31
20 2 97,93 101,60
3 109,82 103,89
4 110,51 112,89
25 5 108,21 107,74
6 126,07 121,49
7 49,76 54,13
30
35
40
45
50
55
60
65
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Paciente LBD en suero LBD normalizado
8 173,19 173,53
9 78,72 77,71
10 129,52 119,61
11 174,74 180,58
12 149,04 140,09
13 98,72 101,13
14 115,22 115,25
15 187,28 180,56
16 146,29 158,21
17 195,20 200,00
18 167,30 161,22
19 101,87 99,92
20 122,26 127,45
21 168,27 164,79
22 149,27 148,28
23 100,92 85,06
24 129,40 115,93
25 92,09 88,71
26 165,02 175,92
27 114,88 104,61
28 94,16 90,62
29 154,94 142,87
30 114,95 117,39
31 144,71 148,13
32 152,62 164,12
33 105,78 111,48
34 105,62 106,95
35 101,99 102,99
36 143,96 145,31
37 119,65 105,96
38 68,65 63,55
39 78,02 75,16
40 180,50 174,23
41 110,10 109,10
42 72,00 80,58
43 124,52 118,94
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Paciente LBD en suero LBD normalizado
44 140,68 128,72
45 165,02 178,66
46 92,96 83,43
47 145,15 156,72
48 133,07 131,63
49 105,59 101,08
50 177,71 184,34
51 102,56 101,25
52 91,72 95,09
53 123,82 129,64
54 194,21 203,38
55 144,23 138,11
56 120,42 125,06
57 120,22 122,32
58 87.42 84,13
59 107,19 106,80
60 130,18 120,03
61 124,30 115,07
62 151,99 156,98
63 61,89 58,86
64 111,54 110,38
65 128,43 143,14
66 150,60 143,35
67 150,93 153,10
68 84,28 81,94
69 68,95 66,01
70 101,92 98,27
71 104,27 101,79
72 106,22 98,91
73 93,38 96,56
74 72,72 73,88
75 63,90 56,58
76 111,92 111,11
77 160.96 155,60
78 118.95 118,43
79 80,19 77,42
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Paciente I.LBD en suero LBD normalizado
80 92,68 91,67
81 99,78 95,56
82 82,00 84,09
83 105,58 108,07
84 133,61 128,66
85 130,44 134,49
86 87,08 90,07
87 85,82 87,16
88 150,87 147,80
89 123,40 126,22
90 80,33 84,64
91 78,47 76,28
92 107,81 97,16
93 65,74 66,47
94 84,06 81,90
95 53,88 67,10
96 97,42 95,63
97 119,93 127,83
98 72,69 79,87
99 144,28 143,36
100 149,12 140,94
101 96,03 102,76
102 101,29 102,50
103 101,09 108,85
104 109,96 117,58
105 136,29 126,72
106 107,05 107,20
107 87,89 91,28
108 143,01 153,30
109 135,15 134,00
110 109,68 108,74
111 117,33 123,38
112 128,59 126,45
113 96,53 98,88
114 126,58 129,56
115 128,60 131,36
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Paciente LBD en suero LBD normalizado
116 117,26 116,58
117 165,65 155,24
118 89,27 80,15
119 121,23 125,97
120 129,51 146,03
121 152,74 162,44
122 117,83 124,94
123 121,01 125.32
124 122,19 111,80
125 190,94 178,21
126 118,95 115,83
127 108,85 110,95
128 76,17 84,41
129 116,38 120,15
130 116,39 113,82
131 134,85 142,75
132 173,09 172,40

Se generd una regresion lineal comparativa a partir de los puntos de datos recogidos en este ejemplo. El ajuste
lineal obedece a la siguiente ecuacién:

LBD normalizado = -0,25 + 1,00 x LBD en suero, siendo el coeficiente
de correlacion, expresado como R?, igual a 0,96.

Por lo tanto, puede observarse cémo la invencién proporciona un método para determinar el nivel de analito en una
muestra.

Aunque en el presente se han descrito determinadas realizaciones de la invencidn, dicha invencién no se limita

a ellas, sino que por lo contrario debera considerarse como definida por el ambito completo de las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar el nivel de un analito en sangre a partir de una solucién formada por una muestra de
fluido sanguineo seco, y dicha muestra de fluido sanguineo es una muestra de plasma o suero, que comprende:

en cualquier orden, la medicién del nivel del analito en dicha solucién, la medicién del nivel de un primer analito
normalizador seleccionado entre el grupo que incluye el contenido de sodio, contenido de cloruro y osmolalidad, y la
medicién del nivel de un segundo analito normalizador seleccionado entre el grupo que incluye el contenido de sodio,
contenido de cloruro y osmolalidad; y

la determinacién del nivel del analito en la sangre de la cual se obtuvo la muestra de fluido sanguineo basandose en
dicho nivel de analito en dicha solucidn, el nivel de dicho primer analito normalizador en dicha solucién, y el nivel de
dicho segundo analito normalizador en dicha solucién, calculando el promedio ponderado del nivel de dichos primer
y segundo analitos normalizadores en dicha solucién.

2. Un método como el indicado en la reivindicacién 1, donde el analito se selecciona entre el grupo formado por
ALT, colesterol, PSA, sodio, cloruro y osmolalidad.

3. Un método para la determinacién de la concentracion de un analito en una muestra de fluido corporal a partir de
una solucién formada por una muestra de sangre entera seca, que comprende:

en cualquier orden, la medicién del nivel de un analito en dicha solucién, la medicién del nivel de un primer analito
normalizador en dicha solucidn seleccionado entre el grupo formado por el contenido de sodio, contenido de cloruro
y osmolalidad, y la medicién del nivel de un segundo analito normalizador en dicha solucién seleccionado entre el
grupo formado por el contenido de sodio, contenido de cloruro y osmolalidad; y

la determinacion del nivel del analito en la muestra de la cual se obtuvo dicha muestra modificada basandose en
dicho nivel de analito en dicha solucién, el nivel de dicho primer analito normalizador en la solucidn, y el nivel de
dicho segundo analito normalizador en la solucién, calculando el promedio ponderado del nivel del primer y segundo
analitos normalizadores en la solucion.

29



ES 2371 539 T3

FIG. 1
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FIG.2
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FIG. 3
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FIG. 4 400
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FIG. 5
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FIG. 6
Crear registro en la base /601

de datos

Recibir informacion sobre el nivel
del analito en sangre conocido
Recibir informacién sobre el 603
nivel del analito en la

solucion

Recibir informacién sobre el
) ) X 604
nivel de sodio en la solucién

Recibir informacién sobre el
nivel de cloruro en la

solucion

Introducir informacion sobre el nivel de! analito en sangre, 606
informacion sobre el nivef del analito en solucidn, informacion /
sobre el nive! de sodio en solucion e informacién sobre el nive!
de cloruro en solucién a I3 base de dlatos

:

¢Debe crearse un

607
Si

registro adicional?

35



ES 2371 539 T3

FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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