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DESCRIPCION
Deteccion del virus de la gripe en tiempo real.
Antecedentes de lainvencion

La gripe es una enfermedad infecciosa capaz de infligir a una amplia variedad de anfitriones, incluyendo aves y
mamiferos. La gripe es producida por un virus con ARN de la familia Orthomyxoviridae (que comprende en general
los virus de la gripe tipo A, B y C). La gripe aviar es producida por un virus de esta familia adaptado a las aves, por lo
que también se denomina gripe de las aves. Una amenaza de pandemia actual se origina a partir de un brote sin
precedentes de la cepa H5N1 del virus A de la gripe en Asia y Europa. Esta cepa tiene la capacidad de mutar y
adaptarse a una amplia gama de anfitriones, incluidas las aves y los seres humanos. El Homeland Security Council
emitio la "National Strategy for Pandemic Influenza" ("La estrategia") en noviembre de 2005 en respuesta a la
amenaza de pandemia actual. Una parte fundamental de esta iniciativa se centra en la identificacion rapida de la
gripe aviar en pacientes y pajaros. La estrategia busca mejorar la vigilancia y la deteccion de la gripe aviar.

A partir de noviembre de 2005, el virus causante de la amenaza de pandemia la gripe aviar era conocido por haber
infectado a 121 pacientes en cuatro paises, produciendo 62 muertes en los Ultimos dos afios. Los pacientes
infectados con el virus H5N1 tenian, en casi todos los casos, mucho contacto fisico con aves infectadas. Aunque el
virus todavia no ha demostrado una capacidad para transmitirse de manera eficiente entre los seres humanos, como
se ve con la epidemia anual del virus de la gripe humana, se plantea un problema grave que va a adquirir esta
capacidad por mutacion genética o intercambio de material genético con un virus de la gripe humana.

La gripe causa aproximadamente 36.000 muertes y mas de 200.000 hospitalizaciones cada afio en los EE.UU. solo
y cuesta en los EE.UU. mas de 10 mil millones de $ al afio. Ademas, las tres Ultimas pandemias, en 1918, 1957 y
1968, murieron unos 40 millones, 2 millones y 1 millén de pacientes en todo el mundo, respectivamente.

Sigue habiendo una necesidad urgente de proporcionar dispositivos y procedimientos que pueden detectar con
precision y rapidez la presencia de la gripe aviar para proporcionar una alerta temprana de pandemia a fin de
contener la propagacion de la enfermedad. Un sistema ideal seria (1) permitir la recuperacion, la transmision y el
analisis de los datos de dichos dispositivos, y (2) proporcionar un sistema de alerta en tiempo real a los funcionarios
de sanidad y del gobierno. La presente invencion satisface esta necesidad y proporciona ventajas relacionadas.

Yan et al., 2005, Anal. Chem., 77(23), 7673-7678 dan a conocer cartuchos microfluidos. Ello no implica que éstos no
puedan utilizarse junto con un identificador o un dispositivo externo que comunica con el cartucho para permitir su
utilizacién. Ello no implica la utilizacién para detectar una hemaglutinina y una neuraminidasa o un virus de la gripe.

La solicitud de patente de EE.UU. n°® 2005/0100937 da a conocer un dispositivo microfluido para el seguimiento de
analitos. Ello no implica la utilizacion de un dispositivo externo que comunica con el cartucho para permitir su
utilizacion. Ello no implica la utilizacién para detectar una hemaglutinina y una neuraminidasa o un virus de la gripe.

Sumario de lainvencion

La presente invencién proporciona un sistema para la deteccion de analitos indicadores de una infeccion por virus de
la gripe en un fluido corporal de un paciente como se describe en la reivindicacion 1. El sistema normalmente
comprende a) un dispositivo fluidico, comprendiendo dicho dispositivo fluidico una unidad de toma de muestras y un
conjunto de ensayo, en el que dicha unidad de toma de muestras permite que una muestra de fluido corporal que se
sospecha que contiene dicho analito para reaccionar con los reactivos contenidos dentro de dicho conjunto de
ensayo para producir una sefial detectable indicadora de la presencia de dicho analito; b) un conjunto lector que
comprende un conjunto de deteccion para detectar dicha sefial detectable; y ¢) un conjunto de comunicacién para
transmitir dicha sefial detectada a dicho dispositivo externo. El sistema es capaz de detectar una infeccién por virus
de la gripe tipo A, B y/o C. En general, los analitos comprenden glucoproteina de superficie de un virus de la gripe,
que puede ser hemaglutinina (p. €j., H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15y H16) y
una neuraminidasa (p. €j., N1, N2, N3, N4 y N5). El fluido corporal puede extraerse de un paciente seleccionado de
entre el grupo que consiste en seres humanos, aves de corral y aves silvestres.

La presente invencién también proporciona un sistema para detectar una pluralidad de analitos, por lo menos dos de
los cuales indican una infeccién por virus de la gripe en un fluido corporal de un paciente. El sistema comprende
normalmente, a) un dispositivo fluidico, comprendiendo dicho dispositivo fluidico una unidad de toma de muestras y
un conjunto de ensayo, en el que dicha unidad de toma de muestras permite que una muestra de fluido corporal que
se sospecha que contiene dicha variedad de analitos para reaccionar con los reactivos contenidos dentro de dicho
conjunto de ensayo para producir una o mas sefiales detectables indicadoras de la presencia de dichos por lo
menos dos analitos; b) un conjunto lector que comprende un conjunto de deteccion para detectar dichas una o méas
sefiales detectables; y ¢) un conjunto de comunicacion para transmitir dicha sefial detectada a dicho dispositivo
externo.
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La presente invencion proporciona ademas un procedimiento de utilizacién de los sistemas del asunto. Se describe
un procedimiento para detectar un indicador de analitos de una infeccién de la gripe en un fluido corporal de un
paciente. El procedimiento implica las etapas siguientes a) proporcionar un sistema del asunto; b) permitir que una
muestra de fluido corporal reaccione con los reactivos contenidos dentro de dicho conjunto de ensayo para dar un
indicador con sefial detectable de la presencia de dicho analito; y c) detectar dicha sefial detectable. En otro
aspecto, el procedimiento comprende las etapas siguientes a) proporcionar un dispositivo fluidico que comprende al
menos una unidad de toma de muestras, un conjunto de inmunoanalisis que contiene reactivos de inmunoanalisis,
una pluralidad de canales en comunicacién fluidica con dicha unidad de toma de muestras y/o dicho conjunto de
inmunoanalisis; b) accionar dicho dispositivo fluidico y dirigir dichos reactivos de inmunoanalisis dentro de dicho
dispositivo fluidico; ¢) permitir que una muestra de fluido corporal que se sospecha que contiene dicho analito
reaccione con dichos reactivos de inmunoandlisis contenidos dentro de dicho conjunto de inmunoanalisis de ensayo
para producir un indicador con sefial detectable de la presencia de dicho analito indicador de una infeccidn virica de
la gripe en dicha muestra; y d) detectar dicha sefial detectable genera a partir de dicho analito en dicha toma de
muestras de fluido corporal. Cuando se desee, la muestra de fluido corporal utilizado para dicha deteccién es inferior
a aproximadamente 500 microlitros. Se puede detectar una variedad de infecciones viricas de la gripe. Ellas
incluyen, pero no se limitan a la infeccion virica tipo A, B, C de la gripe.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para detectar una pluralidad de analitos, por lo menos
dos de los cuales son indicadores de una infeccion virica de la gripe en un fluido corporal de un paciente. El
procedimiento comprende las etapas que consisten en a) proporcionar un dispositivo fluidico que comprende por lo
menos una unidad de toma de muestras, un conjunto de inmunoanalisis que contiene reactivos de inmunoandlisis,
una pluralidad de canales en comunicacién fluidica con dicha unidad de toma de muestras y/o dicho conjunto de
inmunoandlisis; b) accionar dicho dispositivo fluidico y dirigir dichos reactivos de inmunoandlisis dentro de dicho
dispositivo fluidico; c) permitir que una muestra de fluido corporal que se sospecha que contiene dicha pluralidad de
analitos reaccione con dichos reactivos de inmunoanalisis contenidos dentro de dicho conjunto analitico de
inmunoandlisis para producir una o mas sefiales detectables indicadoras de la presencia de por lo menos dichos dos
analitos en dicha muestra; y d) detectar una o mas de dichas sefiales detectables generadas a partir de dicha
pluralidad de analitos recogidos en dicha muestra de fluido corporal.

También se proporciona en la presente invencién un dispositivo fluidico para la detecciéon de un tipo de infeccion
virica de la gripe. Los dispositivos fluidicos comprenden un cartucho que comprende una pluralidad de reactivos, al
menos dos de los cuales son reactivos con diferentes analitos presentes en un fluido corporal de un paciente, en el
que dichos diferentes analitos son indicadores del tipo de infeccion de la gripe. Uno por lo menos de cada dos
reactivos se une a una glucoproteina de superficie diferente de un virus de la gripe. La glucoproteina de superficie
diferente serd un miembro seleccionado de entre el grupo que consta de hemaglutinina y neuraminidasa. Dos
cualesquiera de los siguientes glucoproteinas de la superficie pueden ser los analitos diana de los por lo menos dos
reactivos: hemaglutinina 1, hemaglutinina 2, hemaglutinina 3, hemaglutinina 4, hemaglutinina 5, hemaglutinina 6,
hemaglutinina 7, hemaglutinina 8, hemaglutinina 9, hemaglutinina 10, hemaglutinina 11, hemaglutinina 12,
hemaglutinina 13, hemaglutinina 14, hemaglutinina 15, hemaglutinina 16, neuraminidasa 1, neuraminidasa 2,
neuraminidasa 3, neuraminidasa 4 y neuraminidasa 5. En una forma de realizacion preferida, uno por lo menos de
los dos reactivos se une a hemaglutinina 5 y el otro se une a la neuraminidasa 1. Cuando se desea, el cartucho
puede comprender ademas una unidad de toma de muestras y un conjunto analitico. El conjunto analitico es un
conjunto de inmunoanalisis que comprende reactivos inmunolégicos.

Breve descripcion de los dibujos
Las caracteristicas novedosas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Una
mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion se obtendra por referencia a la
siguiente descripcion detallada que expone formas de realizacion ilustrativas, en las que se utilizan los principios de
la invencion, y los dibujos adjuntos de los que:

La figura 1 es una forma de realizacién que muestra varios componentes del presente sistema.

La figura 2 muestra las diferentes capas de un dispositivo fluidico ilustrativo antes del conjunto.

Las figura 3 y 4 ilustran la red fluida dentro de un dispositivo fluidico ilustrativo.

La figura 5 muestra una vista superior, lateral e inferior de las cAmaras de reactivos ilustrativas de la presente
invencion.

La figura 6 ilustra una vista lateral ilustrativa de una camara de reactivo en comunicacion fluidica con un
dispositivo fluidico.

La figura 7 ilustra camaras de reactivos ilustrativos que estan rellenas de reactivos.

Las figuras 8 y 9 ilustran una vista lateral de un dispositivo fluidico ilustrativo en combinacién con elementos de
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accionamiento del conjunto lector.
La figura 10 compara un ensayo de dos etapas con un ensayo de uniéon competitiva.
La figura 11 muestra un inmunoandlisis enzimatico ilustrativo de quimioluminiscencia en dos pasos.

La figura 12 muestra el aumento de sensibilidad del inmunoandlisis enzimatico de quimioluminiscencia en dos
pasos.

La figura 13 muestra la capacidad de TOSCA para analizar menos de las muestras ideales y mantener la
sensibilidad deseada.

La figura 14 muestra un ELISA ilustrativo.
La figura 15 muestra un ELISA ilustrativo para un virus.
Descripcion detallada de la invencién

Un aspecto de la presente invencion es un sistema para la deteccién de un analito indicador de una infeccion virica
de la gripe presente en una muestra de fluido corporal. El analito puede ser indicador de una infeccién virica de gripe
tipo A, tipo B y/o tipo C. El analito comprenderd al menos dos glucoproteinas de superficie de un virus de la
gripe. Las glucoproteinas de superficie son, una hemaglutinina y una neuraminidasa. Las proteinas de superficie
hemaglutinina incluyen, pero no se limitan a, H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15y
H16. Las proteinas de superficie neuraminidasa incluyen N1, N2, N3, N4 y N5. El analito puede comprender también
un anticuerpo contra una glucoproteina de superficie de un virus de la gripe que es generado por el anfitrion
infectado.

Otro aspecto de la presente invencidn es un sistema para detectar una pluralidad de analitos, por lo menos dos de
los cuales indican una infeccion virica de la gripe presente en una muestra de fluido corporal. Del mismo modo, los
analitos pueden ser indicadores de una infeccidn virica de gripe tipo A, tipo B y/o tipo C. Los analitos comprenderan
glucoproteinas de la superficie hemaglutinina y neuraminidasa de un virus de la gripe. La hemaglutinina se puede
seleccionar de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15y
H16, y la neuraminidasa se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4 y N5. En formas de
realizacién preferidas, la hemaglutinina H5 y es la neuraminidasa es N1. El sistema es capaz de detectar y/o
cuantificar los analitos de interés especifico.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un sistema para la deteccién de una pluralidad de analitos
incorporados en una sola entidad tal como una particula virica. En este aspecto, la pluralidad de analitos es una
combinacion de analitos, una hemaglutinina y una neuraminidasa indicadores de una infeccidn virica de la gripe en
una muestra de fluido corporal. Los analitos pueden ser indicadores de una infeccion virica de gripe tipo A, tipo B o
tipo C. La hemaglutinina se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8,
H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16, y la neuraminidasa se puede seleccionar de entre el grupo que consiste
en N1, N2, N3, N4 y N5. En las formas de realizacion preferidas, la combinacion de analitos se asocia con una cepa
virulenta de la gripe, tal como la combinacion H5N1. Este aspecto de la invencidn es especifico para la deteccion de
la combinacion de la pluralidad de analitos. Se puede distinguir entre la infeccidon con una cepa virulenta tal como
una combinacién de H5N1 y una supuesta infeccion con una combinacion diferente de analitos. Una variacion de
este aspecto de la invencidon es utilizar uno o mas reactivos que reaccionan con uno o mas antigenos viricos (p. €j.,
anticuerpos antiviricos de glucoproteinas de superficie) para capturar las particulas viricas en un sitio de reaccién vy,
a continuacion, aplicar otro conjunto de reactivos (uno o varios reactivos) para detectar especificamente las
particulas viricas unidas. Un conjunto ilustrativo utilizar4 anticuerpos anti-H2 como los anticuerpos de captura, y
anticuerpos anti-N5, preferentemente anticuerpos anti-N5 marcados con enzima como reactivo de deteccion.

El sistema del asunto comprende normalmente un dispositivo fluidico que tiene uno o mas de los siguientes
componentes: una unidad de toma de muestras, un conjunto analitico, un conjunto lector y un conjunto de
comunicacion. La unidad de toma de muestras permite normalmente que una muestra de fluido corporal tomada en
un paciente reaccione con los reactivos contenidos en el conjunto analitico para que genere una sefial indicadora de
la presencia del analito de interés. El conjunto lector detecta la sefial, que se transmite a continuacion a través del
conjunto de comunicacion a un dispositivo externo para su posterior tratamiento.

Cualquiera de los fluidos corporales que se sospeche que contiene un analito de interés puede utilizarse junto con el
sistema o dispositivos del asunto. Los fluidos corporales frecuentemente empleados incluyen, pero no se limitan a
sangre, plasma, suero sanguineo, saliva, orina, fluidos gastrico y digestivo, lagrimas, heces, semen, fluido vaginal,
fluidos intersticiales y el liquido cefalorraquideo. En una forma de realizacion preferida, los fluidos corporales se
utilizan directamente para detectar los analitos presentes en los mismos con el dispositivo fluidico del asunto sin
tratamiento adicional. Cuando se desee, sin embargo, los fluidos corporales pueden tratarse previamente antes de
realizar el analisis con los dispositivos fluidicos del asunto. La eleccion de los pretratamientos dependera del tipo de
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fluido corporal utilizado y/o de la naturaleza del analito investigado. Por ejemplo, cuando el analito esta presente a
baja concentracion en una muestra de fluido corporal, la muestra se puede concentrar por cualquier medio
convencional que enriquezca el analito. Los procedimientos de concentracién de un analito incluyen, pero no se
limitan a secado, evaporacion, centrifugacién, sedimentacion, precipitacion y ampliacion. Cuando el analito es un
acido nucleico, puede extraerse utilizando diversas enzimas liticas o soluciones quimicas segun los procedimientos
expuestos en Sambrook et al. ("Molecular Cloning: A Laboratory Manual "), o utilizando resinas aglutinantes de
acidos nucleicos siguiendo las instrucciones adjuntas proporcionadas por los fabricantes. Cuando el analito es una
molécula presente en una célula o dentro de la misma, la extraccién puede realizarse utilizando agentes de lisis
incluyendo pero sin limitarse a detergentes desnaturalizantes tales como SDS o detergentes no desnaturalizantes tal

como Thesit®, desoxicolato de sodio, Triton® X-100 y Tween® 20. En algunas formas de realizacién el
pretratamiento de la muestra se lleva a cabo de forma automatica dentro del dispositivo fluidico.

El volumen de fluido corporal que debe utilizarse con un dispositivo fluidico de la presente invencion es
generalmente inferior a aproximadamente 500 microlitros, normalmente entre aproximadamente 1 a 100
microlitros. Cuando se desee, se puede utilizar una muestra de 1 a 50 microlitros o de 1 a 10 microlitros para
detectar un analito utilizando el dispositivo fluidico del asunto.

Una ventaja de la presente invencidn es que solo se requiere un volumen de sangre muy pequefio para detectar un
analito de interés en los animales. En algunas formas de realizacion se extraen entre aproximadamente 1 microlitro y
aproximadamente 50 microlitros. En una forma de realizacion preferida se extraen entre aproximadamente 1
microlitro y 10 microlitros. En formas de realizacion preferidas se extraen del paciente aproximadamente 5 microlitros
de sangre.

Un fluido corporal puede extraerse de un paciente y ponerse en el dispositivo fluidico de diferentes maneras,
incluyendo pero sin limitarse a, puncion, inyeccién o pipeteo. En una forma de realizacién, una lanceta pincha la piel
y extrae la muestra en el dispositivo fluidico utilizando, por ejemplo, la gravedad, la accién capilar, la aspiracion o la
fuerza de vacio. La lanceta puede formar parte del dispositivo fluidico, o parte de un conjunto lector, 0 como un
componente independiente. Cuando sea necesario, la lanceta puede activarse mediante una variedad de
mecanismos mecanicos, eléctricos, electromecanicos, o cualquier otro mecanismo de activaciéon conocido o
cualquier combinacion de dichos procedimientos. En otra forma de realizacion en la que no se requiere ningin
mecanismo activo, un paciente simplemente puede proporcionar un fluido corporal al dispositivo fluidico, como por
ejemplo, podria ocurrir con una muestra de saliva. El fluido recogido se puede colocar en la unidad de toma de
muestras dentro del dispositivo fluidico. En otra forma de realizacion todavia, el dispositivo fluidico comprende al
menos una microaguja que perfora la piel. La microaguja se puede utilizar con dispositivo fluidico solo, o puede
perforar la piel después de que el dispositivo fluidico se inserta en un conjunto lector.

En algunas formas de realizacién una microaguja de aproximadamente el tamafio de un cabello humano y tiene una
microdepdsito o cubeta integrado. La microaguja puede penetrar la piel de un paciente sin dolor y extraer una
pequefia muestra de sangre. Mas preferentemente, la microaguja recoge aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 1 microlitro, preferentemente de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,5 microlitros y méas
preferentemente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,3 microlitros de sangre capilar. En algunas formas
de realizacion puede construirse una microaguja de silicio y tiene aproximadamente 10 a aproximadamente 200
micras de diametro, preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 150 micras de diametro, y aln
mas preferentemente de aproximadamente 100 micras de diametro, por lo que su aplicacion a la piel es
practicamente indoloro. Para asegurarse de que un capilar se ha encontrado en realidad con una aguja, puede
utilizarse una pluralidad de microagujas para la toma de muestras. Dichas microagujas pueden ser del tipo
comercializado por Pelikan (Palo Alto, Calif.) y/o Kumetrix (Union City, Calif.). La patente de EE.UU. n°® 6.503.231 da
a conocer microagujas que pueden utilizarse con la presente invencion.

Los procedimientos de microfabricacion que pueden utilizarse en la fabricaciéon de las microagujas dadas a conocer
en la presente memoria incluyen, sin limitacion litografia; técnicas de grabado tales como extraccién quimica en
humedo, en seco y fotorresistente; oxidacion térmica de silicio; galvanoplastia y galvanoplastia quimica;
procedimientos de difusion, tales como difusiéon de boro, fésforo, arsénico y antimonio; implantacion ionica;
deposicion de pelicula tal como evaporacion (filamento, haces de electrones, flash y oscurecimiento y cobertura por
etapas), erosion iénica, deposicién de vapor quimico (CVD), epitaxia (fase vapor, fase liquida y haces moleculares),
galvanoplastia, serigrafia y laminacion. Véase, en general Jaeger, Introduction to Microelectronic Fabrication
(Addison-Wesley Publishing Co., Reading Mass. 1988); Runyan, et al., Semiconductor Integrated Circuit Processing
Technology (Addison-Wesley Publishing Co., Reading Mass. 1990); Proceedings of the IEEE Micro Electro
Mechanical Systems Conference 1987-1998; Rai-Choudhury, ed., Handbook of Microlithography, Micromachining &
Microfabrication (SPIE Optical Engineering Press, Bellingham, Washington, 1997). Alternativamente, las microagujas
pueden moldearse en obleas de silicio y luego chaparse utilizando técnicas convencionales de corte de alambre con
niquel, oro, titanio o varios otros metales biocompatibles. En algunas formas de realizacion se puede modelar
microagujas a partir de biopolimeros. En algunas formas de realizacion pueden fabricarse microagujas y emplearse
para los dispositivos reivindicados segun los procedimientos de Mukerjee et al., Sensors and Actuators A:. Physical,
Volumen 114, nimeros 2-3, 1 de septiembre 2004, paginas 267-275 .
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En las formas de realizacion preferidas una microaguja sélo se utiliza una vez y a continuaciéon se descarta. En
algunas formas de realizacion puede insertarse un actuador mecanico y retirar la microaguja del paciente, desechar
la aguja utilizada, y volver a cargar una nueva microaguja. Las tecnologias mecanicas desarrolladas y fabricadas en
muy grandes volimenes para unidades de disco muy pequefias tienen un conjunto similar de requisitos de
movimiento y de bajo coste. En formas de realizacién preferidas, el actuador es un dispositivo MEMS (sistema
electromecéanico micromaquinado) fabricado utilizando procesos discontinuos similares a semiconductores. Dichos
actuadores incluyen, sin limitacion la aleaciéon de niquel titanio, dispositivos fluidicos o piezoeléctricos. En algunas
formas de realizacion, las microagujas son de aproximadamente 1 micra a aproximadamente 10 micras de espesor,
preferentemente de aproximadamente 2 micras a aproximadamente 6 micras de espesor, y aln mas
preferentemente alrededor de 4 micras de espesor. En algunas formas de realizacion, las microagujas son de
aproximadamente 10 micras a aproximadamente 100 micras de altura, preferentemente de aproximadamente 30
micras a aproximadamente 60 micras de altura, y ain mas preferentemente de aproximadamente 40 micras de
altura.

La figura 1 ilustra un sistema ilustrativo de la presente invencién. Como se ilustra, un dispositivo fluidico proporciona
un fluido corporal de un paciente y se puede insertar en un conjunto lector. El dispositivo fluidico puede tomar una
variedad de configuraciones y en algunas formas de realizacion el dispositivo fluidico puede estar en forma de
cartucho. Un detector de identificador (ID) puede detectar un identificador en el dispositivo fluidico. El detector de
identificador se comunica con un conjunto de comunicacion a través de un controlador que transmite el identificador
a un dispositivo externo. Cuando se desee, el dispositivo externo envia un protocolo almacenado en el dispositivo
externo al conjunto de comunicacion basado en el identificador. El protocolo a ejecutar en el dispositivo fluidico
puede comprender instrucciones para el controlador del conjunto lector para llevar a cabo el protocolo en el
dispositivo fluidico, incluyendo, pero sin limitarse a un ensayo especifico que debe ejecutarse y un procedimiento de
deteccion que debe realizarse. Una vez que el ensayo se realiza en el dispositivo fluidico, se genera una sefial
indicadora de un analito indicador de una infeccién virica de la gripe en la muestra de fluido corporal y se detecta
con un conjunto de deteccion. La sefial detectada puede entonces comunicarse al conjunto de comunicaciones, en
el que puede transmitirse al dispositivo externo para el tratamiento, incluyendo sin limitacién, el célculo de la
concentracién de analitos en la muestra o la determinacion de la presencia del analito.

La figura 2 ilustra capas ilustrativas de un dispositivo fluidico segun la presente invenciéon antes del conjunto del
dispositivo fluidico que se describe con mas detalle a continuacion. Las figuras 3 y 4 muestran una vista superior e
inferior, respectivamente, de un dispositivo fluidico ilustrativo una vez se ha montado el dispositivo. Las diferentes
capas se disefian y se ensamblan para formar una red de canales de fluido en tres dimensiones. Una unidad de
toma de muestras 4 proporciona una muestra de fluido corporal de un paciente. Como se explicara en mas detalle a
continuacién un conjunto lector comprende elementos de accionamiento (no mostrados) puede accionar el
dispositivo fluidico para iniciar y dirigir el flujo de una muestra de fluido corporal y reactivos de ensayo en el
dispositivo fluidico. En algunas formas de realizacién los elementos de accionamiento en primer lugar hacen que el
flujo de la muestra en el dispositivo fluidico 2 de la unidad de toma de muestras 4 a los lugares de reaccion 6,
desplazan hacia arriba la muestra en el dispositivo fluidico desde el punto G' al punto G, y a continuacion a la
camara de residuos 8. Los elementos de accionamiento a continuacién, inician la circulaciéon de reactivos desde las
camaras de reactivos 10 al punto B', al punto C', y al punto D', a continuacién hacia arriba a los puntos B, C y D,
respectivamente, a continuacion al punto A, hacia abajo al punto A', y a continuacion a la cAmara de residuos 8 de la
misma manera que la muestra.

Una unidad de toma de muestras 4 en un dispositivo fluidico 2 puede proporcionar una muestra de fluido corporal de
un paciente por cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente. Si es necesario, la muestra en primer
lugar se puede procesar diluyendo el fluido corporal en una camara de dilucion, y o puede filtrarse separando el
plasma de los gl6bulos rojos de la sangre en una camara de filtracion. En algunas formas de realizacion la unidad de
toma de muestras, la camara de dilucion y la camara de filtracion pueden ser el mismo componente, y en algunas
formas de realizacion pueden ser diferentes componentes, o cualquiera de los dos puede ser el mismo componente
y el otro puede ser un componente diferente. En algunas formas de realizacién puede haber mas de una unidad de
toma de muestras en el dispositivo fluidico.

En algunas formas de realizacidon puede ser deseable detectar la presencia de analitos en una célula o superficie
virica, dentro de una célula o membrana virica, o dentro de una célula. La dificultad de detectar dichos analitos es
gue las células y otros elementos son en particulas y los componentes de las células no interactian facilmente con
guimicas analiticas tradicionales que estan disefiadas para operar en los analitos en solucién. Los analitos de la
superficie celular reaccionan lenta e ineficazmente con las sondas unidas a la superficie, y los analitos dentro de la
célula no pueden reaccionar en absoluto con sondas unidas. Para permitir la deteccion de dichos analitos, en
algunas formas de realizacién el dispositivo fluidico puede incluir un conjunto de lisis para lisar las células presentes
en la muestra de fluido corporal. El conjunto de lisis puede estar incorporado a la unidad de toma de muestras, una
camara de dilucién, y/o una camara de filtracion. En algunas formas de realizacion la unidad de toma de muestras, la
camara de dilucion y el componente de lisis se encuentran dentro del mismo elemento en el dispositivo fluidico. En
algunas formas de realizacién, el componente de lisis se puede incorporar con un reactivo analitico descrito a
continuacion.
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Cuando se desee, agentes de lisis se pueden impregnar y después secar en almohadillas porosas, almohadillas de
fibra de vidrio, fritas sinterizadas o particulas tales como Porex, papel u otro material similar. Los agentes de lisis
pueden secarse sobre superficies planas. Los agentes de lisis también se pueden disolver en diluyentes liquidos u
otros reactivos liquidos. En formas de realizaciéon preferidas se utilizan materiales porosos para almacenar los
agentes de lisis, ya que pueden almacenar un agente de lisis en forma seca que probablemente sea muy estable.
También facilitan la mezcla de la muestra de fluido corporal con el agente de lisis proporcionando una ruta tortuosa
para la muestra medida que se desplaza a través del material poroso. En las formas de realizacion preferidas dichos
materiales porosos tienen forma de disco con un diametro mayor que su espesor. En algunas formas de realizacién
agentes de lisis se pueden secar sobre materiales porosos utilizando liofilizacién, evaporaciéon pasiva, exposiciéon a
gas seco caliente en circulacién u otros procedimientos conocidos.

Una variedad de agentes de lisis estan disponibles en la técnica y son adecuados para su utilizacién en relacion con
el dispositivo fluidico del asunto. Agentes de lisis preferidos no son desnaturalizantes, tales como detergentes no

desnaturalizantes. Los ejemplos no restrictivos de detergentes no desnaturalizantes incluyen Thesit®, desoxicolato

de sodio, Triton®X-100, y Tween®20. Los agentes son preferentemente no volatiles en formas de realizacion en las
gue los agentes se impregnan en materiales porosos sélidos. En algunas formas de realizacion los agentes de lisis
se mezclan. Se pueden mezclar otros materiales con los agentes de lisis para modificar los efectos liticos. Dichos
materiales ilustrativos pueden ser, sin limitacién, tampones, sales y proteinas. En formas de realizacion preferidas se
utilizardn agentes de lisis en cantidades que estan en exceso de la cantidad minima requerida para lisar las
células. En algunas formas de realizacion se utilizan agentes de lisis que pueden lisar tanto los glébulos blancos
como los rojos.

Una de las ventajas de la presente invencién es que algunos reactivos necesarios para llevar a cabo un ensayo en
un dispositivo fluidico segun la presente invencion estan preferentemente sobre carton, o alojados dentro del
dispositivo fluidico antes, durante y después del ensayo. De esta forma la Gnica entrada o salida desde el dispositivo
fluidico es preferentemente la muestra de fluido corporal inicialmente proporcionada por el dispositivo fluidico. Este
disefio sobre cartén también ayuda a crear un dispositivo fluidico facilmente desechable donde todos los fluidos o
liguidos permanecen en el dispositivo. El disefio sobre carton también evita la fuga del dispositivo fluidico en el
conjunto lector que debe permanecer libre de contaminacién del dispositivo fluidico.

En una forma de realizacion preferida hay por lo menos una camara de reactivo. En algunas formas de realizacion
puede haber dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas, o cualquier nimero de camaras de reactivos que sean necesarias
para cumplir con los propositos de la invenciéon. Una camara de reactivo esta preferentemente en comunicacion
fluidica con al menos un sitio de reaccion, y cuando el dispositivo fluidico se acciona como se describe en la
presente memoria, los reactivos contenidos en dichas camaras de reactivos se liberan en los canales de fluidos
dentro del dispositivo fluidico.

Los reactivos segun la presente invencion incluyen sin limitacion tampones de lavado, sustratos enzimaticos,
tampones de dilucién, conjugados, los conjugados enzimaticos marcados, diluyentes de muestras, soluciones de
lavado, reactivos de pretratamiento de muestras, incluidos los aditivos, tales como detergentes, polimeros, agentes
guelantes, reactivos de union a la albimina, inhibidores de enzimas, enzimas, anticoagulantes, agentes aglutinantes
de gldbulos rojos, anticuerpos, u otros materiales necesarios para efectuar el ensayo en un dispositivo fluidico. Un
conjugado enzimatico puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal marcado con una enzima que
puede producir una sefial detectable tras la reaccién con un sustrato apropiado. Ejemplos no restrictivos de dichas
enzimas son la fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano picante. En algunas formas de realizacién, los reactivos
comprenden reactivos de inmunoandlisis.

En algunas formas de realizaciéon una camara de reactivo contiene aproximadamente unos 50 pl a aproximadamente
1 ml de fluido. En algunas formas de realizacion la cdmara puede contener aproximadamente 100 pl de fluido. El
volumen de liquido en una camara de reactivo puede variar dependiendo del tipo de ensayo que se esta realizando
o la muestra de fluido corporal proporcionado. En algunas formas de realizacion, los reactivos se almacenan
inicialmente seco y se licuan (p. €j., se disuelven o se funden) al inicio del ensayo que se realiza en el dispositivo
fluidico.

Las figuras 5y 6 ilustran una forma de realizacién ilustrativa de una cdmara de reactivo sellada. La figura 5 muestra
una vista desde arriba, lateral y desde la parte inferior de una camara de reactivo. Una capa superior 11 contiene
una pluralidad de blisteres o bolsas 13. Una capa de fondo 15 tiene una superficie inferior que esta unida a la base
17 del dispositivo fluidico como se muestra en la figura 6. La capa de fondo 15 tiene una pluralidad de canales de
fluido 19 dispersados por toda la superficie, donde cada uno de los canales atraviesa la capa de fondo 15. El fluido
en la camara de reactivo esta contenido dentro de la camara por el sello rompible a presiéon 21 entre el canal de
fluido 19 y la camara 13. El sello rompible 21 esta disefiado de tal manera que a una presién predeterminada el sello
explota permitiendo que el fluido en la camara 13 circule dentro de un canal de fluido 19.

La figura 7 muestra un ejemplo de proceso de llenado de las camaras de reactivo 13 con, por ejemplo, reactivos. Las
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camaras de reactivos 13 puede estar llenas de liquido utilizando un canal de llenado y un canal de extraccién a
vacio. El proceso de llenado de los reactivos implica en primer lugar la eliminacion de todo el aire de la cAmara. Esto
se hace extrayendo a vacio a través del canal de extraccién a vacio. Una vez que se extrae a vacio, se coloca un
sello permanente entre el canal de llenado y el canal de extraccién a vacio. A continuacién, se distribuyen los
reactivos necesarios en la camara a través del canal de llenado. Después, se coloca un sello permanente entre la
camara y el canal de llenado. Esto asegura que cuando la caAmara estd comprimida, el fluido puede circular en una
sola direccion, hacia el sello rompible. Si la compresién comunica una presiéon mayor que la presion de rotura del
sello, el sello se rompe y el fluido circula en el canal del fluido.

Las figuras 8 y 9 ilustran una forma de realizacion de un dispositivo fluidico en funcionamiento con elementos de
accionamiento, como se describe en la presente memoria. El dispositivo fluidico 2 contiene una camara de reactivo
10 y una capa de papel de aluminio rompible 12 que encierra la camara de reactivo. Por encima del papel de
aluminio rompible 12 hay una parte del circuito de microfluidos 14. Una cubierta superior 16 dura, pero elastomera
actla como capa superior del dispositivo fluidico 2. El conjunto lector incluye una placa de accionamiento de valvula
18. Acoplada con seguridad a la placa 18 hay una aguja sin nucleo 20 de forma que cuando se baja la placa, el filo
de la aguja contacta con la cubierta elastdbmera 16. La cubierta superior también podria estar hecha de material de
silicona flexible, que actuaria como un sello impermeable a la humedad. Esta forma de realizacion también
proporciona una solucion a la evaporacion de liquido y fuga desde un dispositivo fluidico aislando cualquier reactivo
liquido en el dispositivo fluidico de cualquier reactivo anhidro hasta que se inicie el ensayo.

En las formas de realizacion preferidas, la camara de reactivo y la unidad de toma de muestras se conectadas de
forma fluida a los sitios de reaccién donde las sondas unidas pueden detectar un analito de interés en la muestra de
fluido corporal utilizando el ensayo. Un sitio de reaccién a continuacion, podria proporcionar una sefial indicadora de
la presencia del analito de interés, que puede detectarse con un dispositivo de deteccién descrito con detalle en la
presente memoria a continuacion.

En algunas formas de realizacion, los sitios de reacciones son planos pero pueden tomar una variedad de
configuraciones superficiales alternativas. El sitio de reaccion preferentemente forma un soporte rigido en el que se
puede inmovilizar un reactivo. La superficie del sitio de reaccion también se selecciona para proporcionar las
caracteristicas adecuadas de absorcion de la luz. Por ejemplo, el sitio de reaccién puede ser de vidrio
funcionalizado, Si, Ge, GaAs, GaP, SiO,, SiNg, silicio modificado, o de cualquiera de una amplia variedad de geles o
polimeros, tales como (poli)tetrafluoroetileno, (poli)difluoruro de vinilideno, poliestireno, policarbonato, polipropileno,
0 combinaciones de los mismos. Pueden utilizarse otros materiales adecuados segun la presente invencion.

Un reactivo inmovilizado en un sitio de reaccion puede ser cualquiera Util para detectar un analito de interés en una
muestra de fluido corporal. Por ejemplo, dichos reactivos incluyen, sin limitacién, anticuerpos, receptores de
membrana celular, anticuerpos monoclonales y antisueros reactivos con un analito especifico indicador de una
infeccion virica de la gripe. Se pueden utilizar varios reactivos que se pueden adquirir en el mercado, tales como un
anfitrion de anticuerpos policlonales y monoclonales desarrollados especificamente para analitos especificos.

Una clase preferida de reactivos son los anticuerpos. Como se emplea en la presente memoria, un "anticuerpo"
(empleado indistintamente en forma plural) es una molécula de inmunoglobulina capaz de unirse especificamente a
una diana, tal como un analito en un fluido corporal, mediante por lo menos un sitio de reconocimiento de antigenos,
situado en la region variable de la molécula de inmunoglobulina. Como se emplea en la presente memoria, el
término abarca no solamente los anticuerpos intactos, sino también fragmentos de los mismos (tales como Fab,
Fab', F(ab")., Fv, cadena sencilla (ScFv), sus mutantes, proteinas de fusién, anticuerpos humanizados, y cualquier
otra configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprende un sitio de reconocimiento de
antigeno de la especificidad requerida.

Los procedimientos y aparatos del asunto pueden utilizar reactivos de anticuerpos que se pueden adquirir en el
mercado o generar de novo. Los procedimientos de laboratorio para la produccién de anticuerpos policlonales y
anticuerpos monoclonales, son conocidos en la técnica. Por ejemplo, véase Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1988 ) y Sambrook et al. (1989). En resumen, los anticuerpos
monoclonales Utiles para la presente invencion pueden ser producidos biolégicamente introduciendo un antigeno de
un virus de la gripe en un animal, p. €j., ratdn o rata. Las células productoras de anticuerpos en el animal se aislan y
se fusionan con células de mieloma o las células de heteromieloma para producir células hibridas o hibridomas.

Se pueden preparar isotipos especificos de un anticuerpo monoclonal ya sea directamente seleccionando a partir de
la fusion inicial, o prepararse indirectamente, a partir de un hibridoma original que segrega un anticuerpo monoclonal
de isotipo diferente utilizando la técnica de seleccion sib para aislar variantes de cambio de clase utilizando el
procedimiento descrito en Steplewski et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. 82:8653 0 Spira et al.(1984) J.
Immunol. Methods 74:307.

Los reactivos de anticuerpos se pueden unir (es decir, conjugar) a un marcador detectable adecuado dependiendo
de la reaccién de ensayo especifica.
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En algunas formas de realizacién, un reactivo detecta un indicador de analitos una infeccion virica tipo A, tipo B o
tipo C de la gripe. El analito puede comprender por lo menos una glucoproteina de superficie de un virus de la gripe.
Las glucoproteinas de superficie ilustrativas son, sin limitacién, una hemaglutinina y una neuraminidasa. Las
proteinas de superficie hemaglutinina incluyen H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15y
H16. Las proteinas de la superficie incluyen la neuraminidasa N1, N2, N3, N4 y N5.

Los reactivos detectan una pluralidad de analitos, por lo menos dos de los cuales indican una infeccién virica de la
gripe en una muestra de fluido corporal. Los analitos pueden ser indicadores de una infeccion virica tipo A, tipo B o
tipo C de la gripe. Los analitos pueden comprender una pluralidad de glucoproteinas de la superficie de un virus de
la gripe. En algunas formas de realizacién, una pluralidad de glucoproteinas de la superficie comprende una
hemaglutinina y una neuraminidasa. La hemaglutinina se puede seleccionar de entre el grupo que consta de H1, H2,
H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H 14, H 15 y H16, y la neuraminidasa puede seleccionarse de
entre el grupo que consta de N1, N2, N3, N4 y N5. En formas de realizacién preferidas, la hemaglutinina es H5 y la
neuraminidasa es N1.

Un experto en la materia apreciard que hay muchas maneras de inmovilizacién de diversos reactivos sobre un
soporte, donde la reaccion puede tener lugar. La inmovilizacion puede ser covalente o no covalente, a través de un
resto enlazador, o atdndoles a un resto inmovilizado. Estos procedimientos son bien conocidos en el campo de la
sintesis en fase sélida y microchips ( Beier et al., Nucleic Acids Res. 27:1970-1-977 (1999 ). Restos de unién
ilustrativos no restrictivos para la fijacién de cualquiera de los &cidos nucleicos o moléculas proteicas tales como
anticuerpos a un soporte solido incluyen enlaces de estreptavidina o avidina/biotina, enlaces carbamato, enlaces
éster, amida, tioléster, tiourea (N)-funcionalizada, maleimida funcionalizada, amino, disulfuro, amida y enlaces
hidrazona, entre otros. Ademas, un resto sililo puede acoplarse a un &cido nucleico directamente a un sustrato tal
como vidrio usando procedimientos conocidos en la técnica.

En algunas formas de realizacion hay mas de un sitio de reaccion que puede permitir la deteccion de varios analitos
de interés a partir de la misma muestra de fluido corporal. En algunas formas de realizacion hay 2, 3, 4, 5, 6, 0 mas
sitios de reaccion, o cualquier otro nimero de sitios de reaccién que pueden ser necesarios para llevar a cabo el
propoésito de la invencion.

En formas de realizacidén con varios sitios de reaccién en un dispositivo fluidico, cada sitio de reaccion se puede
inmovilizar con un reactivo diferente de un reactivo en un sitio de reaccion diferente. En un dispositivo fluidico con,
por ejemplo, tres sitios de reaccion, puede haber tres sondas diferentes, cada una unida a un sitio de reaccion
diferente para unirse a tres analitos diferentes de interés en la muestra. En algunas formas de realizacion puede
haber diferentes reactivos unidos a un solo sitio de reaccion si, por ejemplo, un CCD con varias zonas de deteccion
se utilizaban como dispositivo de deteccidn, de tal manera que varios analitos diferentes podrian ser detectados en
un dnico sitio de reaccion. La capacidad de utilizar varios sitios de reaccion ademas de varias sondas diferentes en
cada sitio de reaccion permite que las caracteristicas de alto rendimiento de la presente invencién.

En formas de realizacién preferidas de la invencion, el dispositivo fluidico incluye al menos una camara de residuos
para atrapar o capturar todos los liquidos una vez que hayan sido utilizados en el ensayo. En formas de realizacion
preferidas, hay mas de una camara de residuos, por lo menos uno de los cuales es para ser utilizado con un
conjunto de calibracion descrito en la presente memoria a continuacion. Camaras de desechos de carton también
permiten que el dispositivo sea faciimente desechable. La cédmara de residuos esta preferentemente en
comunicacion fluidica con por lo menos un sitio de reaccion.

Por lo menos uno de estos canales tendran normalmente pequefias dimensiones de la seccion transversal. En
algunas formas de realizacién, las dimensiones son de aproximadamente 0,01 mm a aproximadamente 5 mm,
preferentemente de aproximadamente 0,03 mm a aproximadamente 3 mm, y mas preferentemente de
aproximadamente 0,05 mm a aproximadamente 2 mm. Los canales de fluidos en el dispositivo fluidico pueden ser
creados por, por ejemplo sin limitacion, moldeo por inyeccion de precision, grabado con laser, o cualquier otra
técnica conocida en la técnica para llevar a cabo el propdsito de la invencion.

Para asegurarse de que una respuesta dada del ensayo (p. €j., un recuento de fotones) producido en un sitio de
reaccion se correlaciona con una concentracion precisa de un analito de interés en una muestra, es preferentemente
ventajoso calibrar el dispositivo fluidico antes de detectar la respuesta (p. €j., deteccion de fotones). La calibracion
de un dispositivo fluidico en el punto de fabricacién, por ejemplo, puede ser insuficiente para asegurar una
concentracion precisa de analito se determina porque un dispositivo fluidico puede ser enviado antes de su
utilizacién y puede experimentar cambios en la temperatura, por ejemplo, de manera que una calibracién realizada
en la fabricacién no tenga efecto en los cambios posteriores en la estructura del dispositivo fluidico o de los reactivos
contenidos en el mismo. En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, un dispositivo fluidico tiene
un conjunto de calibracion que imita el conjunto analitico en los componentes y el disefio excepto que una muestra
no se introduce en el conjunto de calibracidon. Haciendo referencia a las figuras 3 y 4, un conjunto de calibracion
ocupa aproximadamente la mitad del dispositivo fluidico 2 e incluye camaras de reactivos 32, los sitios de reacciones
34, una camara de residuos 36, y los canales de fluidos 38. Al igual que en el conjunto analitico, el nGmero de
camaras de reactivos y los sitios de reaccion puede variar dependiendo del ensayo que se ejecute en el dispositivo
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fluidico y el nimero de analitos que se estan detectando.

Cuando se desee, se puede proporcionar un detector para la evaluacion de la fiabilidad de un ensayo para un analito
en un fluido corporal con la utilizacién del dispositivo fluidico del asunto junto con el dispositivo fluidico, el lector y/o
dentro del envase del sistema del asunto. El detector es capaz de detectar un cambio en los parametros de
operacion bajo los que funciona normalmente el sistema del asunto. Los parametros de funcionamiento incluyen,
pero no se limitan a la temperatura, la humedad y la presion, lo que puede afectar al rendimiento del presente
sistema.

Un dispositivo fluidico y el conjunto lector pueden, después de la fabricacién, ser enviados al usuario final, juntos o
individualmente. A medida que un conjunto lector se utiliza repetidamente con varios dispositivos fluidicos, puede ser
necesario tener detectores tanto en el dispositivo fluidico como en el conjunto lector para detectar dichos cambios
durante el envio, por ejemplo. Durante el envio los cambios de presién o de temperatura pueden afectar al
rendimiento de numerosos componentes del presente sistema, y como tal un detector situado ya sea en el
dispositivo fluidico o en el conjunto lector puede transmitir estos cambios, por ejemplo, al dispositivo externo, de
modo que se pueden realizar ajustes durante la calibracién o durante el tratamiento de datos en el dispositivo
externo. Por ejemplo, si la presion o la temperatura de un dispositivo fluidico alcanz6 un determinado nivel durante el
envio, un detector situado en el dispositivo fluidico podria detectar que este cambio se habia producido y transmitir
esta informacién al conjunto lector cuando el usuario lo inserta en el conjunto lector. Puede haber un dispositivo de
deteccién adicional en el conjunto lector para llevar a cabo esto, o dicho dispositivo puede incorporarse en otro
componente del sistema. En algunas formas de realizacion, esta informacion puede transmitirse de forma
inaldmbrica ya sea al conjunto lector o al dispositivo externo. Del mismo modo, un detector en el conjunto lector
puede detectar cambios similares. En algunas formas de realizacién, puede ser deseable tener un detector también
en el envase de envio, asi, ya sea en lugar de en los componentes del sistema o ademas de ello.

La fabricacion de los canales de fluido puede llevarse a cabo generalmente por alguna de las numerosas técnicas de
microfabricacion que son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, se emplean opcionalmente técnicas litogréaficas
en la fabricacion, por ejemplo, de sustratos de vidrio, cuarzo o silicio, utilizando procedimientos bien conocidos en
las industrias de fabricacion de semiconductores tales como grabado fotolitografico, grabado con plasma o grabado
quimico humedo. Alternativamente, se emplean opcionalmente procedimientos de micromecanizado, tales como
perforacion por laser, microfresadora y similares. Del mismo modo, para sustratos poliméricos, también se pueden
utilizar técnicas de fabricacion bien conocidas. Estas técnicas incluyen procedimientos de moldeo por inyeccién o de
moldeo por sello donde una pluralidad de sustratos se producen opcionalmente utilizando, por ejemplo, sellos
rodantes para producir hojas grandes de sustratos de microescala o técnicas de microfundicién de polimero donde el
sustrato se polimeriza dentro de un molde micromecanizado.

En algunas formas de realizacion, por lo menos una de las diferentes capas del dispositivo fluidico puede construirse
de sustratos poliméricos. Ejemplos no restrictivos de materiales poliméricos incluyen poliestireno, policarbonato,
polipropileno, polidimetilsiloxanos (PDMS), poliuretano, cloruro de polivinilo (PVC) y polisulfona.

El dispositivo fluidico puede fabricarse por estampacion, adhesion térmica, adhesivos o, en el caso de determinados
sustratos, por ejemplo, de vidrio, o sustratos poliméricos semirrigidos y no rigidos, una adherencia natural entre los
dos componentes. En algunas formas de realizacion, el dispositivo fluidico se fabrica por soldadura por ultrasonidos
0 acustica.

La figura 2 muestra una forma de realizacién de la invencion en la que el dispositivo fluidico 2 se compone de 7
capas. Las caracteristicas mostradas se cortan, por ejemplo, en el sustrato polimérico, de modo que cuando las
capas estan colocadas correctamente cuando el conjunto forme una red de fluido. En algunas formas de realizacién
mas o menos capas pueden utilizarse para construir un dispositivo fluidico para llevar a cabo el propdsito de la
invencion.

Uno de los objetivos de la presente invencion es evitar que el fluido dentro de un dispositivo fluidico entre en
contacto con los componentes de un conjunto lector que puede necesitar permanecer seco y 0 no contaminada, y
también para evitar la contaminacion a un dispositivo de deteccion dentro del conjunto lector. Una fuga en el
dispositivo fluidico podria producir liquidos, por ejemplo, reactivos o residuos, que escapan del dispositivo fluidico y
gue contaminan el lector. En otras formas de realizacién, un material de absorcion de liquido, tales como los
materiales poliméricos que se encuentran en los pafiales, podria colocarse dentro de una parte del canal de fluido o
la cdmara de residuos para absorber el liquido residual. Un ejemplo no restrictivo de un polimero de este tipo es el
poliacrilato de sodio. Dichos polimeros pueden absorber cientos de veces su peso de fluidos. Por lo tanto, solo
pequefias cantidades de tales materiales poliméricos pueden ser necesarios para lograr el objetivo de absorber los
liguidos fugados. En algunas formas de realizacion, una cédmara de residuos esta llena de un material
superabsorbente. En algunas formas de realizacién el liquido fugado puede convertirse en un gel u otra forma sélida
0 semisolida.

Otro objetivo del presente sistema es proporcionar un dispositivo fluidico que puede ejecutar una variedad de
ensayos en un dispositivo fluidico. Un protocolo dependiente de la identidad del dispositivo fluidico puede
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transferirse desde un dispositivo externo, en donde se puede almacenar a un conjunto lector para permitir que el
conjunto lector lleve a cabo el protocolo especifico en el dispositivo fluidico. En formas de realizacién preferidas, el
dispositivo fluidico tiene un identificador (ID) que es detectado o leido por un detector del identificador descrito en la
presente memoria. El identificador puede comunicarse a continuacion con un conjunto de comunicacion, donde
puede entonces transferirse o transmitirse a un dispositivo externo.

En algunas formas de realizacién, el identificador puede ser un identificador de cédigo de barras con una serie de
lineas negras y blancas, que pueden ser leidas por un detector de identificador tal como un lector de cédigo de
barras, que son bien conocidos. Otros identificadores podrian ser una serie de valores alfanuméricos, colores,
protuberancias o cualquier otro identificador que puede estar situado en un dispositivo fluidico y ser detectado o
leido por un detector de identificador. En algunas formas de realizacion, el identificador puede comprender un
dispositivo de almacenamiento o memoria y puede transmitir informacion a un detector de identificacién. En algunas
formas de realizacion se pueden utilizar ambas técnicas.

Una vez que se proporciona una muestra de fluido corporal a un dispositivo fluidico, éste se inserta en un conjunto
lector. En algunas formas de realizacion, el dispositivo fluidico estd en parte insertado manualmente, y a
continuacion un interruptor mecéanico en el conjunto lector automéaticamente coloca correctamente el dispositivo
fluidico en el interior del conjunto lector. Puede utilizarse también cualquier otro mecanismo conocido en la técnica
para la insercion de un disco o cartucho en un dispositivo. En algunas formas de realizacion puede requerirse sélo
insercién manual.

En algunas formas de realizacién el conjunto lector comprende un detector de identificador para la deteccién o la
lectura de un identificador en el dispositivo fluidico, un controlador para controlar automéaticamente el conjunto de
deteccion y también componentes mecanicos del conjunto lector, por ejemplo, bombas y/o vélvulas para controlar o
dirigir fluidos a través del dispositivo fluidico, un dispositivo de deteccion para detectar una sefial creada por un
ensayo realizado en el dispositivo fluidico, y un conjunto para la comunicacion con un dispositivo externo.

Un detector del identificador detecta un identificador en el dispositivo fluidico que se comunica con un conjunto de
comunicacioén. En algunas formas de realizacion, el detector del identificador puede ser un dispositivo similar a un
escaner de cédigo de barras, que lee un codigo de barras en un dispositivo fluidico. El detector del identificador
también puede ser un LED que emite luz que puede interactuar con un identificador que refleja la luz y es medida
por el detector del identificador para determinar la identidad de un dispositivo fluidico.

En formas de realizacion preferidas, el conjunto lector alberga un controlador que controla una bomba y una serie de
vélvulas para controlar y dirigir el caudal de liquido dentro del dispositivo fluidico. En algunas formas de realizacion
el conjunto del lector puede comprender varias bombas. La muestra y los reactivos son impulsados preferentemente
a través de los canales fluidos por una fuerza de vacio creado por la apertura y cierre sucesivos de por lo menos una
valvula, a la vez que activa una bomba dentro del conjunto lector. Los procedimientos de utilizacion de al menos una
vélvula y al menos una bomba para crear una fuerza de vacio son bien conocidos. Si bien se puede utilizar una
fuerza de presion negativa, también puede generarse una fuerza de presion positiva por al menos una bomba y la
véalvula segun la presente invencion. En otras formas de realizacion el movimiento del fluido en el dispositivo fluidico
puede ser por la accion electro-osmdtica, capilar, piezoeléctrica o microaccionadora.

Las figuras 8 y 9 ilustran una secuencia ilustrativa para iniciar la circulacion de un reactivo dentro del dispositivo
fluidico. Una placa de accionamiento 18 en el conjunto lector comprende una aguja sin nucleo o pasador 20, que
cuando baja flexiona la tapa superior 16, ya que esta hecho preferentemente de material elastomero fuerte, flexible.
Sin embargo, la lamina facilmente rompible 12, se rompe a continuacién debido a la tension inducida por la flexién
de la cubierta superior 16. Las valvulas situadas aguas abajo de la camara de reactivos perforan diferentes areas de
la lamina en el dispositivo fluidico y después pueden trabajar en tdndem con una bomba dentro del conjunto lector
para crear una fuerza de vacio que impulse el reactivo fuera de la camara de reactivo 6 en un canal fluido y a
continuacion dirigir el caudal del reactivo a un sitio de reaccién. Al menos una valvula esta preferentemente
conectada fluidamente a una bomba alojada dentro del conjunto lector. La aguja sin nacleo o alfiler 20 se retira del
dispositivo fluidico cuando el dispositivo se retira del conjunto lector. Una de las ventajas de esta forma de
realizacién es que no se requiere ninguna bomba en un chip, que, por lo menos, disminuye el tamafio y el costo del
dispositivo fluidico, y permite que el dispositivo sea desechable.

Un conjunto de reaccion contiene preferentemente un conjunto de deteccion para detectar una sefial producida por
al menos un ensayo en el dispositivo fluidico. La figura 1 ilustra una posicion ilustrativa de un dispositivo de
deteccion de la presente invencion en relacion con el dispositivo fluidico que esta por debajo del dispositivo
fluidico. El conjunto de deteccion puede estar por encima del dispositivo fluidico o en una orientacion diferente en
relacion con el dispositivo fluidico basado, por ejemplo, en el tipo de ensayo que se lleva a cabo y el mecanismo de
deteccién que se emplea.

En formas de realizacién preferidas, se utiliza como dispositivo de deteccion un detector 6ptico. Los ejemplos no

restrictivos incluyen un fotodiodo, tubo fotomultiplicador (PMT), detector de recuento de fotones, o dispositivo de
carga acoplada (CCD). En algunas formas de realizacion se puede usar un diodo PIN. En algunas formas de
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realizacién un diodo PIN puede acoplarse a un amplificador para crear un dispositivo de deteccién con una
sensibilidad comparable a un PMT. Algunos ensayos pueden generar luminiscencia como se describe en la presente
memoria. En algunas formas de realizacién se detecta quimioluminiscencia. En algunas formas de realizaciéon un
conjunto de deteccién podria incluir una pluralidad de cables de fibra dptica conectados como un haz a un detector
de CCD o a una matriz de PMT. El haz de fibra optica podria estar construido de fibras discretas o de muchas
pequefias fibras fusionadas entre si para formar un haz sélido. Dichos haces soélidos se pueden adquirir en el
mercado y facilimente interactuados con detectores CCD.

En algunas formas de realizacién, el sistema de deteccion puede comprender detectores o sensores no épticos para
detectar un parametro en particular de un paciente. Dichos detectores pueden incluir temperatura, conductividad,
potenciométrico y amperomeétrico, para los compuestos que se oxidan o se reducen, por ejemplo, Oz, H2O2, y I2, 0
compuestos organicos oxidables/reducibles.

Un conjunto de comunicacién esta alojado preferentemente dentro del conjunto lector y es capaz de transmitir y
recibir informacién de manera inalambrica desde un dispositivo externo. Dicha comunicacion inalambrica puede ser
tecnologia bluetooth o RTM. Pueden utilizarse varios procedimientos de comunicacion, tales como una conexion de
acceso telefonico por cable con un médem, un enlace directo, tal como un T1, ISDN, o linea de cable. En formas de
realizacién preferidas se establece una conexion inaldmbrica mediante redes inaldmbricas ilustrativas tales como
redes celulares, satélite o de localizador, GPRS, o un sistema local de transporte de datos tal como Ethernet o
Token Ring en una red de area local. En algunas formas de realizacion, la informacién esté encriptada antes de ser
transmitida a través de una red inalambrica. En algunas formas de realizacion, el conjunto de comunicacion puede
contener un componente de comunicacion inaldmbrica por infrarrojos para enviar y recibir informacion.

En algunas formas de realizacion, el conjunto de comunicacion puede tener una memoria o dispositivo de
almacenamiento, por ejemplo RAM localizada, en la que la informacién recogida se puede almacenar. Puede ser
necesario un dispositivo de almacenamiento si la informacién no se puede transmitir en un momento dado debido a,
por ejemplo, una incapacidad temporal para conectarse de forma inalambrica a una red. La informacion puede estar
asociada al identificador de dispositivo fluidico en el dispositivo de almacenamiento. En algunas formas de
realizacién, el conjunto de comunicacién puede reintentar el envio de la informacién almacenada después de un
cierto tiempo. En algunas formas de realizacion, el dispositivo de memoria puede almacenar la informacion durante
un periodo de diez dias antes de que se borre.

En formas de realizacién preferidas un dispositivo externo se comunica con el conjunto de comunicacion dentro del
conjunto lector. Un dispositivo externo puede comunicarse de forma inalambrica con un conjunto lector, pero
también puede comunicarse con un tercer paciente, incluyendo sin limitaciébn a un paciente, personal médico,
médicos, personal de laboratorio, u otros en el sector de la atencion sanitaria.

En algunas formas de realizacion, el dispositivo externo puede ser un sistema de ordenador, servidor, u otro
dispositivo electronico capaz de almacenar informacién o procesar la informacion. En algunas formas de realizacion,
el dispositivo externo incluye uno o mas sistemas informaticos, servidores u otros dispositivos electronicos capaces
de almacenar la informacion o procesar la informacién. En algunas formas de realizacion un dispositivo externo
puede incluir una base de datos de informacion del asunto, por ejemplo, pero no limitada a, registros médicos o
antecedentes del asunto, registros de ensayos clinicos, o registros de ensayos preclinicos. En formas de realizacion
preferidas, un dispositivo externo almacena los protocolos que se ejecutan en un dispositivo fluidico que pueden
transmitirse al conjunto de comunicacién de un conjunto lector cuando ha recibido un identificador que indica qué
dispositivo fluidico ha sido insertado en el conjunto lector. En algunas formas de realizaciéon un protocolo puede ser
dependiente de un identificador de dispositivo fluidico. En algunas formas de realizacion, el dispositivo externo
almacena mas de un protocolo para cada dispositivo fluidico. En otras formas de realizacion, la informacién del
asunto en el dispositivo externo incluye mas de un protocolo. En formas de realizacion preferidas, el servidor externo
almacena algoritmos matematicos para procesar un recuento de fotones enviados desde un conjunto de
comunicacioén y en algunas formas de realizacién para calcular la concentraciéon de analito en una muestra de fluido
corporal.

En algunas formas de realizacion, el dispositivo externo puede incluir uno o mas servidores como son conocidos en
la técnica y que se pueden adquirir en el mercado. Dichos servidores pueden proporcionar equilibrio de carga,
gestién de tareas, y la capacidad de copia de seguridad en caso de fallo de uno o mas servidores u otros
componentes del dispositivo externo, para mejorar la disponibilidad del servidor. Un servidor también puede ser
construido en una red distribuida de almacenamiento y unidades de procesador, como es conocido en la técnica, en
el que el tratamiento de datos segun la presente invencion reside en terminales, tales como ordenadores, eliminando
de este modo la necesidad de un servidor.

Un servidor puede incluir una base de datos y procesos del sistema. Una base de datos puede residir en el servidor,
0 puede residir en otro sistema servidor que es accesible al servidor. Ya que la informacién en una base de datos
puede contener informacion sensible, puede construirse un sistema de seguridad que impide que usuarios no
autorizados tengan acceso a la base de datos.
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Una de las ventajas de la presente invencién es que la informacion puede transmitirse desde el dispositivo externo
de nuevo a no solo el conjunto lector, sino a otras partes u otros dispositivos externos, por ejemplo sin limitacién,
una PDA o un teléfono mévil. Dicha comunicacién se puede conseguir mediante una red inalambrica, como se da a
conocer en la presente memoria. En algunas formas de realizacién, una concentracién de analito calculada u otra
informacién de objeto se pueden enviar a, por ejemplo, pero sin limitarse a, personal médico o a paciente.

Procedimientos de utilizacion

El aparato y los sistemas del asunto proporcionan un medio eficaz para la detecciéon en tiempo real de analitos
indicadores de una infeccion virica de la gripe presente en un fluido corporal de un paciente.

Un aspecto de la presente invencién es un procedimiento para detectar un analito indicador de una infeccién virica
de la gripe en una muestra de fluido corporal. El analito puede ser indicador de una infeccion virica de la gripe tipo A,
tipo B o tipo C. El analito comprendera una glucoproteina y una neuraminidasa de un virus de la gripe. Las proteinas
de superficie hemaglutinina incluyen H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, 10H, H11, H12, H13, H14, H15 y H16. Las
proteinas de la superficie neuraminidasa incluyen N1, N2, N3, N4 y N5.

Un aspecto de la presente invencion es un procedimiento para detectar una pluralidad de analitos, por lo menos dos
de los cuales indican una infeccion virica de la gripe en una muestra de fluido corporal. Los analitos pueden ser
indicadores de una infeccion virica de la gripe tipo A, tipo B o tipo C. Una pluralidad de glucoproteinas de la
superficie de un virus de la gripe comprenderan una hemaglutinina y una neuraminidasa. La hemaglutinina se puede
seleccionar de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15y
H16, y la neuraminidasa se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4 y N5. En formas de
realizacion preferidas, el procedimiento detecta tanto la hemaglutinina H5 como la neuraminidasa N1. En una
realizacion, el procedimiento proporciona la deteccién de H5 y N1 en la(s) misma(s) particula(s) virica (s) (véase la
figura 15).

Se describe un procedimiento para detectar una pluralidad de analitos incorporados en una sola entidad tal como
una particula virica de la gripe. Una pluralidad de analitos son una combinacién o complejo de analitos, al menos,
dos de los cuales son indicadores de una infeccion virica de la gripe en una muestra de fluido corporal. Los analitos
pueden ser indicadores de una infeccion virica de la gripe tipo A, tipo B o tipo C. Una pluralidad de analitos puede
comprender una combinacion o complejo de glucoproteinas de la superficie de un virus de la gripe. Una pluralidad
de analitos puede ser una combinacion de glucoproteinas de la superficie que comprende una combinacién de una
hemaglutinina y una neuraminidasa. La hemaglutinina se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en H1,
H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, 10H, H11, H12, H13, H14, H15 y H16, y la neuraminidasa puede seleccionarse de
entre el grupo que consiste de N1, N2, N3, N4 y N5. En formas de realizacion preferidas, la combinacion de analitos
se asocia a una cepa virulenta de la gripe, tal como la combinacion H5N1. Este aspecto de la invencion es
especifico para detectar la combinacion de una pluralidad de analitos. Se puede distinguir entre la infeccion con una
cepa virulenta tal como una combinacion de H5N1 y una supuesta infeccion con una combinacion diferente de
analitos.

El aparato y los sistemas del asunto tienen un espectro de utlidad en, por ejemplo, en el diagnéstico de
enfermedades y la deteccién de enfermedades.

Se describe un procedimiento para detectar un analito indicador de una infeccidn virica de la gripe en un fluido
corporal de un paciente que comprende proporcionar un dispositivo fluidico que comprende por lo menos una unidad
de toma de muestras, un conjunto de inmunoanalisis que contiene reactivos de inmunoanalisis, una pluralidad de
canales en comunicacion fluidica con dicha unidad de toma de muestras y/o dicho conjunto de inmunoanalisis;
actuando dicho dispositivo fluidico y dirigiendo dichos reactivos de inmunoandlisis dentro de dicho dispositivo
fluidico; permitiendo a una muestra de fluido corporal que se sospecha que contiene dicho analito reaccionar con
dicho reactivos de inmunoanalisis contenidos dentro de dicho conjunto de inmunoanalisis de ensayo para producir
una sefial detectable indicadora de la presencia de dicho analito en dicho fluido corporal; y detectar dicha sefal
detectable generada a partir de dicho analito recogido inicialmente en dicha muestra de fluido
corporal. Preferentemente, se utiliza una muestra de fluido corporal de menos de aproximadamente 500 pl para una
0 mas de estas aplicaciones.

Como se usa en la presente memoria, los términos "persona” y "paciente”, se emplean indistintamente, que se
refieren a un animal, preferentemente una especie aviar (aves) o de mamifero (por ejemplo, ser humano). El término
aviar, como se emplea en la presente memoria incluye las aves de corral. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan
a, murinos, simios, seres humanos, animales de granja, animales para deporte, y animales de compaiiia.

Como se emplea en la presente memoria, en algunos aspectos los términos "reactivos" y "reactantes" se utilizan
indistintamente.

En algunas formas de realizacién, una muestra de fluido corporal se puede proporcionar en primer lugar al
dispositivo fluidico por cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria. El dispositivo fluidico a
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continuacién se puede insertar en el conjunto lector. Un detector de identificacion alojado dentro del conjunto lector
puede detectar un identificador del dispositivo fluidico y comunicar el identificador de un conjunto de comunicacion,
gue se aloja preferentemente dentro del conjunto lector. El conjunto de comunicaciéon a continuacion transmite el
identificador a un dispositivo externo que transmite un protocolo a ejecutar en el dispositivo fluidico basado en el
identificador para el conjunto de comunicacién. Un controlador preferentemente alojado dentro del conjunto lector
controla elementos de accionamiento, incluyendo por lo menos una bomba y una valvula que interactdan con el
dispositivo fluidico para controlar y dirigir el movimiento de fluidos dentro del dispositivo. En algunas formas de
realizacién, el primer paso del ensayo es un ciclo de lavado, donde todas las superficies dentro del dispositivo
fluidico se humedecen utilizando un tampoén de lavado. El dispositivo fluidico se calibra a continuacion, utilizando un
conjunto de calibracion utilizando los mismos reactivos que se utilizaran en el ensayo a través de los sitios de
reaccion de calibracion, y a continuacion una sefial de luminiscencia procedente de los sitios de reacciones es
detectada por los medios de deteccion, y la sefial se utiliza en la calibracién del dispositivo fluidico. La muestra que
contiene el analito se introduce en el canal de fluido. La muestra puede ser diluida y se separa ain mas en el plasma
u otro componente deseado en un filtro. La muestra separada ahora circula a través de los sitios de reaccion y los
analitos presentes en la misma se unira a los reactantes unidos en la misma. El plasma de fluido de la muestra se
descarga a continuacion de los pocillos de reaccién en una camara de residuos. Dependiendo del ensayo que se
ejecute, los reactivos apropiados se dirigen a través de los sitios de reaccion para llevar a cabo el ensayo. Todos los
tampones de lavado y otros reactivos utilizados en las diferentes etapas, incluyendo la etapa de calibracion, se
recogen en tanques de lavado. La sefial producida en los sitios de reaccién se detecta a continuacion, por cualquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria.

Una variedad de ensayos puede llevarse a cabo en un dispositivo fluidico segun la presente invencién para detectar
un analito de interés en una muestra. Una amplia diversidad de marcadores esta disponible en la técnica que puede
emplearse para la realizacion de los presentes andlisis. En algunas formas de realizacion los marcadores son
detectables por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, los
marcadores de &cido nucleico utiles incluyen 32P, 35S, colorantes fluorescentes, reactivos densos en electrones,
enzimas, biotina, digoxigenina o haptenos y proteinas para los que estan disponibles antisueros o anticuerpos
monoclonales. Una amplia variedad de marcadores adecuados para el marcaje de los componentes biol6gicos son
conocidos y se publicaron extensamente tanto en la bibliografia cientifica como de patentes, y son generalmente
aplicables a la presente invencién para el marcaje de los componentes bioldgicos. Los marcadores adecuados
incluyen radionuclidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, restos fluorescentes, restos quimioluminiscentes,
marcadores bioluminiscentes, marcadores colorimétricos o particulas magnéticas. Los agentes de marcaje incluyen
opcionalmente, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, proteinas u otros polimeros tales
como matrices de afinidad, carbohidratos o lipidos. La deteccién procede por cualquiera de los varios
procedimientos conocidos, incluyendo el seguimiento espectrofotométrico u éptico de marcadores radiactivos o
fluorescentes, u otros procedimientos que siguen el rastro de una molécula basandose en el tamafo, carga o
afinidad. Un resto detectable puede ser de cualquier material que tenga una propiedad fisica o quimica
detectable. Dichos marcadores detectables han sido bien desarrollados en el campo de la electroforesis en gel,
cromatografia en columna, sustratos sélidos, técnicas espectroscoépicas, y similares, y, en general, los marcadores
utiles en dichos procedimientos pueden aplicarse a la presente invencion. Por lo tanto, un marcador incluye sin
limitacion cualquier composicion detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, biogquimicos,
inmunoquimicos, eléctricos, opticos, térmicos o quimicos.

En algunas formas de realizacion el marcador estd acoplado directa o indirectamente a una molécula para ser
detectado como un producto, sustrato o enzima, segun procedimientos bien conocidos en la técnica. Como se indicé
anteriormente, se utilizan una gran variedad de marcadores, dependiendo la eleccion del marcador de la sensibilidad
requerida, la facilidad de conjugacion del compuesto, los requisitos de estabilidad, la instrumentacién disponible, y
las provisiones de eliminacién. Los marcadores no radiactivos a menudo se unen por medios indirectos. En general,
una molécula de ligando esta unida por enlace covalente a un polimero. El ligando se une a continuacion a una
molécula anti-ligando que es intrinsecamente detectable o esta unida por enlace covalente a un sistema de sefial, tal
como una enzima detectable, un compuesto fluorescente, o un compuesto quimioluminiscente. Se pueden utilizar
numerosos ligandos y anti-ligandos. Cuando un ligando tiene un antiligando natural, por ejemplo, biotina, tiroxina, y
cortisol, puede utilizarse junto con antiligandos marcados. Alternativamente, cualquier compuesto hapténico o
antigénico se puede utilizar en combinacién con un anticuerpo.

En algunas formas de realizacién, el marcador también se puede conjugar directamente a compuestos generadores
de sefial, por ejemplo, por conjugacién con una enzima o fluoréforo. Las enzimas de interés como marcadores seran
principalmente hidrolasas, particularmente fosfatasas, esterasas y glucosidasas, u oxidorreductasas, particularmente
peroxidasas. Los compuestos fluorescentes incluyen fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados,
dansilo y umbeliferona. Los compuestos quimioluminiscentes incluyen luciferina, y 2,3-dihidroftalazinadionas, tales
como el luminol y los dioxetanos.

Los procedimientos de deteccién de marcadores son bien conocidos por los expertos en la técnica. Asi, por ejemplo,
donde el marcador es un marcador radiactivo, los medios para la deteccién incluyen un contador de centelleo o una
pelicula fotografica como en autorradiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, puede ser
detectado excitando el fluorocromo con la longitud de onda de luz apropiada y detectando la fluorescencia
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resultante, por ejemplo, por microscopia, inspeccion visual, mediante pelicula fotografica, por la utilizacion de
detectores electrénicos tales como camaras digitales, dispositivos de carga acoplada (CCD) o fotomultiplicadores y
fototubos, u otro dispositivo de deteccion. Del mismo modo, los marcadores enzimaticos se detectan proporcionando
sustratos apropiados para la enzima y detectando el producto de reaccion resultante. Por Gltimo, los marcadores
colorimétricos simples se detectan a menudo simplemente por observacion del color asociado al marcador. Por
ejemplo, el oro conjugado aparece a menudo rosa, mientras que diversas perlas conjugadas aparecen del color de
la perla.

En algunas formas de realizacion, la sefial detectable puede ser proporcionada por las fuentes de
luminiscencia."Luminiscencia” es el término comunmente utilizado para referirse a la emision de luz procedente de
una sustancia por cualquier motivo que no sea un aumento de su temperatura. En general, los &tomos o moléculas
emiten fotones de energia electromagnética (p. €j., luz) cuando se trasladan de un "estado excitado" a un estado de
menor energia (por lo general el estado fundamental). Hay muchas causas de la excitacion. Si causa de la
excitacién es un foton, el proceso de luminiscencia se conoce como “fotoluminiscencia”. Si la causa de la excitacion
es un electron, el proceso de luminiscencia se conoce como “electroluminiscencia". Mas especificamente, la
electroluminiscencia proviene de la inyeccion directa y la eliminacion de electrones para formar un par de huecos de
electrones, y posterior recombinacion del par de huecos de electrones para emitir un fotén. La luminiscencia que
proviene de una reaccién quimica normalmente se conoce como "quimioluminiscencia”. La luminiscencia producida
por un organismo vivo normalmente se conoce como "bioluminiscencia”. Si la fotoluminiscencia es el resultado de
una transicion de spin prohibido (p. €j., una transicion triplete-singlete), el proceso de fotoluminiscencia se conoce
generalmente como "fosforescencia”. Por lo general, las emisiones de fosforescencia persisten mucho después de
que la causa excitante se elimina como resultado de estados excitados de larga vida que pueden relajar solamente a
través de dichas transiciones de spin-permitidos. Si la fotoluminiscencia es el resultado de una transicion de spin
prohibida (por ejemplo, una transicion triplete-singlete), el proceso de fotoluminiscencia se refiere generalmente
como "fosforescencia”. Por lo general, las emisiones de fosforescencia persisten mucho después de que la causa
excitante se elimina como resultado de estados excitados de larga duracion que puede relajarse solamente a través
de tales transiciones spin prohibidas. Un "marcador luminiscente" puede tener cualquiera de las propiedades
descritas anteriormente.

Fuentes quimioluminiscentes adecuados incluyen un compuesto que llega a estar electronicamente excitado por una
reaccion quimica y puede entonces emitir luz que sirve como la sefial detectable, o dona energia a un receptor
fluorescente. Se han encontrado un diverso ndmero de familias de compuestos que proporcionan
quimioluminiscencia en una variedad o las condiciones. Una familia de compuestos es 2,3-dihidro-1,4-
ftalazinadiona. Un compuesto usado con frecuencia es el luminol, que es un compuesto de 5-amino. Otros miembros
de la familia incluyen el 5-amino-6,7,8-trimetoxi- y el andlogo de dimetilamino[ca]benzo. Estos compuestos se
pueden preparar para producir luminiscencia con perdxido de hidrogeno alcalino o hipoclorito de calcio y una
base. Otra familia de compuestos es la de los 2,4,5-trifenilimidazoles, con lofina como denominacion comun para el
producto original. Andlogos quimioluminiscentes incluyen sustituyentes para-dimetilamino y -metoxi. La
quimioluminiscencia se puede obtener también con oxalatos, por lo general ésteres activos de oxalilo, por ejemplo,
p-nitrofenilo y un peroxido tal como peréxido de hidrogeno, en condiciones basicas. Otros compuestos
guimioluminiscentes (tiles que también son conocidos incluyen ésteres de N-alquilacridinio y dioxetanos.
Alternativamente, se pueden utilizar luciferinas junto con luciferasa o lucigeninas para proporcionar bioluminiscencia.

En algunas formas de realizacién inmunoanalisiss se ejecutan en el dispositivo fluidico. Mientras que los ensayos de
unién competitivos, que son bien conocidos en la técnica, se pueden ejecutar en algunas formas de realizacion, en
determinadas formas de realizacién se utiliza un procedimiento en dos etapas lo que elimina la necesidad de
mezclar un conjugado y una muestra antes de exponer la mezcla a un anticuerpo, lo que puede ser deseable
cuando se utilizan volimenes muy pequefios de muestra y el conjugado, como en el dispositivo fluidico de la
presente invencion. Un ensayo en dos etapas tiene ventajas adicionales sobre los ensayos de unién competitiva
cuando se utiliza con un dispositivo fluidico como se describe en la presente memoria. Combina la facilidad de
utilizaciéon y alta sensibilidad de un inmunoanalisis en sandwich (unién competitiva) con capacidad de pequefias
moléculas de ensayo.

En un ensayo ilustrativo en dos etapas mostrado en la Figura 10, la muestra que contiene el analito ("Ag") circula en
primer lugar a través de un sitio de reaccion que contiene anticuerpos ("Ab"). Los anticuerpos se unen al analito
presente en la muestra. Una vez que la muestra pasa sobre la superficie, se pasa una solucién con el analito
conjugado a un marcador ("Ag marcado") a una alta concentracion sobre la superficie. El conjugado satura
cualquiera de los anticuerpos que aun no se han unido al analito. Antes de que se alcance el equilibrio y se produzca
cualquier desplazamiento de analito no marcado unido previamente, se lava la solucion de conjugado de alta
concentracion. La cantidad de conjugado unido a la superficie se mide a continuacion mediante la técnica apropiada,
y el conjugado detectado es inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra.

Una técnica de medicién ilustrativa para un ensayo de dos etapas es un inmunoandlisis con enzima de
quimioluminiscencia como se muestra en Figura 11. Como es conocido en el campo, el marcador puede ser un
marcador que se puede adquirir en el mercado, tal como dioxitano-fosfato, que no es luminiscente, pero se hace
luminiscente después de la hidrdlisis, por ejemplo, mediante fosfatasa alcalina. Una enzima tal como fosfatasa
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alcalina se pasa también sobre el sustrato para hacer que el marcador dé luminiscencia. En algunas formas de
realizacién, la solucién de sustrato se complementa con agentes potenciadores, tales como, sin limitacion,
fluoresceina en micelas mixtas, polimeros solubles, o de PVC que crean una sefial mucho mas brillante que el
luminéforo solo. Por otra parte, se emplea un conjugado de fosfatasa alcalina con un nimero de recambio superior a
la utilizada en el ensayo comercial. Esto permite que la generacion de sefiales proceda mucho mas rapidamente y
se consigue una sefial global mayor. El aumento de la sensibilidad del inmunoanalisis enzimatico quimioluminiscente
en dos etapas (TOSCA) se ilustra en la figura 12. La figura 12 demuestra que para analitos en la concentracion
picomolar, TOSCA es capaz de proporcionar una sefial mas robusta (mayor sensibilidad) que un ensayo de union
competitiva. La utilizaciébn de un ensayo de unién en dos etapas contribuye por lo tanto a capacidades de
sensibilidad mayores de la presente invencion.

Ademas, TOSCA es menos sensible a los efectos de matriz que otras metodologias. Esto permite trabajar con
muestras que no han sido ampliamente pretratadas utilizando técnicas normales de laboratorio, tales como, por
ejemplo, extraccion en fase soélida y cromatografia. En la figura 13 se ilustra la capacidad de TOSCA para ensayar
menos que las muestras ideales y mantener la sensibilidad deseada. En comparacion con el ensayo de union
competitiva, para todos los preparados de la muestra (y diluciones), TOSCA tiene mejor sensibilidad que la unién
competitiva.

Un inmunoanalisis Util que se puede ejecutar en el dispositivo fluidico es ELISA (ensayo inmunosorbente con
enzima ligada). La realizacion de un ELISA implica generalmente al menos un anticuerpo capaz de unir un antigeno
de interés (es decir, un analito que es indicador de la infeccién por virus de la gripe). Una muestra que contiene o se
sospecha que contiene el antigeno de interés se inmoviliza sobre un soporte (p. €j., una placa de microvaloracion,
un pocillo u otro soporte que tiene una superficie para la inmovilizacion), ya sea de forma no especifica (p. ej., por
adsorcion a la superficie) o especificamente (p. ej., por captura por otro anticuerpo especifico para el mismo
antigeno, en un "sandwich" ELISA). Una vez inmovilizado el antigeno se afiade el anticuerpo de deteccion, formando
un complejo con el antigeno. El anticuerpo de deteccion puede conjugarse con una enzima, o puede ser detectado
por un anticuerpo secundario que a su vez esta conjugado con una enzima. Tras la adicion de un sustrato para la
enzima conjugada, se genera una sefial detectable que indica la presencia y/o cantidad de antigeno en la
muestra. La eleccion de sustratos dependera de la enzima conjugada. Los sustratos adecuados incluyen sustratos
fluorégenos y cromoégenos. Un experto en la técnica seria experto en cuanto a los parametros que se pueden
modificar para aumentar la sefial detectada asi como otras variaciones de los ELISA conocidos en la técnica.

La figura 14 ilustra un ELISA tipico. Como se muestra, una superficie de captura en fase solida puede incluir un
primer anticuerpo unido al que se puede afiadir plasma diluido (muestra). Los analitos si estan presentes en la
muestra se puede unir al primer anticuerpo y llegar a inmovilizarse. Se puede afiadir un reactivo enzimatico que
incluye, por ejemplo, un anticuerpo acoplado o conjugado con una enzima (p. €j., fosfatasa alcalina). Si la porcion de
anticuerpo del reactivo enzimatico se puede unir el analito, a continuacion, el reactivo de enzima también llega a
inmovilizarse en la superficie de captura. La adicion de un sustrato para la enzima puede dar lugar a un producto
que produce un efecto, por ejemplo, la luz que se puede medir y representar graficamente como se muestra. De esta
manera se puede medir la cantidad de analito presente en una muestra.

La figura 15 ilustra un ELISA ilustrativo para su utilizacion con el dispositivo fluidico de la invencion. Como se
muestra, una superficie de captura en fase solida del dispositivo puede incluir un primer anticuerpo, "anticuerpo 1 en
fase sdlida", que es la superficie inmovilizada y especifica para un antigeno de prueba (p. ej., un anticuerpo
especifico para la neuraminidasa en un virus). Si el antigeno de prueba esta presente en una muestra de ensayo (p.
ej., sangre) expuesta al anticuerpo 1 en fase sélida a continuacion, el antigeno de prueba puede llegar a estar
inmovilizado (capturado) en la superficie de captura. Posteriormente se proporciona un segundo anticuerpo que es
especifico para un segundo antigeno de prueba e incluye un compuesto conjugado detectable, mostrado como
"anticuerpo 2 marcado con enzima" (p. €j., anticuerpo marcado con enzima especifico para una hemaglutinina en un
virus), que puede afadirse después de la muestra de prueba (p. €j., sangre). La unién y la posterior deteccion del
segundo anticuerpo conjugado a la superficie de captura puede indicar la presencia del primer y segundo antigenos
de prueba en la muestra de prueba. En la utilizacion, el primer y el segundo antigenos de prueba pueden incluir
cualquiera de los tipos de neuraminidasa o hemaglutinina descritos en la presente memoria.

Aunque se utilizan diferentes primer y segundo antigenos (y anticuerpos) en el ejemplo ilustrado, se prevé que un
solo tipo de antigeno de prueba puede detectarse utilizando dos formas del mismo anticuerpo (es decir, una forma
inmovilizada en fase sélida para la captura de antigeno y un forma marcada con enzima para la deteccion).

Un aspecto de la presente invencién es un sistema para detectar una pluralidad de analitos, por lo menos dos de los
cuales son indicadores de una infeccion virica de la gripe en una muestra de fluido corporal. Los analitos pueden ser
indicadores de una infeccion por el virus de la gripe tipo A, tipo B o tipo C. Los analitos pueden comprender una
pluralidad de glucoproteinas de la superficie de un virus de la gripe. Una pluralidad de glucoproteinas de la superficie
comprende una hemaglutinina y una neuraminidasa. La hemaglutinina se puede seleccionar de entre el grupo que
consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16, y la neuraminidasa se puede
seleccionar de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4 y N5. En formas de realizacion preferidas, la
hemaglutinina es H5 y la neuraminidasa es N1. El sistema es capaz de detectar y/o cuantificar los analitos de
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especial interés.

Mediante la deteccién de la presencia de los antigenos viricos, el dispositivo fluidico puede detectar la presencia de
un tipo de virus de la gripe en la muestra de fluido corporal del paciente.

Se describen procedimientos para hacer el seguimiento de una infeccién por un patdégeno ya sea directamente por
deteccién del patégeno o indirectamente, por ejemplo, por deteccion de un analito asociado al patégeno (p. €j., un
antigeno virico) o incluso por deteccion de un anticuerpo para un componente o producto asociado a un patégeno
(p. €j. un anticuerpo contra un antigeno virico). Se prevé ademas que puede detectarse indirectamente un patégeno
mediante una respuesta inmunitaria al patdégeno. La deteccion del patdgeno puede realizarse en una muestra de
prueba de un paciente que es asintomatico o sintomatico para el paciente. La deteccién del patégeno puede
realizarse en una muestra de prueba de un paciente antes, durante o después de la infeccién con el patégeno.
Como tal, se prevé que una infeccién en fase inicial (p. €j., en algunos casos una infeccién asintomatica), o en
alguna fase posterior de la infeccién puede controlarse para el patégeno de interés.

Se describe un procedimiento de seguimiento de mas de un parametro farmacoldgico Util para evaluar la eficacia y/o
toxicidad de un agente terapéutico contra la gripe. El procedimiento comprende someter una muestra de fluido
corporal de un paciente administrado con el agente terapéutico contra la gripe a un dispositivo fluidico para controlar
dichos mas de un parametro farmacoldgico, comprendiendo dicho dispositivo fluidico por lo menos una unidad de
toma de muestras y un conjunto analitico que comprende reactivos de la reaccién; accionar dicho dispositivo fluidico
y dirigir dichos reactivos para inmunoandlisis dentro de dicho dispositivo fluidico; permitir a dicha muestra de fluido
corporal reaccionar con reactivos de inmunoanalisis para producir sefiales detectables indicadoras de los valores de
mas de un pardmetro farmacolégico de dicha muestra; y detectar dicha sefial detectable generada en dicha muestra
de fluido corporal. Cuando se desee, el procedimiento implica ademas repetir las etapas en un intervalo de tiempo
provocadas por una sefial inalambrica comunicada al paciente.

Para los fines de esta invencion, un "agente terapéutico” estd destinado a incluir cualquier sustancia que tenga
utilidad terapéutica y/o potencial. Dichas sustancias incluyen, pero no se limitan a compuestos biolégicos o quimicos
tales como moléculas organicas o inorganicas simples o complejas, péptidos, proteinas (p. ej., anticuerpos) o
polinucleétidos (p. ej., complementarios). Una amplia gama de compuestos se puede sintetizar, por ejemplo,
polimeros, tales como polipéptidos y polinucledtidos, y compuestos organicos sintéticos basados en diversas
estructuras nucleares, y estos también estan incluidos en la expresion "agente terapéutico”. Ademas, varias fuentes
naturales pueden proporcionar compuestos para identificacion, tales como extractos de plantas o animales y
similares. Se debe entender, aunque no se indique siempre explicitamente que el agente se utiliza solo o en
combinacion con otro agente, que tiene la misma o diferente actividad biolégica que los agentes identificados por la
pantalla de la invencién. Los agentes y procedimientos también estan destinados a combinarse con otras terapias.

Los parametros farmacodindmicos (PD) segun la presente invencion incluyen, sin limitacién parametros fisicos tales
como la temperatura, la frecuencia cardiac/pulso, presion arterial y frecuencia respiratoria, y biomarcadores tales
como proteinas, células, y marcadores celulares. Los biomarcadores pueden ser indicadores de la enfermedad o
pueden ser el resultado de la accion de un farmaco. Los parametros farmacocinéticos (PK) segun la presente
invencion incluyen, sin limitacion farmaco y la concentracion de metabolitos en los farmacos. Es sumamente
deseable para la seguridad apropiada y eficacia de los farmacos identificar y cuantificar los parametros PK en tiempo
real en un volumen de muestra. Si el farmaco y las concentraciones de metabolitos estan fuera de un intervalo
deseado y/o se generan metabolitos inesperados debido a una reaccidn inesperada al farmaco, puede ser necesaria
accion inmediata para garantizar la seguridad del paciente. Del mismo modo, si alguno de los parametros
farmacodinamicos (PD) cae fuera del intervalo deseado durante un régimen de tratamiento, puede tener que
tomarse también accion inmediata.

En formas de realizacion preferidas datos de pardmetros fisicos se almacenan o se comparan para almacenar
perfiles de datos de parametros fisicos en un sistema bioinformatico que puede estar en un dispositivo externo que
incorpora datos farmacogendmicos y farmacocinéticos en sus modelos para la determinacion de la toxicidad y la
dosificacién. Esto no sélo genera datos para ensayos clinicos afios antes de los procesos actuales, sino que también
permite la eliminacion de las disparidades actuales entre eficacia aparente y toxicidad real de los farmacos mediante
el seguimiento continuo en tiempo real. Durante el proceso de decision ir/no ir en los estudios clinicos, los estudios
comparativos de poblacion a gran escala se pueden llevar a cabo con los datos almacenados en la base de
datos. Esta recopilacion de datos y seguimiento en tiempo real permite a mas pacientes entrar en ensayos clinicos
de forma segura antes de lo actualmente permitido. En otra forma de realizacion los biomarcadores descubiertos en
estudios de tejidos humanos pueden ser dirigidos por el dispositivo para una mayor precision en la determinacion de
las rutas de los farmacos y la eficacia en estudios del cancer.

En otra forma de realizacién, la presente invencion proporciona un procedimientos para detectar por lo menos dos
analitos distintos indicadores de una infeccion virica de la gripe de diferentes concentraciones en un liquido corporal
de un paciente comprende proporcionar un dispositivo fluidico que comprende una unidad de toma de muestras, un
conjunto analitico, y una pluralidad de canales en comunicacion fluidica con dicha unidad de toma de muestras y/o
dicho conjunto analitico; lo que permite que una muestra de fluido corporal reaccione con una pluralidad de reactivos
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contenidos en dicho conjunto analitico para producir sefiales indicadoras de las concentraciones de dichos al menos
dos analitos; y la deteccion de dichas sefiales que son indicadoras de la presencia o ausencia de por lo menos dos
analitos distintos, en el que dichas sefiales son detectables en un intervalo de 3 6rdenes de magnitud.

Actualmente, hay necesidad de detectar mas de un analito indicador de una infeccién virica de gripe, donde los
analitos estan presentes en intervalos de concentracion muy variables, por ejemplo, un analito estd en la
concentracion del orden de pg/ml y otro esta en la concentracion del orden de ng/ml Quimioluminiscencia-ELISA
tiene la capacidad de analizar simultdneamente analitos que estan presentes en la misma muestra en un amplio
intervalo de concentracién. Otra ventaja para poder detectar concentraciones de diferentes analitos presentes en un
amplio intervalo de concentracion es la capacidad de relacionar las proporciones de la concentracion de estos
analitos con la seguridad y eficacia de mdultiples farmacos que se administran a un paciente. Por ejemplo, las
interacciones inesperadas farmaco-farmaco pueden ser una causa comun de reacciones adversas a los
medicamentos. Una técnica de medicion simultanea, en tiempo real, para medir diferentes analitos ayudaria a evitar
las consecuencias potencialmente desastrosas de las interacciones farmaco-farmaco adversas.

Ser capaz de supervisar el ritmo de cambio de una concentracion de analito o PD o PK durante un periodo de
tiempo en un solo paciente, o de realizar analisis de tendencias de la concentracion, PD o PK, si son
concentraciones de medicamentos o0 sus metabolitos, puede ayudar a evitar situaciones potencialmente
peligrosas. Por ejemplo, si la glucosa fuera el analito de interés, la concentracion de glucosa en una muestra en un
momento dado, asi como el ritmo de cambio de la concentracion de glucosa durante un periodo dado podria ser
muy Util para predecir y evitar, por ejemplo, episodios de hipoglucemia. Dicho analisis de tendencias tiene
implicaciones beneficiosas generalizadas en el régimen de administracion de farmacos. Cuando se trata de mdltiples
farmacos y sus metabolitos, la capacidad de detectar una tendencia y tomar medidas proactivas a menudo es
deseable.

Se ha descrito un procedimiento para realizar un analisis de tendencias de la concentracion de un analito indicador
de una infeccion virica de la gripe en un paciente. El procedimiento comprende a) proporcionar un dispositivo fluidico
que comprende por lo menos una unidad de toma de muestras, un conjunto de inmunoandlisis que contiene
reactivos de inmunoanalisis, una pluralidad de canales en comunicacién fluidica con dicha unidad de toma de
muestras y/o dicho conjunto de inmunoandlisis; b) accionar dicho dispositivo fluidico y dirigir dichos reactivos de
inmunoanalisis dentro de dicho dispositivo fluidico; ¢) permitir que una muestra de fluido corporal reaccione con
dichos reactivos de inmunoanalisis contenidas dentro de dicho conjunto de ensayo de inmunoanalisis para producir
una sefal detectable indicadora de la presencia de dicho analito en dicha muestra; d) detectar dicha sefial
detectable generada a partir de dicho analito en dicha toma de muestra de fluido corporal; y e) repetir las etapas a)
hasta d) para un Unico paciente durante un periodo de tiempo para detectar concentraciones de dicho analito,
realizando de ese modo dicho andlisis de tendencias.

Se ha descrito un procedimiento para detectar un analito indicador de una infeccion virica de la gripe en un fluido
corporal de un paciente utilizando un ensayo transmitido desde un dispositivo externo. El procedimiento comprende
proporcionar un dispositivo fluidico que comprende por lo menos una unidad de toma de muestras y un conjunto de
inmunoanalisis que contiene reactivos de inmunoanalisis; detectar dicho dispositivo fluidico y transmitir de manera
inaldmbrica un protocolo de inmunoandlisis a dicho dispositivo; permitir que una muestra de fluido corporal reaccione
con reactivos de inmunoandlisis para producir un sefial detectable indicadora de la presencia de dicho analito
utilizando dicho protocolo de inmunoanalisis transmitido; y detectar dicha sefial detectable.

La comunicacién entre un conjunto lector y un dispositivo de almacenamiento externo permite a un conjunto lector
de la presente invencion descargar un protocolo especifico del dispositivo fluidico para ejecutar en el dispositivo
fluidico basado en la identidad del dispositivo fluidico. Esto permite que un conjunto lector se utilice indistintamente
con cualquier dispositivo fluidico apropiado descrito en la presente memoria. Ademas, el dispositivo externo puede
almacenar una pluralidad de protocolos asociados a un dispositivo fluidico dado, y en funcién de, por ejemplo, un
régimen o plan de tratamiento de un paciente, diferentes protocolos pueden ser comunicados desde el dispositivo
externo al conjunto lector para ser ejecutados en el dispositivo fluidico para detectar una variedad de analitos
indicadores de una infeccion virica de la gripe. El dispositivo externo también puede almacenar una pluralidad de
protocolos asociados no sélo con un dispositivo fluidico, sino también con un paciente o pacientes especificos, de tal
manera que un protocolo puede estar asociado con un paciente asi como con un dispositivo fluidico.

La presente invencion permite la cuantificacion automatica de un parametro farmacolégico de un paciente, asi como
la comparacion automatica del parametro con, por ejemplo, los registros médicos del paciente que pueden incluir un
historial del parametro controlado, o de los registros médicos de otro grupo de pacientes. El seguimiento del
acoplamiento del analito en tiempo real con un dispositivo externo que puede almacenar los datos, asi como realizar
cualquier tipo de procesamiento de datos o algoritmo, por ejemplo, proporciona un dispositivo que puede contribuir
con la asistencia al paciente tipica que puede incluir, por ejemplo, la comparacion de los datos actuales del paciente
con los dltimos datos del paciente. Por consiguiente, la presente invencién crea un procedimiento comercial que
lleva a cabo eficazmente por lo menos parte del seguimiento de un paciente que actualmente realiza el personal
médico.
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Una de las ventajas significativas de la red prevista se ilustra en la Figura 20. Como toda la informacion se canaliza
de forma segura a través de Internet, esto permite el intercambio simultaneo de la informacién con las distintas
partes interesadas, al tiempo que satisface las necesidades clinicas, normativas y comerciales adecuadas.

En algunas formas de realizacién, la presente invencion proporciona un procedimiento de transmisién de un
parametro farmacolégico de un paciente a través de un dispositivo portatil comprende proporcionar un dispositivo
fluidico que comprende por lo menos una unidad de toma de muestras y un conjunto analitico; lo que permite una
muestra de fluido corporal reaccionar con los reactantes contenidos dentro de dicho conjunto analitico para producir
una sefial detectable indicadora de la presencia de dicho analito indicador de un virus de la gripe; detectar dicha
sefial detectable; transmitir dicha sefial a un dispositivo externo; procesar dicha sefial en dicho dispositivo externo y
transmitir dicha sefial procesada mediante un dispositivo portatil.

Una ventaja de la presente invencion es que los resultados del ensayo pueden ser sustancialmente comunicados
inmediatamente a alguna tercer paciente que puede beneficiarse de la obtencién de los resultados. Por ejemplo, una
vez que la concentracion del analito se determina en el dispositivo externo, puede transmitirse a un paciente o al
personal médico quien puede necesitar tomar mas medidas. La etapa de comunicacion a un tercero, se puede
realizar sin cables tal como se describe en la presente memoria, y mediante la transmision de los datos a un
dispositivo portéatil del tercer paciente, el tercer paciente puede ser informado de los resultados del ensayo
practicamente en cualquier momento y en cualquier lugar. Por lo tanto, en un escenario sensible al tiempo, un
paciente puede ser contactado inmediatamente en cualquier lugar si puede ser necesaria una accién médica
urgente.

En algunas formas de realizacién un procedimiento de seleccién automética de un protocolo para ser ejecutado en
un dispositivo fluidico comprende proporcionar un dispositivo fluidico que comprende un detector de identificador y
un identificador; detectar dicho identificador con dicho detector de identificador; transferir dicho identificador a un
dispositivo externo y seleccionar un protocolo para ser ejecutado en dicho dispositivo fluidico de una pluralidad de
protocolos en dicho dispositivo externo asociado con dicho identificador.

Mediante la deteccion de cada dispositivo fluidico basado en un identificador asociado con el dispositivo fluidico una
vez esta insertado en el conjunto lector, el sistema de la presente invencién permite descargar protocolos
especificos del dispositivo fluidico desde un dispositivo externo y ejecutar en el dispositivo fluidico. En algunas
formas de realizacion, el dispositivo externo puede almacenar una pluralidad de protocolos asociados con el
dispositivo fluidico o asociados con un paciente o grupo de pacientes determinados. Por ejemplo, cuando el
identificador se transmite al dispositivo externo, el programa informético en el dispositivo externo puede obtener el
identificador. Una vez obtenido, el programa informatico en el dispositivo externo, tal como una base de datos,
puede utilizar el identificador para identificar protocolos almacenados en la base de datos asociada al
identificador. Si s6lo un protocolo esta asociado con el identificador, por ejemplo, la base de datos puede seleccionar
el protocolo y el programa informatico en el dispositivo externo pueden transmitir a continuaciéon el protocolo al
conjunto de comunicacién en el conjunto lector. La capacidad de utilizar protocolos asociados especificamente con
un dispositivo fluidico permite utilizar cualquier dispositivo fluidico apropiado con un Unico conjunto lector, y por lo
tanto practicamente cualquier analito de interés se puede detectar con un solo conjunto lector.

En algunas formas de realizacion multiples protocolos pueden estar asociados con un Unico identificador. Por
ejemplo, si es beneficioso para detectar en el mismo paciente un analito una vez a la semana, y otro analito dos
veces a la semana, los protocolos en el dispositivo externo asociado al identificador cada uno puede también estar
asociado a un dia diferente de la semana, de modo que cuando se detecta el identificador, el programa informatico
en el dispositivo externo puede seleccionar un protocolo especifico que esta asocia al dia de la semana.

Un paciente puede estar provisto de una pluralidad de dispositivos fluidicos a utilizar para detectar una variedad de
analitos. Un paciente puede, por ejemplo, utilizar diferentes dispositivos fluidicos en diferentes dias de la
semana. En algunas formas de realizacion el programa informatico en el dispositivo externo que asocia el
identificador a un protocolo puede incluir un proceso para comparar el dia de hoy con el dia que el dispositivo
fluidico se debe utilizar sobre la base de un ensayo clinico, por ejemplo. Si, por ejemplo, los dos dias de la semana
no son idénticos, el dispositivo externo puede enviar de forma inalambrica notificacion al paciente utilizando alguno
de los procedimientos descritos en la presente memoria o conocidos en la técnica para notificarles que un dispositivo
fluidico incorrecto esta en el conjunto lector y ademas del dispositivo de fluido correcto para utilizar ese dia. Este
ejemplo es solo ilustrativo y se puede extenderse facilmente a, por ejemplo, notificar a un paciente que un dispositivo
fluidico no se esté utilizando en el momento correcto del dia.

Se ha descrito un procedimiento de obtencién de datos farmacoldgicos Utiles para evaluar la eficacia y/o la toxicidad
de un agente farmacéutico contra la gripe a partir de un animal de ensayo. El procedimiento implica las etapas de a)
proporcionar un dispositivo fluidico que comprende por lo menos una unidad de toma de muestras, un conjunto de
ensayo, y una pluralidad de canales en comunicacion fluidica con dicha unidad de toma de muestras y/o dicho
conjunto de ensayo; b) permitir que una muestra de fluido biolégico de menos de aproximadamente 50 ul reaccione
con los reactivos contenidos dentro de dicho conjunto de ensayo para producir una sefial detectable generada a
partir de un analito indicador de una infeccion virica de la gripe recogido inicialmente en dicha muestra que es
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indicadora de un parametro farmacolégico; y c) detectar dicho sefial detectable; y d) repetir la reaccién y detectar las
etapas con una segunda muestra de fluido biolégico desde el mismo animal de ensayo. En una forma de realizacién
relacionada, la presente invencién proporciona un procedimiento que comprende a) proporcionar un dispositivo
fluidico que comprende por lo menos una unidad de toma de muestras, un conjunto analitico y una pluralidad de
canales en comunicacion fluidica con dicha unidad de toma de muestras y/o dicho conjunto analitico; b) permitir que
una muestra de fluido corporal reaccione con los reactantes contenidos dentro de dicho conjunto analitico produzca
una sefial detectable generada a partir de un analito recogido inicialmente en dicha muestra que es indicadora de un
parametro farmacoldgico; y c¢) detectar dicha sefial detectable; y d) repetir la reaccion y etapas de deteccién con una
segunda muestra de fluido biolégico del mismo animal de ensayo, en el que el animal no esta sometido a anestesia.

Cuando se utilizan animales de laboratorio en ensayos preclinicos de un agente farmacéutico contra la gripe, a
menudo es necesario matar el animal de la prueba para extraer suficiente sangre para realizar un ensayo para
detectar un analito de interés. Esto tiene implicaciones econémicas y éticas, y como tal, puede ser ventajoso poder
extraer una cantidad de sangre de un animal de ensayo de tal manera que no se necesita matar el animal. Ademas,
esto también puede permitir que el mismo animal de ensayo se ensaye con multiples agentes farmacéuticos en
diferentes momentos, lo que permite un ensayo preclinico més eficaz. De promedio, el volumen total de sangre en
un ratén, por ejemplo, es de 6 a 8 ml de sangre por cada 100 gramos de peso corporal. Una ventaja de la presente
invencion es que solo se requiere un volumen muy pequefio de sangre para llevar a cabo los ensayos preclinicos en
ratones u otros pequefios animales de laboratorio. En alguna forma de realizacion se extraen entre
aproximadamente 1 microlitro y aproximadamente 50 microlitros. En una forma de realizacién preferida se extraen
entre aproximadamente 1 microlitro y aproximadamente 10 microlitros. En formas de realizacion preferidas se
extraen aproximadamente 5 microlitros de sangre.

Una ventaja adicional de mantener el animal de prueba vivo es evidente en un estudio en tiempo preclinico. Cuando
se utilizan varios ratones, por ejemplo, para controlar las concentraciones de un analito en un fluido corporal del
animal de ensayo a lo largo del tiempo, la variable adicional de la utilizacion de multiples animales se introduce en la
prueba. Cuando, sin embargo, puede utilizarse un solo animal de ensayo como su propio control a lo largo del
tiempo, se puede realizar un ensayo preclinico més preciso y beneficioso.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema para la deteccion de una pluralidad de analitos que comprende una hemaglutinina y una neuraminidasa
ambas presentes en un virus de la gripe que son indicadores de una infeccién por este virus de la gripe en un fluido
corporal de un paciente, que comprende:

a) un dispositivo fluidico, comprendiendo dicho dispositivo fluidico una unidad de toma de muestras y un
cartucho, en el que dicho cartucho comprende un conjunto de inmunoanalisis y un identificador, en el que dicha
unidad de toma de muestras permite que una muestra de fluido corporal que se sospecha que contiene dicho
analito reaccione con un primer reactivo de inmunoanalisis y un segundo reactivo de inmunoandlisis, estando
ambos contenidos dentro de dicho conjunto de inmunoandlisis, en el que uno de dichos reactivos de
inmunoanalisis se une a dicha hemaglutinina y el otro de dichos reactivos de inmunoanalisis se une a dicha
neuraminidasa para producir una o mas sefiales detectables indicadoras de la presencia tanto de dicha
hemaglutinina como de dicha neuraminidasa en dicho virus de la gripe;

b) un conjunto lector que comprende un conjunto de deteccion para detectar dicha sefial detectable; y

¢) un conjunto de comunicacion para transmitir dicha sefal detectada a un dispositivo externo, y en el que el
dispositivo externo esta configurado para transmitir un protocolo en respuesta a dicho identificador en dicho
cartucho, en el que dicho protocolo, a su vez, produce una reaccion en dicho conjunto de inmunoandlisis para
generar dicha sefial detectable.

2. Sistema segun la reivindicacion 1, en el que dicha pluralidad de analitos indica una infeccidn por virus tipo A de la
gripe o de una infeccién por virus tipo B de la gripe o de una infeccion por virus tipo C de la gripe.

3. Sistema segun la reivindicacion 1 para detectar una pluralidad de analitos que comprende una pluralidad de
glucoproteinas de superficie de un virus de la gripe, en el que por lo menos un analito comprende una hemaglutinina
seleccionada de entre H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16 y por lo menos
otro analito comprende una neuraminidasa seleccionada de entre N1, N2, N3, N4 y N5.

4. Sistema segun la reivindicacion 3, en el que la pluralidad de analitos comprende H5 y N1.

5. Sistema segun la reivindicacion 1, en el que dichos reactivos de inmunoandlisis comprenden una pluralidad de
anticuerpos especificos para una glucoproteina de superficie de un virus de la gripe.

6. Procedimiento para detectar una combinacién de analitos de glucoproteinas de superficie que estan presentes
simultdneamente en una particula del virus de la gripe, en el que por lo menos un miembro de dicha combinacion es
una hemaglutinina y por lo menos otro miembro es una neuramidasa, en el que la combinacion de dichas
glucoproteinas de superficie es indicadora de una infeccion con dicha particula del virus de la gripe en un fluido
corporal de un paciente, que comprende:

a) proporcionar un sistema segun la reivindicacion 1;

b) permitir que una muestra de fluido corporal sospechosa de contener dicho analito reaccione con los reactivos
de inmunoandlisis contenidos dentro de dicho conjunto de inmunoandlisis para producir una sefial que es
indicadora de la presencia de dicha combinacion de analitos simultAneamente presentes en una particula virica
de la gripe en dicha muestra; y

c) detectar dicha sefial detectable generada a partir de dicha combinacién de analitos presentes en dicha
particula del virus de la gripe.

7. Procedimiento para detectar una combinaciéon de analitos de glucoproteinas de superficie que estan presentes
simultdaneamente en una particula del virus de la gripe, en el que por lo menos un miembro de dicha combinacion es
una hemaglutinina y por lo menos otro miembro es una neuramidasa, en el que la combinacion de dichas
glucoproteinas de superficie es indicadora de una infeccion con dicha particula del virus de la gripe en un fluido
corporal de un paciente, que comprende:

a) proporcionar un dispositivo fluidico que comprende por lo menos una unidad de toma de muestras, un
conjunto de inmunoanalisis que contiene reactivos de inmunoanalisis, una pluralidad de canales en comunicacion
fluidica con dicha unidad de toma de muestras y/o dicho conjunto de inmunoanalisis;

b) accionar dicho dispositivo fluidico y dirigir dichos reactivos de inmunoanalisis dentro de dicho dispositivo
fluidico;

c) permitir que una muestra de fluido corporal que se sospecha que contiene dichos analitos reaccione con
dichos reactivos de inmunoandlisis contenidos dentro de dicho conjunto analitico de inmunoandlisis para producir
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una o mas sefales detectables que son indicadoras de la presencia de dicha combinaciéon de analitos
simultdaneamente presentes en una particula del virus de la gripe en dicha muestra; y

d) detectar dicha sefial o sefales detectables, generadas a partir de una combinacién de analitos presentes en
dicha particula del virus de la gripe en dicha muestra de fluido corporal.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que dicha muestra de fluido corporal es inferior a aproximadamente
500 microlitros.

9. Procedimiento segln la reivindicacion 8, en el que los analito(s), glucoproteina(s), hemaglutinina(s),
neuramidasa(s) y anticuerpo(s) de tipo(s) virico(s) se describen en las reivindicaciones 3 0 5.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, que comprende ademas detectar por lo menos un
analito que es un biomarcador en la muestra de fluido corporal, indicador del estrés impuesto en el cuerpo humano
por la infeccion virica, en el que el biomarcador comprende CRP, FNTa o una interleucina.

11. Dispositivo fluidico para detectar un tipo de infeccién por virus de la gripe, que comprende:

un cartucho que comprende una pluralidad de reactivos, uniendo al menos dos de ellos diferentes analitos presentes
en una particula del virus de la gripe en un fluido corporal de un paciente, en el que dichos analitos diferentes son
indicadores del subtipo de infeccion por gripe, siendo por lo menos un miembro de dichos analitos diferentes una
hemaglutinina seleccionada de entre H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16 y
siendo por o menos otro miembro de dichos analitos diferentes una neuraminidasa seleccionada de entre N1, N2,
N3, N4 y N5, y estando dicho cartucho adaptado para permitir que dicho fluido corporal reaccione con dicha
pluralidad de reactivos para producir una o mas sefiales detectables que son indicadoras de la presencia de dichos
analitos diferentes simultdneamente presentes en una particula del virus de la gripe en dicho fluido corporal.

12. Dispositivo fluidico segun la reivindicacién 11, en el que dicho cartucho comprende ademas una unidad de toma
de muestras y un conjunto analitico que comprende dichos reactivos y en el que dicho conjunto analitico comprende
un conjunto de inmunoandlisis.

13. Procedimiento segun la reivindicacion 6 6 7, en el que dicho paciente es un ser humano, animal o ave de corral.

14. Dispositivo fluidico segun la reivindicacion 11, en el que dicho cartucho comprende un identificador.
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Figura 2
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Figura 9
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