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DESCRIPCION
Lector, dispositivo y método de ensayo para medir la HCG
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un lector, dispositivo y método de ensayo para proporcionar un tiempo desde la
concepcion.

Antecedentes de la invencion

En el sistema reproductor femenino, el ciclo menstrual es un ciclo recurrente de cambios fisiolégicos y es necesario
para la reproduccién que se produce en las mujeres en edad reproductiva. Los ciclos menstruales se cuentan desde
el primer dia de flujo menstrual, dado que el inicio de la menstruacién se corresponde estrechamente con el ciclo
hormonal y porque el sangrado menstrual es una situacién facilmente identificable para la persona en cuestion. El
ciclo menstrual se puede dividir en varias fases, y la duracion de cada fase varia de mujer a mujer y de ciclo a ciclo.
Las fases, asi como sus valores medios, son tipicamente los siguientes: la fase menstrual, dias 1-4; la fase folicular
(también conocida como fase proliferativa), dias 5-13; la ovulacion, dia 14; la fase lutea, dia 15-26 y la fase
isquémica, dias 27-28.

La fase folicular es la fase del ciclo menstrual durante la cual maduran los foliculos presentes en el ovario. Gracias a
la influencia de un aumento de la hormona estimulante del foliculo (FSH), se movilizan entre cinco y siete foliculos
ovaricos terciarios para su entrada en el préximo ciclo menstrual. A medida que maduran, los foliculos secretan
cantidades crecientes de estradiol. Cuando el 6vulo ha madurado, segrega suficiente estradiol para desencadenar la
liberacion aguda de la hormona luteinizante (LH). En el ciclo promedio, este «aumento de la LH» comienza alrededor
del dia 12 del ciclo y puede durar unas 48 horas. La liberacién de LH hace madurar al 6évulo y debilita la pared del
foliculo del ovario. Este proceso conduce a la ovulacién. Los niveles de estrégenos siguen aumentando y alcanzan
su punto mas alto justo antes de que comience el aumento de la LH. La mayoria de las fuentes coinciden en que la
ovulacion ocurre normalmente 24-48 horas después del inicio del aumento de la LH, por lo general alrededor de 36
horas después del aumento de la LH.

La fase lutea es la ultima fase del ciclo menstrual y comienza con la formacién del cuerpo luteo y termina o bien en el
embarazo o bien en la lutedlisis. La principal hormona que controla de esta etapa es la progesterona, que es
significativamente mas alta durante la fase litea que durante otras fases del ciclo. La duracién de la fase folicular, y
en consecuencia la duracién del ciclo menstrual, puede variar ampliamente; algunas mujeres tienen una fase
folicular de 10 dias, otras de 16 dias, mientras que el promedio es de 14 dias. No obstante, la fase lutea casi
siempre dura el mismo nimero de dias en cada mujer. La vida del esperma normal dentro de una mujer oscila entre
1 y 5 dias. El periodo mas fértil (el tiempo durante el cual la relacién sexual es mas probable que tenga como
resultado el embarazo) abarca el tiempo desde unos 5 dias antes de la ovulacion hasta 1-2 dias después de la
ovulacion. En un ciclo promedio de 28 dias con una fase lutea de 14 dias, esto corresponde a la segunda vy el
comienzo de la tercera semana del ciclo.

Después de la concepcion, la placenta secreta B-hCG y sefala al cuerpo liteo que continde la secrecion de
progesterona, manteniendo de esa manera el revestimiento grueso (endometrio) del Utero. La secrecién de B-hCG
continda hasta que la placenta es capaz de secretar su propia progesterona. El nivel de la hormona hCG en el
cuerpo humano se duplica aproximadamente cada 2,2 dias durante el primer trimestre del embarazo. Si el 6vulo no
es fecundado, y por lo tanto no se produce B-hCG, el cuerpo luteo deja de secretar progesterona y se desintegra. En
ausencia de progesterona, el revestimiento del Utero es expulsado a través de la vagina (menstruacion) y el ciclo
menstrual comienza una vez mas. Los niveles detectables de hCG en la orina comienzan en 5 mUI/ml durante la
primera semana de gestacion y se elevan hasta 100.000 mUl/ml entre 2 y 3 meses. Los valores disminuyen a entre
el 10 % y el 15 % de las concentraciones maximas durante el segundo y el tercer trimestres. Por lo tanto, existe un
intervalo muy amplio de valores de concentracion del analito.

Existe una amplia gama de dispositivos de ensayo sencillos para determinar los niveles de hCG en la orina, tanto
para venta al publico en general como para uso profesional. Tales dispositivos se utilizan para determinar si una
mujer esta embarazada o no mediante la medicion de la presencia o ausencia de la hormona 3-hCG. Hoy en dia, las
mujeres suelen adquirir un dispositivo de este tipo si sospechan que pueden estar embarazadas antes de consultar
a un profesional sanitario.

Sin embargo, una vez que una mujer confirme o sospeche que estd embarazada, es util para ella saber de cuantas
semanas esta embarazada. Con este dato, la mujer, el médico o la comadrona pueden planificar el futuro gracias a
la estimacién de la fecha de nacimiento del bebé, ademas de poder elaborar una programacién con otras fechas
clave, tal como la ecografia de las doce semanas. Normalmente, el médico o la comadrona determinaran el tiempo
transcurrido del embarazo tras preguntar a la mujer por el primer dia de su ultimo periodo menstrual basado en un
ciclo estandar de 28 dias. Si bien se sabe que la fase lutea tiene una duracién bastante constante de alrededor de
15 dias, la fase folicular puede variar ampliamente entre, por ejemplo, 9 y 28 dias. La duracién de los ciclos puede
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variar ampliamente de una mujer a otra. Por lo tanto, la exactitud de la determinacién del tiempo transcurrido del
embarazo basandose en el primer dia de su ultimo periodo puede ser muy variable. Ademas, esto supone que la
mujer ha dado la fecha correcta de su Ultimo periodo menstrual. Por consiguiente, las estimaciones realizadas por el
médico sobre el tiempo transcurrido del embarazo Unicamente sobre la base de los niveles de hCG pueden resultar
bastante inexactas. Mientras que un ensayo tipico de la hCG puede proporcionar una indicacion de si la sujeto esta
embarazada o no embarazada, no puede ofrecer por si mismo ninguna indicacién adicional del tiempo transcurrido
del embarazo sin disponer de informaciéon mas especifica, tal como la fecha de la ultima ausencia de menstruacién.

Existe una amplia gama de dispositivos de inmunoensayo sencillos para medir los niveles de analitos tales como la
hCG en la orina, por ejemplo, el comercializado con el nombre de Unipath Clearblue™™. Asimismo, se describen
dispositivos de inmunoensayo de flujo lateral en el documento EP291194. Aunque tales dispositivos son capaces de
indicar la presencia o la ausencia de hCG por encima o por debajo de un cierto umbral, tipicamente 10 0 25 mUI, e
indicar si una sujeto estd embarazada o no embarazada, no son capaces de determinar los niveles del analito en un
amplio intervalo de analito, tales como los niveles de hCG comprendidos entre 10 y 250.000 mUI.

En principio, es posible medir los niveles de hCG en un amplio intervalo usando un sencillo dispositivo de tipo de
flujo lateral. Sin embargo, una mera indicacion de la cantidad de hCG en unidades basadas en concentracion tendria
una utilidad limitada para un profesional sanitario, sin disponer de informacién en cuanto a la fecha de la ultima
ausencia de periodo menstrual, y casi con seguridad careceria de toda utilidad para el usuario lego.

Se han desarrollado y comercializado dispositivos de flujo lateral, tales como los descritos en el documento
EP291194, para la deteccién de una serie de analitos en muestras liquidas. Tales dispositivos comprenden
tipicamente un soporte poroso que comprende un reactivo de union marcado movilizable seco, capaz de unirse al
analito en cuestion, y un reactivo de unién inmovilizado, también capaz de unirse al analito, situado en una zona de
deteccion posterior al reactivo de unién marcado. La deteccion del reactivo de uniéon marcado inmovilizado en la
zona de deteccion proporciona una indicacion de la presencia del analito en la muestra.

De manera alternativa, cuando el analito de interés es un hapteno, el dispositivo de inmunoensayo puede emplear
una reaccién de competicién, en la que un analito o un andlogo del analito marcados compiten con el analito
presente en la muestra por un reactivo de unién inmovilizado en la zona de deteccion. De manera alternativa, el
dispositivo de ensayo puede emplear una reaccién de inhibicion, en la que se proporcionan un analito o un analogo
del analito inmovilizados en una zona de deteccion y el dispositivo de ensayo comprende un reactivo de unién
marcado movilizable para el analito.

Frecuentemente, el ensayo elegido para la deteccién de analitos es un inmunoensayo de tipo sandwich. Sin
embargo, un ensayo de tipo sandwich no siempre es posible, por ejemplo, en el caso de moléculas pequefias como
haptenos, que pueden no tener el tamafo suficiente para permitir su uniéon simultanea a dos parejas de union
diferentes. Una curva de respuesta a la dosis preparada con un dispositivo de flujo lateral tipico y el empleo de un
inmunoensayo de tipo sdndwich muestra niveles crecientes de la sefial con el aumento del analito hasta el punto de
que, para mayores niveles del analito, la curva tiende a aplanarse. Para niveles aun mayores del analito, la senal
comienza a disminuir debido a la captura preferente en la zona de deteccion del analito que todavia no se ha unido
al reactivo marcado. Este fendmeno se conoce como el efecto prozona. Por lo tanto, especialmente si se requiere un
resultado del ensayo cuantitativo o semicuantitativo, los inmunoensayos de tipo sandwich presentan un intervalo de
ensayo limitado debido a que la cantidad o la intensidad de la sefial observada para mayores niveles del analito
pueden ser iguales o incluso inferiores a las observadas para menores niveles del analito.

Un ensayo de competicion o de inhibicién proporciona tipicamente una sefial elevada para niveles nulos o bajos del
analito. Para niveles crecientes del analito, el nivel de la sefial puede ser todavia elevado, dependiendo de la
cantidad de la especie de unién marcada presente en comparacion con la cantidad de analito. Para niveles todavia
crecientes del analito, la sefial comienza a disminuir, a medida que el analito sin unir compite con el analito o el
andlogo del analito marcados por el reactivo de union inmovilizado o se une al reactivo de union marcado y
disminuye la union del reactivo de uniéon marcado en la zona de deteccion.

Por lo tanto, el uso de ensayos de tipo sandwich para medir un analito en un amplio intervalo puede plantear
problemas con respecto al efecto prozona. Elevados niveles del analito comienzan a producir una disminucién de la
sefnal del ensayo. Los ensayos de competicion o de inhibicion tienen como resultado la reduccion de la sefal del
ensayo para elevadas concentraciones del analito y, por lo tanto, ofrecen un intervalo limitado para poder medir el
analito.

Por lo tanto, los métodos de ensayo anteriores no son adecuados para medir los niveles de un analito en un amplio
intervalo.

Se ha propuesto una serie de dispositivos de ensayo para medir analitos en un amplio intervalo. Nepomnaschy et al.
(Human Reproduction, Vol. 23, 2008, pp. 271-277) dan a conocer un ensayo inmunorradiométrico con sefarosa para
estimar el tiempo hasta la implantacién de un embrion en la primera semana de gestacion.
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El documento US 2004/0197820 da a conocer un dispositivo de ensayo con un soporte poroso de flujo transversal
para reducir el efecto prozona que comprende una zona de deteccion, en el que el dispositivo puede incluir una zona
de calibracion posterior.

El documento WO 2006/100415 estima el tiempo hasta la implantacion mediante un dispositivo con zonas de prueba
de un intervalo de concentraciones.

El documento US 2006/0019404 da a conocer un dispositivo de ensayo con un amplio intervalo dindmico que
comprende una tira de prueba de flujo lateral que comprende una pluralidad de zonas de deteccion con una
sensibilidad progresivamente decreciente a la concentracion del analito. El dispositivo de ensayo puede comprender
dos soportes, cada uno de los cuales tiene varias zonas de deteccion. Para determinar la concentracién del analito,
se detecta la cantidad de marcador o sefial presente en las multiples zonas de deteccion.

El documento EP 462376 da a conocer un dispositivo de ensayo que comprende un sitio de captura y un sitio de
recuperacion del conjugado, en el que el sitio de recuperacion del conjugado recibe y se une a dicho conjugado o
complejos conjugados que migran a través de dicho sitio de captura y en el que, para determinar la cantidad del
analito de interés, se detecta el conjugado inmovilizado tanto en el sitio de recuperacion del conjugado como en el
sitio de captura.

Los dispositivos de ensayo de tipo de flujo lateral que utilizan un reactivo de union marcado épticamente detectable
para el analito o andlogo del analito representan el dispositivo de ensayo preferido para realizar unos ensayos
sencillos y desechables. Sin embargo, se puede emplear un gran ndmero de dispositivos y métodos de ensayo
diferentes para detectar analitos. Por ejemplo, el método de ensayo puede comprender un reactivo de union para el
analito marcado con una enzima, un marcador radiactivo, electroquimicamente activo o magnético. El analito se
puede detectar por medio de una enzima y un mediador electroquimico. Se comercializa una amplia gama de
dispositivos sencillos para la deteccion de glucosa que comprende la enzima glucosa oxidasa y un mediador de
electrones tal como ferro/ferricianuro. Los dispositivos y métodos de tipo biosensor acustico, que, por ejemplo, miden
la frecuencia resonante de un cristal de cuarzo después de un evento de unién, permiten la determinacién de un
analito sin necesidad de proporcionar un reactivo de unién marcado.

Sumario de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto, la invencién da a conocer un lector de resultados de ensayo adaptado para
calcular una estimacion cuantitativa del lapso de tiempo desde la concepcion en un sujeto mamifero hembra, siendo
el lector de resultados de ensayo tal como se define en la reivindicacion 1 de las reivindicaciones adjuntas a este
documento.

De acuerdo con un segundo aspecto, la invencion da a conocer un dispositivo de ensayo adaptado para
proporcionar una estimacion cuantitativa del lapso de tiempo desde la concepcién en un sujeto mamifero hembra,
siendo el ensayo tal como se define en la reivindicacion 2 de las reivindicaciones adjuntas a este documento.

En un tercer aspecto, la invencion da a conocer un método para determinar una estimacion cuantitativa del lapso de
tiempo desde la concepcién en un sujeto mamifero hembra, siendo el método tal como se define en la reivindicacion
3 de las reivindicaciones adjuntas a este documento.

Un umbral de analito puede ser Unico para un tipo particular de ensayo o dispositivo de ensayo. Un umbral de analito
puede ser un valor de la sefial que corresponda a un tiempo desde la concepcidn.

Un valor de umbral de analito correspondiente a un ensayo o dispositivo de ensayo particular se puede obtener a
partir del analisis de un primer conjunto de datos que comprende los niveles de hCG medidos como una funcién del
tiempo desde la concepcion, y de un segundo conjunto de datos relativo a los niveles de sefial medidos para ese
tipo particular de ensayo o dispositivo de ensayo como una funcion del nivel de hCG.

El primer conjunto de datos se puede obtener a partir de la medicion de los niveles de hCG con el tiempo desde la
concepcién en una cohorte de sujetos mamiferos hembras embarazadas.

El segundo conjunto de datos puede consistir en uno o (preferentemente) mas puntos de datos.

El tiempo transcurrido desde la concepcion se define con respecto a un evento en particular que se produce durante
el ciclo menstrual antes de la concepcion. Este evento es el momento en el que se produjo el aumento de la LH.

El momento de la concepcién puede ser una fecha de concepcion.

La fecha de la concepcién se puede definir, por ejemplo, como la fecha del aumento de la LH + x dia(s), donde x es
un namero.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2463742 T3

La muestra liquida es orina.

El primer conjunto de datos se puede obtener a partir de la medicion de los niveles de hCG con el tiempo de
muestras de orina recogidas en una cohorte de mujeres embarazadas que registraron la fecha de su aumento de la
LH en su ciclo menstrual anterior.

El segundo conjunto de datos se puede obtener realizando pruebas con un tipo particular de ensayo o dispositivo de
ensayo con concentraciones conocidas de hCG y midiendo los valores de la sefial para cada nivel de hCG. Es
posible realizar pruebas con una serie de dispositivos de ensayo en cada nivel de hCG con el fin de aumentar el
namero de puntos de datos.

A partir de estos primer y segundo conjuntos de datos, es posible obtener uno o mas valores de umbral, que son
valores de la sefnal correspondientes a un tiempo desde la concepcion. Con el fin de aumentar el nimero de puntos
de datos, se puede generar un conjunto de datos simulados, si fuese necesario. A partir del primer y segundo
conjuntos de datos y/o del conjunto de datos simulados, se puede elegir un conjunto de valores de umbral
estadisticamente optimizados para lograr la mayor exactitud clinica de acuerdo con los criterios de clasificacion del
tiempo desde de la concepcion preseleccionados, por ejemplo, una exactitud mayor que el 80 % en un intervalo
particular de clasificacion del tiempo.

Debido a la variacion natural de los niveles de hCG entre las mujeres embarazadas, se observaron diferentes
valores de hCG en cada punto de tiempo en el primer conjunto de datos, que tenia una distribucion particular en
cada tiempo medido. Por consiguiente, un valor de umbral de analito elegido representa un valor promedio de la
sefal obtenida para un conjunto de datos particular. Un primer conjunto de datos diferente obtenido a partir de una
cohorte diferente de mujeres puede derivar en un umbral de analito diferente. Los valores de umbral se eligieron
sobre la base de que mostraron una exactitud clinica 6ptima de cara a proporcionar un tiempo desde la concepcion.

Con el fin de determinar la exactitud de los valores de umbral, entonces el uno o mas valores de umbral elegidos se
pueden usar, por ejemplo, desarrollando un dispositivo de ensayo con los valores de umbral almacenados, con el fin
de clasificar muestras de orina reales obtenidas de mujeres embarazadas. Si fuese necesario, se pueden refinar los
valores de umbral con el fin de optimizar la precision clinica de la clasificacion.

El analisis estadistico de la primera serie de datos se puede llevar a cabo, por ejemplo, utilizando un modelo
exponencial. El analisis estadistico de la primera serie de datos se puede llevar a cabo, por ejemplo, utilizando una
curva logistica de cuatro parametros. Se pueden emplear otros tipos de modelos estadisticos conocidos para
modelar y analizar los datos.

En el ejemplo 2 expuesto mas adelante se describe un método de ejemplo que se puede usar para determinar uno o
varios valores de umbral para un ensayo o dispositivo de ensayo. El ejemplo 2 describe el método por el cual se
asignaron los valores de umbral a los dispositivos de ensayo preparados de acuerdo con el ejemplo 1. No obstante,
el método se podria aplicar facilmente a otros tipos de dispositivos de ensayo.

El método, el lector y el dispositivo de ensayo de acuerdo con la invencion pueden comprender, ademas, otro umbral
de medicién del analito indicativo de otro tiempo desde la concepcion. De la misma manera, el conjunto de datos se
puede utilizar para proporcionar el otro umbral de medicién del analito. El otro umbral de analito se puede almacenar
en el dispositivo o lector.

El dispositivo de ensayo o lector puede comprender dos 0 mas umbrales de analito almacenados, es decir, tres,
cuatro o cinco, correspondientes a los respectivos periodos de tiempo desde la concepcién. Como alternativa a
proporcionar una pluralidad de umbrales de medicion individuales, el dispositivo de ensayo integral o el lector para
uso con un dispositivo de ensayo pueden comprender un algoritmo almacenado que comprende una férmula
matematica calculada para ajustar un conjunto de datos en relacion con los valores de la sefial obtenidos para ese
dispositivo de ensayo equivalente como una funcién del nivel de hCG vy, por lo tanto, proporcionar para cualquier
valor de la sefial un tiempo desde la concepcion.

El método, el lector y el dispositivo de ensayo de acuerdo con la invencién utilizan un umbral minimo de embarazo
(PDTmin), en donde una sefal de medicion del analito menor que el umbral minimo de embarazo es indicativa estar
«no embarazada» y en donde una sefial de medicion del analito mayor que el umbral minimo de embarazo es
indicativa de estar «embarazada». El resultado del ensayo se puede proporcionar a un tiempo t < FDT, en donde
FDT es el tiempo completo de desarrollo del ensayo, es decir, el tiempo maximo durante el cual se mide el ensayo.

El medio de visualizacion puede presentar una indicacién de embarazada y un tiempo desde la concepcién.

El tiempo desde la concepcion se puede proporcionar como un intervalo de tiempo, por ejemplo 2-3 semanas desde
la concepcion.

El primer umbral de analito corresponde a un tiempo desde la concepcion y un segundo umbral de analito
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corresponde a un tiempo desde la concepcion posterior.

Asi, para un valor de la sefal del analito menor que el primer umbral, pero mayor que el umbral minimo de
embarazo, se indica un tiempo desde la concepcién en un primer intervalo de tiempo, un valor de la sefal del analito
mayor que el segundo umbral se indica como un tiempo desde la concepcién en un tercer intervalo de tiempo, y un
valor de la sefial del analito mayor que o igual al primer umbral pero menor que o igual al segundo umbral se indica
dentro de un segundo intervalo de tiempo que se produce entre el primer y el tercer intervalos de tiempo.

El dispositivo de ensayo comprende un primer y un segundo umbrales de analito que corresponden,
respectivamente, a 14 dias desde la concepcion y 21 dias desde la concepcién. Asi pues, el resultado mostrado por
la pantalla puede ser, por ejemplo, 1-2 semanas de embarazo para un valor de la sefial del analito menor que el
primer umbral de analito, pero mayor que el umbral minimo de embarazo, 3+ semanas de embarazo para un valor
de la senal del analito mayor que el segundo umbral de analito y 2-3 semanas de embarazo para un valor de la
sefal del analito mayor que o igual al primer umbral pero menor que o igual al segundo umbral.

El valor de umbral minimo de embarazo se puede elegir dependiendo de la sensibilidad requerida del ensayo y, por
lo tanto, por ejemplo, se puede configurar de manera que corresponda a un nivel de hCG correspondiente a 5 mUl,
10 mUI, 15 mUI o 25 mUI o valores entre los anteriores.

De acuerdo con una forma de realizacion, el dispositivo de ensayo o lector comprende un umbral minimo de
embarazo almacenado (PDTmin), un primer umbral de analito (PDTmid) y un segundo umbral de analito
(EPDTmax). El primer umbral de analito puede corresponder a 14 dias desde la concepcién y el segundo umbral de
analito puede corresponder a 21 dias desde la concepcion. Para las sefiales de medicion de analito que sean
mayores que EPDTmax, el resultado del ensayo se puede proporcionar a un tiempo t < FDT.

El tiempo desde la concepcion toma como referencia una fecha grabada, que coincide con el momento del aumento
de la LH. El momento del aumento de la LH es particularmente util como referencia de tiempo para el dispositivo y el
método de acuerdo con la invencion, ya que se produce de manera invariable alrededor de 36 horas antes de la
ovulacion y es un factor pronoéstico relativamente preciso para medir el momento de la ovulacién.

La fecha de la concepcién se puede definir como la fecha del aumento de la LH + 1 dia.

El medio de visualizacién puede proporcionar una indicacién «embarazada» o0 «no embarazada» mediante la
respectiva presentacion de las palabras «<EMBARAZADA» O «NO EMBARAZADA» en cualquier idioma, tipo de letra
o formato apropiado. De manera alternativa, una indicacion embarazada o no embarazada se puede indicar
mediante un signo o simbolo apropiado, tal como «+» 0 «-».

Un resultado dado por el dispositivo de ensayo integral puede diferir de un resultado dado por un profesional
sanitario, en el caso de que la fecha del embarazo se haya basado en un ciclo tipico de 28 dias, basado en el primer
dia del ultimo periodo.

Por consiguiente, el dispositivo de ensayo o lector pueden incluir ademas informacién relativa a la fecha de la
concepcién hasta la fecha del embarazo sobre la base de un ciclo tipico de 28 dias, basado en el primer dia del
ultimo periodo. Esta informacién se puede proporcionar, por ejemplo, en el envase en el que se incluye el dispositivo
de ensayo integral o el lector, o en un folleto de informacién suministrado con el dispositivo.

Tipicamente, en el caso de una indicaciéon de un tiempo desde la concepcion para una indicacion de embarazada
dado por el dispositivo, se indicara ese tiempo mas 2 semanas como la fecha del embarazo tal como la daria el
profesional sanitario.

Por ejemplo, la informacion se puede presentar de la siguiente manera:

Tiempo desde la concepcién Como determinaréa el médico la fecha de su embarazo
indicado por el lector o dispositivo de ensayo en base a un ciclo de 28 dias

Su resultado es embarazada y

"y X 3-4 semanas
concibi6é aproximadamente hace 1-2 semanas

Su resultado es embarazada y

o . 4-5 semanas
concibié aproximadamente hace 2-3 semanas

Su resultado es embarazada y

s , Mas de 5 semanas
concibié hace mas de 3 semanas

El dispositivo de ensayo o lector podria proporcionar la fecha de embarazo que daria el médico sobre la base de un
ciclo de 28 dias, en lugar de indicar un tiempo desde la concepcién, o ademas de esto.
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En el método de acuerdo con la invencién, el ensayo mediante el cual se pueden determinar los niveles de hCG
puede ser, por ejemplo, un analizador de inmunoensayo de laboratorio o una placa de ELISA de 96 pocillos.

El dispositivo de ensayo de acuerdo con la invencion puede comprender convenientemente un inmunoensayo de
tipo flujo transversal o flujo lateral capaz de medir la hCG en un amplio intervalo de analito. Se contemplan otros
tipos de ensayo, tales como un inmunoensayo de biosensor acustico o un inmunoensayo de tipo microfluidico.

En particular, el ensayo es un ensayo de flujo lateral. El dispositivo de ensayo puede ser de un solo uso, es decir,
desechable.

Debido al aumento de la hCG durante el tiempo desde la concepcion, cuando los niveles de hCG comienzan en 5
mUI/ml durante la primera semana de gestacién y se elevan hasta 100.000 mUI/ml a los 2 a 3 meses, el dispositivo
de ensayo tiene que ser capaz de medir la hCG en un amplio intervalo de analito.

El dispositivo de ensayo puede comprender una Unica via de flujo de ensayo capaz de medir la hCG, o dos o mas
vias de flujo de ensayo, cada una de las cuales sea capaz de medir la hCG en un intervalo de concentracion
diferente.

La via de flujo de ensayo puede comprender un soporte poroso que comprenda una zona de deteccion para la
deteccion de un reactivo de union marcado para el analito hCG.

La via de flujo de ensayo puede comprender un reactivo de unién marcado movilizable (es decir, movilizable al
entrar en contacto con una muestra liquida, tal como orina) que es capaz de ser capturado o inmovilizado en la zona
de deteccidn. El reactivo de unién marcado se puede disponer delante de la zona de deteccion. El reactivo de union
marcado se puede presentar en estado seco. La zona de deteccidn puede comprender un reactivo de union
inmovilizado que es capaz de inmovilizar un reactivo de unién marcado.

El término reactivo de unién se refiere a un miembro de un par de union. El reactivo de union puede comprender un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, capaz de unirse a la hCG. El analito hCG comprende una subunidad alfa
idéntica a la de la hormona luteinizante (LH), la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona estimulante del
tiroides (TSH) y una subunidad beta exclusiva de la hCG. Se pueden usar anticuerpos dirigidos contra las
subunidades alfa y beta para unirse a la hCG en un formato de inmunoensayo de tipo sandwich.

Ademas de los miembros del par de unién antigeno y anticuerpo, otros pares de union incluyen, como ejemplos sin
limitacion, biotina y avidina, carbohidratos y lectinas, secuencias nucleotidicas complementarias, secuencias
peptidicas complementarias, moléculas efectoras y receptoras, cofactores enzimaticos y enzimas, inhibidores
enzimaticos y enzimas, una secuencia peptidica y un anticuerpo especifico para la secuencia o la proteina completa,
acidos poliméricos y bases, colorantes y aglutinantes de proteinas, péptidos y aglutinantes de proteinas especificos
(p. €j., ribonucleasa, el péptido S y la proteina S de la ribonucleasa) y similares. Ademas, los pares de union
especifica pueden incluir miembros que son analogos del miembro de union especifica original.

Un «marcador», cuando se usa en el contexto de un reactivo de unidon marcado, se refiere a cualquier sustancia
capaz de producir una sefal detectable visual o instrumentalmente. Diversos marcadores adecuados para uso en la
presente invencién incluyen marcadores que producen sefiales por medios quimicos o fisicos, por ejemplo, son
opticamente detectables. Tales marcadores incluyen enzimas y sustratos, cromégenos, catalizadores, compuestos
fluorescentes, compuestos quimioluminiscentes, especies electroactivas, moléculas colorantes, marcadores
radioactivos y marcadores particulados. El propio analito puede ser intrinsecamente capaz de producir una sefal
detectable. El marcador puede estar unido covalentemente al reactivo de unién.

El marcador puede comprender una particula tal como oro, plata, particulas no metalicas coloidales tales como
selenio o telurio, particulas tefiidas o coloreadas tales como una particula de polimero que incorpora un colorante o
un sol de colorante. El colorante puede ser de cualquier color adecuado, por ejemplo, azul. El colorante puede ser
fluorescente. Los soles de colorantes pueden prepararse a partir de sustancias colorantes hidréfobas disponibles
comercialmente como Foron Blue SRP (Sandoz) y Resolin Blue BBLS (Bayer). Los marcadores poliméricos
adecuados pueden elegirse entre una gama de polimeros sintéticos tales como poliestireno, poliviniltolueno,
poliestireno-acido acrilico y poliacroleina. Los mondémeros usados son normalmente insolubles en agua y se
emulsionan en un tensioactivo acuoso, de manera que se forman micelas de monémero, cuya polimerizacién se
induce entonces por la adicion de un iniciador a la emulsién. Se producen particulas de polimero sustancialmente
esféricas. De acuerdo con un una realizacién de ejemplo, el marcador es una particula polimérica azul.

El término «via de flujo de ensayo» se refiere a un sustrato que es capaz de transportar un liquido desde una
primera posicion hasta una segunda posicion y puede ser, por ejemplo, un canal capilar, una via microfluidica o un
soporte poroso como un soporte poroso de flujo lateral. El soporte poroso puede comprender uno o varios materiales
de soporte porosos que pueden superponerse en una disposicion lineal o apilada o que estan conectados para
circulacion de fluidos. Los materiales de soporte porosos pueden ser iguales o diferentes. La primera y la segunda
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vias de flujo se pueden disponer en sustratos distintos o se pueden disponer en un sustrato comun, de modo que el
liquido que se transporta a lo largo de la via de flujo del primer ensayo no sea capaz de cruzar a la via de flujo del
segundo ensayo. Por ejemplo, el primer y el segundo ensayos se pueden disponer en el mismo soporte poroso, de
tal manera que la primera y la segunda vias de flujo estén aisladas entre si. Esto se puede conseguir, por ejemplo,
mediante el corte con laser de partes del soporte poroso para hacerlo no poroso, con lo que se separan la primera 'y
la segunda vias de flujo. Como otra alternativa adicional, la primera y la segunda zonas de deteccion se pueden
disponer en la misma via de flujo en una disposiciéon sustancialmente yuxtapuesta, de manera que ninguna sea
posterior a la otra.

En particular, la via de flujo puede comprender un soporte poroso de flujo lateral. El reactivo de uniéon marcado y la
zona de deteccién del ensayo se pueden disponer respectivamente sobre diferentes materiales de soporte. Los
materiales adecuados que se puede emplear como soporte poroso para proporcionar la zona de deteccion incluyen
nitrocelulosa, fibra de acetato, celulosa o derivados de celulosa, poliéster, poliolefina o fibra de vidrio. El soporte
poroso puede comprender preferentemente nitrocelulosa. Esto tiene la ventaja de que se puede inmovilizar
firmemente un reactivo de unién sin un tratamiento quimico previo. Si el material poroso en fase solida comprende
papel, por ejemplo, la inmovilizaciéon del anticuerpo en la segunda zona tiene que llevarse a cabo mediante
acoplamiento quimico, por ejemplo, mediante CNBr, carbonildiimidazol o cloruro de tresilo.

El ensayo se puede presentar en forma de una tira de prueba.

El dispositivo de ensayo puede comprender una zona de control. La zona de control puede estar dispuesta después
de la zona de deteccion. El dispositivo de ensayo puede comprender ademas un reactivo de unién marcado para la
zona de control dispuesto delante de la zona de deteccién. La medicidn de la sefial en la zona de control indica si la
prueba de ensayo se ha llevado a cabo satisfactoriamente, es decir, que los reactivos estaban presentes en el
dispositivo de prueba y que se han movilizado durante la realizacion de la prueba y se han transportado a lo largo de
la via de flujo. La zona de control puede indicar también que los reactivos en el interior del dispositivo son capaces
de participar en interacciones inmunoquimicas, lo que confirma la integridad quimica del dispositivo. Esto es
importante cuando se considera el almacenamiento y el envio del dispositivo en condiciones de desecacion en un
cierto intervalo de temperaturas. La zona de control se coloca tipicamente después de la zona de deteccion. La zona
de control puede comprender un reactivo de unién inmovilizado para un reactivo de uniéon marcado. El reactivo de
unién marcado puede ser el mismo reactivo de uniéon que se une a la zona de deteccion o puede ser un reactivo de
unién diferente. El reactivo de unién inmovilizado en la zona de control puede ser, por ejemplo, un anticuerpo dirigido
contra una especie para un reactivo de union marcado preparado en una especie, por ejemplo, un anticuerpo
«dirigido contra ratén» si el anticuerpo marcado se ha derivado a partir de un hibridoma murino.

El dispositivo de ensayo o lector puede comprender un umbral de sefial de control almacenado (CLT) en el que una
sefal medida en la zona de control se compara con el umbral de control para indicar si el ensayo se ha llevado a
cabo satisfactoriamente.

El dispositivo de ensayo o lector puede comprender, ademas, un umbral de analito minimo almacenado, de manera
que si la sefial de medicion es menor que el umbral minimo en un tiempo de umbral minimo de analito, se determina
que la sefal de medicion nunca alcanzara el umbral de medicion en el tiempo completo de desarrollo del ensayo.
Esto representaria el caso de una muestra liquida que tenga una concentracion de analito muy baja o inexistente. En
este caso, se puede proporcionar una indicacién negativa precoz, es decir, una indicacion de la ausencia de analito
o de la ausencia de analito por encima de cierto nivel minimo, en un tiempo t < FDT.

El dispositivo de ensayo y el lector pueden comprender uno o més de los siguientes elementos: una unidad central
de procesamiento (CPU) o microcontrolador; uno o mas LED; uno o mas fotodetectores; una fuente de alimentacion;
y los circuitos eléctricos asociados. La fuente de alimentacion puede ser una bateria o cualquier otra fuente de
alimentacion adecuada (p. €j., una célula fotovoltaica). Convenientemente, la CPU o el microcontrolador estaran
programados de manera que determinen, a partir de la salida de los fotodetectores, la tasa o la magnitud de
acumulacion de la sefial y comparen esta con los umbrales de control y de medicion.

El dispositivo de ensayo y el lector pueden comprender un medio de temporizacién mediante el cual se pueda medir
el tiempo del ensayo y que permita determinar el momento de inicio de la mediciéon del ensayo. El medio de
temporizacién puede comprender, por ejemplo, un medio de indicacién de la presencia de la muestra que permita
detectar el momento en que se afade la muestra liquida al dispositivo, tal como un par de electrodos que sean
capaces de detectar la presencia de la muestra liquida. De manera alternativa, los medios de temporizacion pueden
estar constituidos como parte del medio de deteccion Optica, de manera que se empieza a cronometrar la medicién
del ensayo en el momento en el que el fotodetector determina que la muestra liquida ha alcanzado una zona
particular de la via de flujo del ensayo.

El dispositivo de ensayo y visualizacién pueden comprender, ademas, un medio de visualizacion para presentar el
resultado del ensayo. El medio de visualizacién puede mostrar ademas informacién adicional, tal como un mensaje
de error, datos personales, hora, fecha y un cronémetro que informa al usuario del tiempo durante el cual se ha
medido el ensayo. La informaciéon mostrada por el ensayo puede estar indicada en palabras, nimeros o simbolos,
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en cualquier tipo de letra, alfabeto o idioma, por ejemplo, «positivo», «negativo», «+», «-», «embarazada», «no esta
embarazada», «consulte a su médico», «repetir la prueba».

El dispositivo de ensayo y el lector pueden comprender un medio de deteccion de la sefial para determinar el nivel
y/o la cantidad de especies marcadas presentes en las zonas de deteccion y de control. EI medio de deteccion de la
sefial puede comprender un medio de deteccién oOptica, tal como un fotodetector, para determinar la extensién y/o la
cantidad de especies marcadas presentes. El dispositivo de ensayo puede comprender una o mas fuentes
luminosas, tales como un LED colocado para iluminar épticamente las zonas. La luz procedente de la fuente
luminosa ilumina las zonas respectivas y es o bien transmitida o bien reflejada hacia un fotodetector que registra la
cantidad o intensidad de la luz transmitida o reflejada. La presencia del reactivo de unién marcado en las zonas
influird en la cantidad de luz que es o bien transmitida o bien reflejada, por lo que la medicién de la luz en el
fotodetector es indicativa de la presencia o de la cantidad del reactivo de unién marcado.

Una fuente luminosa adecuada es un LED. El color del LED se determinara en funcién del color del reactivo de unién
marcado. Para un marcador azul, un color adecuado para el LED es rojo. El LED se puede iluminar con una
frecuencia o frecuencias concretas con el fin de iluminar una zona concreta del dispositivo de ensayo. La luz es
reflejada o transmitida por la zona a un fotodetector que registra una sefal eléctrica. El nUmero de sefales eléctricas
registradas dependera de la frecuencia de operacién del LED vy, por lo tanto, se pueden registrar una o mas sefales
con el tiempo. Tipicamente, las sefales se expresaran como % de absorbancia (%A).

Cada zona de medicion se ilumina tipicamente con un Gnico LED. Un fotodetector puede detectar luz de mas de una
zona de medicion y, por lo tanto, luz reflejada de mas de un LED. Esto se puede conseguir al llevar a cabo el método
de iluminacion secuencialmente, de manera que el dispositivo sea capaz de saber qué zona esta reflejando la luz al
fotodetector. EI método de iluminacion secuencial se puede repetir con una frecuencia fija o variable durante la
duracién del ensayo, de manera que se pueden monitorizar los niveles de la sefal con el tiempo en cada zona.

El dispositivo de ensayo puede comprender un medio para detectar el momento de adicién de la muestra liquida.
Por ejemplo, se puede monitorizar el cambio de los niveles de luz detectados en una o mas zonas para determinar si
se ha aplicado una muestra liquida en el dispositivo y cuando se ha aplicado. El cronometraje de la prueba de
ensayo se puede iniciar automaticamente, por ejemplo, cuando la muestra liquida haya alcanzado una zona
concreta.

El lector y el dispositivo de ensayo pueden comprender un sistema de control de flujo, en el que el cambio de los
niveles de luz detectados en una 0 méas zonas se puede usar para determinar si se ha aplicado una muestra liquida
en el dispositivo y cuando se ha aplicado y para determinar el caudal de la muestra liquida a lo largo del dispositivo
midiendo el flujo entre una o mas zonas medidas. La determinacién del caudal se puede usar como un control de
calidad mas, por ejemplo, el ensayo se puede rechazar si el caudal es superior o inferior a valores establecidos. El
circuito de computacién puede responder a las sefales para calcular un caudal para un liquido que fluye a lo largo
del soporte, comparar el caudal calculado con los limites superior e inferior y rechazar el resultado del ensayo si el
caudal calculado se encuentra fuera de los limites superior e inferior.

El sistema tipico de deteccion optica e iluminacién comprendera al menos una fuente luminosa y al menos un
fotodetector (tal como un fotodiodo). Las fuentes luminosas preferidas son diodos emisores de luz o LED. El
fotodetector puede medir la luz reflejada y/o la luz transmitida. A los efectos de esta descripcién, por luz reflejada se
entiende que la luz de la fuente luminosa es reflejada al fotodetector por el soporte poroso u otro soporte de
transporte de liquido. En esta situacion, el detector se localiza tipicamente en el mismo lado del soporte que la
fuente luminosa. La luz transmitida se refiere a luz que pasa a través del soporte y, tipicamente, el detector se
localiza en el lado del soporte opuesto a la fuente luminosa. Con el propésito de facilitar una medicién de la
reflectancia, el soporte puede incluir un refuerzo posterior, tal como una capa reflectante blanca de plastico
MYLAR®. De esta manera, la luz de la fuente luminosa incidira sobre el soporte, parte de la misma sera reflejada
por su superficie y parte penetrard en el soporte y sera reflejada a cualquier profundidad hasta, inclusive, la
profundidad a la que se localiza la capa reflectante. Por lo tanto, un tipo de medida de la reflectancia puede implicar
de hecho la transmision de luz a través de al menos parte del espesor del soporte poroso.

El dispositivo de ensayo comprendera tipicamente una o mdas aberturas o ventanas a través de las cuales puede
brillar la luz de una o mas fuentes de iluminacién sobre una zona concreta del ensayo o de la tira de ensayo. Las
ventanas sirven para definir el &rea de luz que incide sobre una zona concreta y para definir qué parte del ensayo o
de la tira de ensayo se ilumina. Cada zona que se haya de iluminar puede tener una ventana correspondiente. Por lo
tanto, un dispositivo con cuatro zonas de medida tendra cuatro ventanas. La luz reflejada de las ventanas es
recogida por uno o mas fotodetectores. Para un dispositivo de ensayo que comprende una via de flujo con una
pluralidad de zonas, se puede medir el tiempo que necesita la muestra liquida para desplazarse entre las zonas.

Ademas de la medida de las zonas de deteccién de los ensayos respectivos, asi como de las zonas de control si
estan presentes, el sistema éptico puede medir también una zona de referencia, es decir, una porcioén de la via de
flujo que no contiene ningun reactivo de unién en estado seco. La finalidad de la zona de referencia es proporcionar
un valor de la sefnal con el que comparar el valor de la sefal obtenido en la zona de deteccion. La medida de la zona
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de referencia permite la medida de los niveles de fondo de la luz reflejada o transmitida por la via de flujo. El nivel de
fondo puede ser debido, por ejemplo, a la reflectancia éptica del soporte poroso, a la presencia de la muestra liquida
o de componentes del ensayo como un reactivo de union marcado. Por lo tanto, los niveles de luz medidos en la
zona de deteccion se pueden corregir con respecto a los niveles de luz de fondo para proporcionar una senal
compensada indicativa de la cantidad de reactivo de unién marcado presente en la zona de deteccién. La medida en
la zona de referencia puede compensar también las variaciones entre las muestras liquidas aplicadas en los
dispositivos de ensayo, por ejemplo, las muestras de orina pueden variar ampliamente en color.

Tipicamente, el ensayo se llevara a cabo en un tiempo durante el que el reactivo de unién marcado se acumula en
las zonas de prueba y de control. Un tiempo tipico para una prueba de ensayo es de 3 minutos.

Las medidas de la luz reflejada de cada ventana se pueden tomar periddicamente (por ejemplo, aproximadamente
dos veces por segundo) y se puede usar un filtro digital de paso bajo para rechazar el ruido y suavizar los datos. Los
valores filtrados se pueden usar para detectar el flujo y determinar el resultado del ensayo.

Para cada ventana se puede calcular un cociente entre el valor medido cuando la zona de medicion concreta en la
via de flujo esta seca («valor de calibracion»), es decir, antes de que ninguna muestra liquida haya alcanzado dicha
zona, y el valor medido cuando la zona de medicion estad humeda y se puede haber desarrollado una linea. Este
cociente es igual a la proporcion de luz reflejada después del cambio de las propiedades de reflexion de la via de
flujo como consecuencia del paso de la muestra liquida a lo largo de la via de flujo. Por ejemplo, cuando la via de
flujo comprende un soporte poroso como nitrocelulosa, el cambio de las propiedades de reflexion puede ser bastante
acusado.

Para cada ventana, el cociente de ventana en las ventanas de referencia, de control y de prueba es igual al valor
medido cuando el soporte poroso esta seco, t = 0 (antes de la adicion de la muestra), dividido entre el valor medido
en el tiempo t después de la adicion de la muestra:

Para cada punto temporal, t, los cocientes de ventana para cada ventana se pueden evaluar de la siguiente manera:

valor de la ventana de referencia filtrado =0

Cociente de referencia, =

valor de la ventana de referencia filtrado; =1

valor de la ventana de prueba filtrado; ., =

Cociente de prueba,

valor de la ventana de prueba ﬁltradommpﬂ:i

valor de la ventana de control filmadoggmpo =p

Cociente de contro
L valor de la ventana de control filradogem pp =2

Calculo de los valores del %A filirados

Para cada punto temporal, t, los valores del %A se pueden calcular usando estos cocientes para una linea de
prueba y una linea de control y con el cociente de referencia como valor de referencia para el fondo que podria
haberse producido en todas las ventanas si no se hubiera desarrollado una linea.

Cociente de referencia, — Cociente de prueba,

Prueba, (%A) = 100%

Cociente de referen cia,

Cociente de referenciat — Cociente de contrnlt

x100%

Control (%A) =

Cociente de referen cia,

El dispositivo de ensayo puede comprender un ensayo de alta sensibilidad (HS) para la deteccién del analito en un
intervalo de concentracion inferior que comprende una zona de deteccién, y un ensayo de baja sensibilidad (LS)
para la deteccién del analito en un intervalo de concentracién superior, comprendiendo el dispositivo de ensayo una
zona de prueba, una zona de referencia y una zona de control. Las sefiales medidas en las dos zonas, HS y LS, se
pueden definir de la siguiente manera:

valor de la ventana de prueba HS filtrado,,pp0=0

Cociente HS, =
' wvalor de la ventana de prueba HS filtrado

tiempo=1

10
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valor de la ventana de prueba LS filtrado

tempo=0

Cociente LS, =

valor de la ventana de prueba LS ﬁltr'aduwmp,,q

Los valores del %A filtrados para las zonas HS y LS se pueden definir de la siguiente manera:
Cociente de referencia, — Cociente de prueba HS,

HS,(%A) = x100%

Cociente de referencia,

Cociente de referencia, — Cociente de prueba LS,

LS, (%A)

x1009%
Cociente de referencia,

Tipicamente, los valores del %A seran aquellos obtenidos en el tiempo completo de desarrollo del ensayo, aunque
se pueden determinar valores a tiempos t < FDT.

El porcentaje de atenuacion relativa normalizado (%A) viene dado por la diferencia entre el cociente de la ventana
de referencia y el cociente de la ventana que se considera (ventana de control o de prueba) dividido entre el cociente
de la ventana de referencia y multiplicado por el 100 %.

Los valores de la sefial de control y de medicién se pueden presentar como %A, es decir, el valor de la sefial con
respecto a la sefial medida en una zona de referencia.

De manera alternativa, los valores de la sefal se pueden presentar como %R, es decir, un valor absoluto.

DETECCION Y VALIDACION DEL FLUJO

Deteccién del flujo

El cociente de ventana para cada ventana se puede usar para detectar el flujo de liquido que pasa por la ventana.
Se considera que el flujo ha alcanzado una ventana cuando el cociente ha disminuido en el porcentaje del umbral de
deteccion del flujo (FDT%). Este corresponde a un aumento del valor filtrado sobre su valor de calibracién en la
misma proporcion.

Para el tiempo t,

1

Cociente de ventana = ————
14+ FDTo%

El tiempo para cada ventana cuando el criterio se satisface por primera vez se registra para la validacion del flujo.

Validacién del flujo

Es posible almacenar diversos parametros correspondientes al flujo en el dispositivo de ensayo o lector y usarlos
para clasificar el flujo de una muestra liquida a lo largo del soporte poroso de un dispositivo de ensayo. El dispositivo
o lector puede mostrar cualquier error en el flujo.

El dispositivo de ensayo o lector puede comprender uno o mas valores almacenados correspondientes a un tiempo
de deteccién de flujo minimo, FDTmin, un tiempo de deteccién de flujo maximo, FDTmax, un tiempo de transito de
ventana minimo, MTTmin, y un umbral de deteccién de flujo, FDTh.

El dispositivo de ensayo o lector puede comprender uno 0 mas valores almacenados adicionales, tales como un
tiempo de desarrollo completo de ensayo (FDT) del ensayo, un tiempo de desarrollo minimo del ensayo (MDT) y un
umbral maximo de decisién temprana de embarazo (EPDTmax).

El resultado del ensayo solamente se puede proporcionar después de que haya transcurrido un tiempo de desarrollo
minimo del ensayo (MDT). EI MDT puede ser cero.

Un umbral o valor almacenado se puede almacenar de forma permanente en el dispositivo o lector, o de forma
transitoria. Este puede ser importado en el dispositivo o lector desde un dispositivo externo.

El dispositivo de ensayo puede comprender un receptor de muestras poroso en conexion para circulacion de fluidos

con una via de flujo y anterior a la misma. El dispositivo de ensayo puede comprender mas de una via de flujo de
ensayo, cada una de las cuales comprenda una zona de deteccion, en cuyo caso se puede disponer un Unico
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receptor de muestras poroso que sea comun a las multiples vias de flujo de ensayo. De esta manera, una muestra
liquida aplicada en el receptor de muestras poroso del dispositivo es capaz de desplazarse a lo largo de las vias de
flujo de los ensayos respectivos a las zonas de deteccion respectivas. El receptor de muestras poroso puede
localizarse dentro de un alojamiento o puede extenderse al menos parcialmente hacia fuera de dicho alojamiento y
puede servir, por ejemplo, para recoger una muestra de un chorro de orina. El receptor de muestras poroso puede
actuar como depésito de liquido. El elemento receptor de muestras poroso puede estar hecho de cualquier material
absorbente, poroso o fibroso capaz de absorber un liquido rapidamente. La porosidad del material puede ser
unidireccional (es decir, con poros o fibras que se extienden total o predominantemente paralelos a un eje del
elemento) o multidireccional (omnidireccional, de manera que el elemento tiene una estructura amorfa similar a una
esponja). Se pueden usar materiales plasticos porosos, tales como polipropileno, polietileno (preferentemente de
muy alto peso molecular), fluoruro de polivinilideno, vinilacetato de etileno, acrilonitrilo y politetrafluoroetileno. Otros
materiales adecuados incluyen fibra de vidrio.

Si se desea, se puede disponer un «sumidero» absorbente en el extremo distal del material de soporte. El sumidero
absorbente se puede componer, por ejemplo, de papel de cromatografia Whatmann 3MM y debera proporcionar
suficiente capacidad de absorcion para permitir la unién de todo el reactivo de unién marcado sin unir para eliminarlo
de la zona de deteccion. Como alternativa a un sumidero semejante, puede ser suficiente disponer de una longitud
de material poroso en fase sélida que se extienda mas alla de la zona de deteccion.

Después de la aplicacion de un reactivo de unién a una zona de deteccion, el resto del material poroso en fase
solida se puede tratar para bloquear todos los sitios de unién restantes. El bloqueo se puede conseguir, por ejemplo,
por tratamiento con una proteina (por ejemplo, albimina de suero bovino o proteina lactea) o con alcohol polivinilico
o etanolamina, o combinaciones de los mismos. Para facilitar la libore movilidad del reactivo de unién marcado
cuando el soporte poroso se humidifica con la muestra, dicho soporte poroso puede comprender ademas un azucar
como sacarosa 0 lactosa y/u otras sustancias como alcohol polivinilico (PVA) o polivinilpirrolidona (PVP). Este
material se puede depositar, por ejemplo, como una disolucién acuosa en la regién en la que se ha de aplicar el
reactivo de uniéon marcado. Tales materiales se podrian aplicar en el soporte poroso como una primera aplicacion,
seguida de la aplicacién del marcador, de manera alternativa, tales materiales se podrian mezclar con el marcador y
aplicarse en el soporte poroso o combinaciones de ambos. Tal material se puede depositar delante del reactivo de
unién marcado o en este.

De manera alternativa, puede no bloquearse el soporte poroso en el momento de la fabricacion; en lugar de ello, las
sustancias para blogquear el soporte poroso se incluyen en un material anterior al soporte poroso. Al humedecer la
tira de prueba, las sustancias para bloquear el soporte poroso se movilizan y las sustancias de bloqueo fluyen en el
soporte poroso y a través del mismo y lo bloquean a medida que avanza el flujo. Las sustancias de bloqueo incluyen
proteinas como BSA y caseina, asi como polimeros como PVP, PVA, asi como azlcares y detergentes como Triton
X100. Las sustancias de bloqueo podrian estar presentes en un material de soporte macroporoso.

El soporte poroso de nitrocelulosa puede tener un tamafio de poro de al menos aproximadamente 1 micrémetros,
por ejemplo, mayor que aproximadamente 5 micrometros y, por ejemplo, entre aproximadamente 8 y 12
micrometros.

El soporte poroso de nitrocelulosa puede estar reforzado en la parte posterior, por ejemplo, con una lamina de
plastico, para aumentar su resistencia a la manipulacién. Este refuerzo se puede fabricar facilmente formando una
capa fina de nitrocelulosa sobre una lamina del material de refuerzo, tal como Mylar™.

Los reactivos de unién secos se pueden disponer en un material de soporte poroso anterior a un material de soporte
poroso que comprende la zona de deteccion. El material de soporte poroso anterior puede ser macroporoso. El
material de soporte macroporoso deberd presentar baja o ninguna unién a proteinas o debera ser facilmente
blogueable por medio de reactivos como BSA o PVA para minimizar la unién inespecifica y facilitar el movimiento
libre del reactivo marcado después de que el cuerpo macroporoso se haya humedecido con la muestra liquida. El
material de soporte macroporoso se puede pretratar con un agente tensioactivo o un disolvente, si es necesario,
para hacerlo mas hidréfilo y para estimular una rapida absorcién de la muestra liquida. Entre los materiales
adecuados para un soporte macroporoso se incluyen materiales plasticos como polietileno y polipropileno u otros
materiales como papel o fibra de vidrio. En caso de que el reactivo de unién marcado esté marcado con una
particula detectable, el cuerpo macroporoso puede tener un tamafno de poro al menos diez veces mayor que el
maximo tamario de particula del marcador particulado. Tamarfios de poro mayores permiten una mejor liberacién del
reactivo marcado. Como alternativa a un soporte macroporoso, el reactivo de unién marcado se puede disponer en
un sustrato no poroso anterior a la zona de deteccion, en el que dicho sustrato no poroso forma parte de la via de
flujo.

El soporte poroso puede comprender un soporte macroporoso de fibra de vidrio anterior y superpuesto en su
extremo distal a un soporte poroso de nitrocelulosa.

El dispositivo de ensayo comprende tipicamente un alojamiento que contiene el ensayo o los ensayos. El
alojamiento puede ser impermeable a los liquidos y estar construido de un material plastico adecuado, tal como
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ABS. El ensayo puede comprender ademas un elemento receptor de muestras para la recepcién de la muestra
liquida. El elemento receptor de muestras puede extenderse desde el alojamiento.

El alojamiento puede estar construido de un material impermeable a los liquidos. Es deseable también que el
alojamiento excluya la luz ambiental. Se considerara que el alojamiento o cubierta excluye sustancialmente la luz
ambiental si menos del 10 %, preferentemente menos del 5 % y, lo mas preferentemente, menos del 1 % de la luz
visible incidente en el exterior del dispositivo penetra en el interior de dicho dispositivo. Una eleccion adecuada para
uso en la fabricacion del alojamiento es un material plastico sintético impermeable a la luz como policarbonato, ABS,
poliestireno, Polystyrol, polietileno de alta densidad o polipropileno con un pigmento fotobloqueante apropiado. En el
exterior del alojamiento se puede incluir una abertura que comunique con el ensayo localizado en el espacio interior
dentro del alojamiento. De manera alternativa, la abertura puede servir para permitir la extension de un receptor de
muestras poroso desde el alojamiento hasta una posicién externa al alojamiento.

Un dispositivo de ensayo que comprenda dos o mas ensayos puede tener una zona de referencia compartida, en la
que el valor de la sefal obtenida en la zona de referencia para un ensayo se utiliza para compensar el valor de la
sefal obtenida en la zona de deteccion para el otro ensayo. Como tal, la zona de referencia es «compartida» entre
ambos ensayos.

Un dispositivo de ensayo que comprenda dos 0 mas ensayos puede tener una zona de control compartida, en el que
la medicién de la sefal en la zona de control de un ensayo proporciona un valor o indicaciéon de que la prueba se ha
realizado correctamente (o incorrectamente) para ese ensayo, asi como para el otro ensayo. Si, por ejemplo, la zona
de control indica que la prueba se ha llevado a cabo correctamente para un ensayo, el dispositivo de ensayo toma la
decisién de que la prueba se ha llevado a cabo correctamente en el otro ensayo. Por lo tanto, se puede considerar
que la zona de control es «compartida» entre los ensayos del dispositivo de ensayo.

El dispositivo de ensayo puede comprender una zona de control compartida y una zona de referencia compartida.

El dispositivo de ensayo puede comprender ademas uno o mas parametros de desbordamiento de la medicién, en el
que si cualquiera de las medidas es superior o muy inferior al valor que se habria esperado, el resultado se
rechazara. Esto permite al dispositivo de ensayo rechazar, por ejemplo, fallos de hardware como interrupciones o
cortocircuitos en la placa de circuitos, una bateria descargada, una ventana éptica bloqueada, un LED apagado,
etcétera.

El dispositivo de ensayo puede comprender por ejemplo dos 0 mas vias de flujo cada una de las cuales comprende
una zona de deteccién para la deteccion de la hCG.

Existen muchas maneras diferentes de desarrollar un dispositivo de ensayo capaz de medir el analito hCG en un
amplio intervalo. El dispositivo de ensayo se puede presentar en forma de, por ejemplo, un ensayo de «escalera» o
de «rebose», en el que cualquier reactivo de unién marcado que no esté inmovilizado en la primera zona de
deteccion pasa a una segunda zona de deteccion posterior. Las zonas de deteccion respectivas pueden comprender
reactivos de unién inmovilizados que tengan diferentes afinidades de union por un complejo reactivo de union
marcado-analito.

El dispositivo de ensayo puede comprender un primer ensayo de alta sensibilidad capaz de medir la hCG en un
intervalo de analito inferior y un ensayo de baja sensibilidad capaz de medir la hCG en un intervalo de analito
superior.

Con el fin de medir la hCG en un intervalo de analito superior, el dispositivo de ensayo puede comprender, por
ejemplo, un reactivo de unién marcado para el analito y un segundo reactivo de unién para el analito, dispuesto
delante de la zona de deteccién. El segundo reactivo de unidn sirve para eliminar el exceso de analito y reducir la
sensibilidad del ensayo. Esto tiene el efecto de aumentar el intervalo dinamico del ensayo, lo que permite realizar
mediciones a mayores niveles del analito. El segundo reactivo de unién se puede proporcionar inmovilizado,
movilizable o ambos. El segundo reactivo de unidn se puede disponer en la misma region del soporte poroso que el
reactivo de uniéon movilizable, anterior a este o posterior a este. El segundo reactivo de unién se puede unir a la
misma regién de unién del analito que el reactivo de unién marcado movilizable o a una diferente region del analito
que el reactivo de unién marcado. El segundo reactivo puede tener una afinidad diferente por el analito que el
reactivo de union marcado movilizable del segundo ensayo. En una realizacion de ejemplo, el segundo reactivo de
unién tiene mayor afinidad por el analito que el reactivo de unién movilizable del segundo ensayo. La cantidad de
segundo reactivo de unidn se puede variar para cambiar la sensibilidad del ensayo para adecuarse a la
concentracién del analito. El aumento de la cantidad de segundo reactivo de unién presente reduce la sensibilidad
del ensayo debido a que el segundo reactivo de unién es capaz de unirse a mas analito, lo que reduce eficazmente
la proporcién del reactivo de union marcado que es capaz de unirse a la zona de deteccion.

Con el fin de aumentar el intervalo dindmico del ensayo, el dispositivo de ensayo puede comprender, por ejemplo,

multiples zonas de deteccién, en donde cada zona de deteccion es capaz de unirse al analito a diferentes niveles de
concentracién del analito. Por ejemplo las zonas respectivas pueden comprender reactivo de unién para el analito
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que tengan diferentes afinidades por el analito.

Otras formas de aumentar el intervalo dindmico del ensayo consisten en proporcionar un dispositivo de ensayo que
comprenda un ensayo de unién de tipo sandwich y un ensayo de competicion o de inhibicién. Por ejemplo, el ensayo
de tipo sandwich puede ser el ensayo de alta sensibilidad, es decir, es capaz de medir el analito en un intervalo de
concentraciones menores y el ensayo de inhibicidon o de competicion puede ser un ensayo de baja sensibilidad, es
decir, es capaz de medir el analito en un intervalo de concentraciones mayores. Otra forma es alterar la afinidad o la
cantidad del reactivo de uniéon marcado o del reactivo inmovilizado en la zona de deteccion. Un reactivo de union de
alta afinidad tendra una mayor sensibilidad al analito que un reactivo de unién de menor afinidad. De manera similar,
una baja concentracion del reactivo de unién tendra menor sensibilidad al analito que una alta concentracion del
reactivo de union. La sensibilidad del ensayo se puede cambiar mediante alteracién de la relacién entre el reactivo
de union y el marcador del reactivo de unién marcado. Si se usa una particula como marcador, se puede alterar la
cantidad del reactivo de union que se afade al marcador para alterar la sensibilidad del ensayo. Otra manera mas
de manipular la sensibilidad de un ensayo es variar la cantidad del marcador usado en el ensayo. Por ejemplo, la
sensibilidad de un ensayo se puede disminuir reduciendo la relacion entre el reactivo de unién y la especie marcada
para el reactivo de unién marcado.

Otra manera de manipular la sensibilidad de un ensayo es alterar la densidad éptica del marcador. La sensibilidad
del ensayo se puede reducir con el uso de un marcador con una baja densidad 6ptica. Esto se puede conseguir, por
ejemplo, mediante un marcador de particulas de polimero con una baja concentracién de colorante o mediante el
uso de un marcador coloreado que es menos sensible a un detector éptico.

Otra manera mas de medir altos niveles de analito es emplear un reactivo de unién marcado con un marcador no
particulado. Unos niveles altos del analito cuando se miden por medio de un ensayo de unién de tipo sandwich
pueden requerir altos niveles del reactivo de uniéon. En el caso en el que el marcador sea un marcador particulado, la
presencia de altos niveles de analito dentro del soporte poroso o sobre este puede dar lugar a un impedimento
estérico que tenga como resultado una escasa sensibilidad del ensayo. A la inversa, a niveles de analito inferiores,
el uso de un reactivo de unién marcado con un marcador no particulado puede dar lugar a una baja sefal debido a la
baja densidad éptica. Sin embargo, a altos niveles de analito, los marcadores no particulados pueden detectarse
facilmente. Un ejemplo de un marcador no particulado épticamente detectable puede ser un colorante. El colorante
puede ser fluorescente.

La sensibilidad del ensayo puede estar afectada por el caudal del soporte poroso. Una manera de reducir la
sensibilidad del ensayo es emplear un soporte poroso (tal como nitrocelulosa) con un mayor caudal.

La sensibilidad de un ensayo se puede manipular adicionalmente modificando la velocidad a la que el reactivo de
unién marcado se libera de su origen. Otra manera mas de reducir la sensibilidad al analito es proporcionar una
rapida liberacion del reactivo de unién marcado del soporte poroso durante el contacto con la muestra liquida. La
liberacion del reactivo de unién marcado puede modificarse por la presencia de azlcares, proteinas u otras
sustancias poliméricas tales como metilcelulosa dentro del dispositivo.

Durante el curso de sus investigaciones sobre la medicion de la hCG en un amplio intervalo de analito, los
inventores construyeron una serie de dispositivos diferentes, incluidos varios de acuerdo con la técnica anterior. Los
investigadores encontraron que mientras que varios de tales dispositivos resultaron ser satisfactorios para la
medicién de analitos, adolecian de limitaciones en su capacidad de medir los niveles de los analitos en un amplio
intervalo de analito con una exactitud suficiente como para satisfacer los requisitos reglamentarios necesarios para
hacer que el dispositivo resulte adecuado para fines comerciales. Los presentes inventores han demostrado que,
para dispositivos de ensayo en los que se proporcionan multiples zonas de deteccién para la deteccion de un analito
en el mismo soporte poroso, la unién en una zona de deteccién anterior puede cambiar las caracteristicas de unién
en una zona de deteccion posterior y que cualquier variacion de la unién en una zona de deteccion anterior puede
causar una variacion compuesta de la unién en una zona de deteccion posterior. Esto es especialmente valido para
niveles mayores de concentracion del analito y puede dar lugar a poca precisién en el ensayo. Ademas, se ha
encontrado que puede producirse una union cruzada entre los respectivos reactivos de unién presentes en las zonas
de deteccion durante la realizacion de la prueba y también se ha observado una unién cruzada durante la fabricaciéon
de los dispositivos y mientras estos se almacenan en estado seco. Se ha demostrado que esto afecta a los niveles
de precision y sensibilidad del ensayo. No parece que estos problemas se hayan reconocido previamente en la
técnica anterior.

De acuerdo con una realizacion, el dispositivo de ensayo comprende un primer ensayo y un segundo ensayo, en
donde el primer ensayo para la determinacién del analito hCG comprende una primera via de flujo que tiene una
Unica zona de deteccion capaz de inmovilizar un reactivo de unién dirigido contra hCG marcado y el segundo ensayo
para dicho analito comprende una segunda via de flujo que tiene una Unica zona de deteccién capaz de inmovilizar
un reactivo de unién dirigido contra hCG marcado, en donde la presencia del reactivo de unién marcado en las
zonas de deteccion proporciona una indicacion de la presencia y/o el nivel del analito hCG en dicha muestra liquida.

El primer ensayo proporciona una indicacion del nivel del analito hCG en un primer intervalo de concentraciones y el
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segundo ensayo proporciona una indicacion del nivel del analito hCG en un segundo intervalo de concentraciones
mas elevadas.

El primer y el segundo intervalos de concentraciones difieren entre si. El primer y el segundo intervalos de
concentraciones se pueden solapar para proporcionar un intervalo de concentraciones continuo.

El primer y el segundo ensayos pueden proporcionar, separada o conjuntamente, una indicacion del nivel del analito
hCG dentro de un cierto intervalo de concentraciones.

Como una alternativa a proporcionar el primer y el segundo ensayos en un unico dispositivo de ensayo, los ensayos
se pueden disponer como dispositivos de ensayo independientes, en el que los resultados de los dispositivos
respectivos tomados conjuntamente son capaces de proporcionar una indicacién o medida del nivel del analito.

La muestra liquida es orina.

El dispositivo de ensayo integral de la invencidn se puede usar para medir el nivel o la presencia de la hCG en un
amplio intervalo de concentraciones. El intervalo puede variar entre aproximadamente 10 mUl y aproximadamente
250.000 mUI.

En una realizacion adicional, el dispositivo de ensayo integral comprende dos soportes porosos, cada uno de los
cuales tiene una Unica zona de deteccion, comprendiendo el dispositivo una zona de referencia compartida y una
zona de control compartida, en donde el dispositivo de ensayo comprende, ademas, un Unico fotodetector dispuesto
para recibir luz procedente de las cuatro zonas y cuatro diodos emisores de luz.

En particular, el dispositivo de ensayo comprende dos ensayos, un ensayo de alta sensibilidad, es decir, el ensayo
es sensible a niveles del analito a bajas concentraciones del mismo, y un ensayo de baja sensibilidad, es decir, el
ensayo es sensible al analito a altas concentraciones del mismo.

En una realizacién particular, el dispositivo de ensayo comprende una primera via de flujo de ensayo que comprende
un reactivo de unién marcado movilizable para la hCG anterior a una zona de deteccién y una segunda via de flujo
de ensayo que comprende un reactivo de unién marcado movilizable para la hCG y un segundo reactivo de union
para la hCG anterior a una zona de deteccién. El segundo reactivo de unién marcado se puede disponer en la
misma regién o en las proximidades del reactivo de unién marcado. El segundo reactivo de uniéon se puede
proporcionar inmovilizado o movilizable. En una forma de realizacion, el segundo reactivo de unién es movilizable. El
segundo reactivo de unién se puede unir a la misma regiéon de union del analito que el reactivo de uniéon marcado
movilizable o a una diferente regién del analito que el reactivo de unién marcado. En particular, el segundo reactivo
de unién es capaz de unirse a la subunidad beta de la hCG, y el reactivo de unién marcado movilizable es capaz de
unirse a la subunidad alfa de la hCG. La cantidad de segundo reactivo de unién se puede alterar para cambiar la
sensibilidad del ensayo.

De acuerdo con una realizacion, el dispositivo de ensayo comprende dos tiras de prueba del ensayo, cada una de
las cuales tiene una zona de deteccion. En una tira de ensayo se dispone una zona de control compartida y en la
otra tira de ensayo se dispone una zona de referencia compartida. El valor de la sefal obtenida en la zona de
referencia para un ensayo se utiliza para compensar el valor de la sefal obtenida en la zona de deteccion para el
otro ensayo. Como tal, la zona de referencia es «compartida» entre ambos ensayos.

La incorporacién de una zona de referencia y/o de control compartida reduce el nimero de componentes 6pticos
requeridos para el dispositivo de ensayo, ya que cada zona de referencia y/o de control requeriria una fuente de
iluminacion, tal como un LED.

Gracias al empleo de una zona de referencia y/o de control compartida, el dispositivo de ensayo puede reducir el
nuamero de zonas que han de ser detectada y, por consiguiente, el nimero de componentes Opticos que se han de
emplear. El uso de zonas compartidas es mas eficaz cuando las arquitecturas de ensayo del primer y del segundo
ensayos son similares o, si se dispone la zona de referencia y/o de control en una o mas vias de flujo auxiliares,
cuando la arquitectura de ensayo de la una o méas vias de flujo auxiliares es similar a la del primer y del segundo
ensayos. También es ventajoso el uso de la misma muestra liquida para cada ensayo. Esto se puede conseguir
convenientemente proporcionando una regién comun de aplicacion de muestras que esté en comunicacion para
circulacion de fluidos con ambos ensayos. Asi, una sola muestra liquida aplicada al dispositivo a través de la regién
comun de aplicacion de muestras puede fluir a través tanto del primer como del segundo ensayos. En los casos en
los que el primer y el segundo ensayos no sean idénticos, puede ser aceptable disponer una zona de referencia
compartida, siempre y cuando los niveles de fondo de luz que se detectarian en cada ensayo sean suficientemente
similares entre si.

La zona de referencia compartida puede estar dispuesta como parte del primer o del segundo ensayo. De manera

alternativa, la zona de referencia puede estar dispuesta en una via de flujo auxiliar al primer y al segundo ensayos.
La zona de referencia se puede elegir a partir de una porcion de la via de flujo no correspondiente a una zona de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2463742 T3

deteccion, o, en los casos en los que un reactivo marcado seco esté presente delante de la zona de deteccién, una
parte que no corresponda al lugar en el que esta presente el reactivo marcado seco.

En una realizacién, el dispositivo de ensayo comprende un primer ensayo de analito de alta sensibilidad que
comprende una zona de referencia compartida y un segundo ensayo de analito de baja sensibilidad que comprende
una zona de control compartida. El ensayo de baja sensibilidad puede comprender una mayor cantidad de reactivo
de unién marcado que el ensayo de mayor sensibilidad. El ensayo de alta sensibilidad puede comprender una via de
flujo que comprende un reactivo de unién marcado para la hCG anterior a una zona de deteccién y el ensayo de baja
sensibilidad puede comprender un reactivo de union marcado para la hCG y un segundo reactivo de union para la
hCG anterior a una zona de deteccion.

La zona de referencia puede estar dispuesta después o antes de la zona de deteccién. La medida de la zona de
referencia permite la medida de los niveles de fondo de la luz reflejada o transmitida por la via de flujo. El nivel de
fondo puede ser debido, por ejemplo, a la reflectancia éptica del soporte poroso, a la presencia de la muestra liquida
o de componentes del ensayo como un reactivo de union marcado. Por lo tanto, los niveles de luz medidos en la
zona de deteccion se pueden corregir con respecto a los niveles de luz de fondo para proporcionar una sefal
compensada indicativa de la cantidad de reactivo de unién marcado presente en la zona de deteccién. La medida en
la zona de referencia también compensa las variaciones entre las muestras liquidas aplicadas en los dispositivos de
ensayo, por ejemplo, las muestras de orina pueden variar ampliamente en color. El valor de la sefal obtenida en la
zona de referencia para un ensayo se utiliza para compensar el valor de la sefial obtenida en la zona de deteccion
para el otro ensayo. Como tal, la zona de referencia es «compartida» entre ambos ensayos. La incorporaciéon de una
zona de referencia compartida reduce el nimero de componentes Opticos requeridos para el dispositivo de ensayo,
ya que cada zona de referencia requeriria una fuente de iluminacion, tal como un LED.

El dispositivo de ensayo puede comprender mas de dos ensayos, tales como tres, cuatro o cinco ensayos, en donde
el dispositivo tenga una o mas zonas de referencia compartida.

Los aspectos de la invencion se ilustran mas detalladamente haciendo referencia a las figuras siguientes:

La figura 1 muestra la variacion de los niveles hormonales y la temperatura basal corporal que se produce durante
un ciclo menstrual tipico de 28 dias.

Las figuras 2 (a) y (b) muestran un dispositivo de ensayo de ejemplo de la invencion.
La figura 3 muestra un dispositivo de ensayo de ejemplo de acuerdo con una realizacién de la invencion.

La figura 4 muestra un algoritmo de ejemplo para la determinacién del caudal para un dispositivo de ensayo que
comprende un ensayo de alta sensibilidad (HS) y un ensayo de baja sensibilidad (LS).

La figura 5 muestra un algoritmo de ejemplo para la determinaciéon de un tiempo desde la concepcion para un
dispositivo de ensayo que comprende un ensayo de alta sensibilidad (HS) y un ensayo de baja sensibilidad (LS).

Las figuras 6 (a) - (c) muestran perfiles tipicos de %A en funcién del tiempo de ensayo que se obtienen para un
dispositivo de ensayo y método para la deteccién de la hCG.

La figura 7 muestra la gréafica trazada del tiempo desde la concepcion en funcién del log(hCG+0.1) obtenida para
una cohorte de mujeres y una curva exponencial ajustada de acuerdo con el ejemplo 2.

Las figuras 8 (a) y (b) muestran las relaciones ajustada y observada para los ensayos de alta y baja sensibilidad
preparadas de acuerdo con el ejemplo 1.

Descripcion detallada de las figuras

La figura 2a muestra un dispositivo de ensayo de ejemplo de la invencién. El dispositivo es alargado, con una
longitud de aproximadamente 14 cm y una anchura de aproximadamente 25 mm, y comprende el alojamiento (50),
un receptor de muestras poroso (51) y una pantalla LCD (53) para la visualizaciéon de los resultados del ensayo.
También se proporcionan dentro del ensayo, y no se muestran, las vias de flujo de ensayo, los medios 6pticos, una
fuente de alimentacion y los componentes electrénicos asociados. El dispositivo de ensayo también puede tener una
tapa desmontable (52) que se ajuste sobre el receptor de muestras poroso.

La figura 2b muestra un dispositivo de ensayo de ejemplo de acuerdo con la invencion que se ha abierto para
mostrar algunos de los componentes. El dispositivo comprende alojamientos superior e inferior (510, 512), un
comprimido desecante (513) para mantener bajos niveles de humedad dentro del dispositivo, una bateria (516), un
deflector éptico (514) y un chip informatico (515).

La figura 3 muestra la disposicién de los soportes porosos individuales del ensayo de un dispositivo de ensayo de
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acuerdo con una realizacién de ejemplo que tiene una zona de control y de referencia compartida. El dispositivo de
ensayo (60) tiene una regiébn comun de aplicacion de muestras (61) que conecta para circulacién de fluidos el primer
y el segundo ensayos (62) y (63). Las zonas (64) y (65) corresponden respectivamente a una zona de deteccién y de
control para el ensayo. Las zonas (66) y (67) corresponden respectivamente a una zona de deteccién y una zona de
referencia.

La figura 4 muestra un algoritmo de ejemplo para la determinacién del caudal para un dispositivo de ensayo que
comprende un ensayo de alta sensibilidad (HS) y un ensayo de baja sensibilidad (LS).

Una vez completada la calibracion, todas las ventanas se miden y se filtran.

El tiempo de deteccion de flujo minimo (Min FDT) se puede definir como el tiempo minimo que tardara el flujo en
llegar a una o mas zonas de medicion. Si se detecta flujo a tiempos menores que el tiempo de deteccion de flujo
minimo, se supone que el dispositivo ha «despertado» (se ha activado) tarde y que es probable que todos los
valores de calibracion se hayan visto afectados por flujo ya presente en la ventana durante la calibracion. Estos
dispositivos se pueden clasificar como «errores de activacién tardia».

El tiempo de deteccion de flujo maximo (Max FDT) se puede definir como un tiempo en el cual la muestra liquida
tiene que llegar a todas las zonas de medicién después de haber sido aplicada al dispositivo o después de que el
dispositivo se haya activado después de la aplicacion de la muestra liquida. Si no se ha detectado flujo en la
totalidad de las zonas de medicion antes de este tiempo maximo desde la activacion del dispositivo se supone que la
muestra es insuficiente, es decir, no se ha aplicado una cantidad suficiente de muestra liquida al dispositivo de
ensayo. Estos dispositivos se pueden clasificar como con muestra insuficiente.

El tiempo de transito de ventana minimo (Min WTT) se puede definir como el tiempo minimo en el cual el liquido
pasa entre una zona y una zona posterior. El flujo entre las ventanas correspondientes a estas zonas debe ocurrir
con una diferencia de tiempo minima. Los tiempos de flujo menores que este tiempo pueden ser rechazados, ya que
es probable que el dispositivo se haya inundado o tenga un exceso de muestra.

A continuacion se presenta un ejemplo de los parametros de caudal que se puede emplear:

Parametro Valor
Tiempo de deteccion de flujo minimo (Min FDT) 3 segundos
Tiempo de deteccion de flujo maximo (Max FDT) 64 segundos
Tiempo de transito de ventana minimo (Min WTT) 2 segundos

La figura 5 muestra un algoritmo de ejemplo para la determinacién de un tiempo desde la concepcion para un
dispositivo de ensayo para la determinacion de la hCG en un amplio intervalo de analito que comprende un ensayo
de alta sensibilidad (HS) y un ensayo de baja sensibilidad (LS), cada uno de los cuales comprende una zona de
prueba.

El cronometraje del ensayo tiene lugar desde el punto de deteccion del flujo hasta la ventana de la linea de prueba
de alta sensibilidad. El algoritmo proporciona una indicacion temprana de «embarazada», antes de que transcurra el
tiempo completo de la prueba de ensayo. Las indicaciones del tiempo desde la concepcién o «no embarazada» se
dan una vez transcurrido el tiempo completo de la prueba de ensayo (tiempo completo de desarrollo del ensayo).

Una vez que se ha determinado que el flujo es valido seglin el parametro del algoritmo de flujo, después del tiempo
de desarrollo minimo, si HS; (%A) excede el umbral maximo de decision temprana de embarazo y Ctrl; (%A) esta por
encima del umbral de la linea de control, entonces se presenta un resultado de EMBARAZADA.

Una vez transcurrido el tiempo de desarrollo minimo y tras mostrarse EMBARAZADA, posteriormente si LS; (%A)
excede el umbral max. de decisién temprana de embarazo, aparece la indicacion de guia de concepcion
correspondiente al tiempo maximo (+3 semanas).

En el momento del tiempo completo de desarrollo del ensayo

Si transcurrido este tiempo ya se ha mostrado EMBARAZADA, entonces la linea de control no se prueba. De lo
contrario, si la linea de control esta por debajo del umbral de la linea de control, entonces se presenta el mensaje
«Error del dispositivo» y la prueba finaliza.

Si HS; (%A) excede el umbral medio de decision de embarazo, se muestra la indicacion de guia de concepcién
correspondiente al tiempo medio (2-3 semanas) y la prueba finaliza.

Si transcurrido este tiempo ya se ha mostrado EMBARAZADA, entonces se presenta la indicacion de guia de
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concepcién correspondiente al tiempo minimo (1-2 semanas) y la prueba finaliza. Si HS; (%A) excede el umbral
minimo de decisién de embarazo (PDTmin), entonces se muestra EMBARAZADA vy la indicacién de guia de
concepcidn correspondiente al tiempo minimo y la prueba finaliza.

De lo contrario, se muestra NO EMBARAZADA y la prueba finaliza.

Un ejemplo de los parametros particulares del algoritmo de decision para un dispositivo de ensayo para la deteccion
de la hCG que se puede emplear es el siguiente:

Parametro Valor

Umbral de linea de control (CLT) 30 %A
Tiempo de desarrollo minimo (MDT) 60 segundos
Umbral de decision temprana de embarazo (EPDT) 14 %A
Umbral max. de decision temprana de embarazo (EPDTmax) 45 %A
Tiempo completo de desarrollo del ensayo (FDT) 150 segundos
Umbral medio de decisién de embarazo (PDTmid) 25 %A
Umbral min. de decisién de embarazo (PDTmin) 9 %A

En particular, los parametros del algoritmo de decision se pueden emplear en el dispositivo de ensayo de acuerdo
con el ejemplo 1 para la deteccion de la hCG. En particular, los parametros del algoritmo de decision se pueden
emplear en el dispositivo de ensayo que comprende una zona de referencia y de control compartida, segun se ilustra
en la figura 3.

Las figuras 6 (a) - (¢) muestran un perfil de sefal tipico de %A en funcién del tiempo (s) obtenido realizando pruebas
con dispositivos de ensayo de acuerdo con el ejemplo 2 que tienen una linea de control y de referencia compartida
de acuerdo con la figura 3 para diferentes niveles de hCG en orina. Las figuras 6 (a) - (c) se refieren a dispositivos
de ensayo en los que se realizaron pruebas con una soluciéon tampén con un contenido, respectivamente, de 0, 100
y 2000 mUI de hCG.

A continuacion, la invencion se comprendera mejor haciendo referencia a los siguientes ejemplos ilustrativos no
limitantes.

Ejemplo 1

Preparacién de un dispositivo de ensayo que comprende un ensayo de baja sensibilidad y un ensayo de alta
sensibilidad para la determinacién de la hCG en un amplio intervalo de analito.

Se preparé el ensayo de alta sensibilidad para la determinacion del analito hCG, que comprende un reactivo de
unién marcado movilizable para la hCG sobre un soporte poroso de fibra de vidrio dispuesto delante de una zona de
deteccion y una zona de control dispuesta sobre un soporte poroso de nitrocelulosa. La zona de deteccion
comprendié un reactivo de unién inmovilizado para la hCG.

La zona de deteccion se prepard depositando una linea de anticuerpo dirigido contra B-hCG (clon propio 3468) a una
concentracion de 3 mg/ml en tampoén PBSA, a una velocidad de 1 ml/cm en bandas de nitrocelulosa de 350 mm de
largo por 40 mm de ancho (Whatman), con un tamano de poro de 8 ym y un espesor de entre 90 y 100 ym,
laminadas sobre una capa de refuerzo de 175 um. El anticuerpo dirigido contra B-hCG se aplicé mediante la
plataforma de aplicacion Biodot xyz3050 como una linea de ~1,2 mm de ancho y ~300 mm de largo en una posicién
de 10 mm a lo largo de la longitud de la nitrocelulosa.

La zona de control se prepard aplicando anticuerpo de cabra dirigido contra conejo (Lampire), 2 mg/ml en tampoén
PBSA, a 1 pl/lcm sobre nitrocelulosa en la posicion de 13 mm, 3 mm después de la zona de deteccion, utilizando una
plataforma de dispensacion Biodot XYZ3050.

Las bandas de NC se secaron mediante un horno de secado Hedinair, nimero de serie 17494, ajustado a 55 “Cy a
la velocidad 5 (paso Unico). Después, la NC se bloqued con un tampén de bloqueo que comprendia una mezcla de
etanol al 5 % (BDH AnalaR 65 104766P) mas cloruro de sodio 150 mM (BDH AnalaR 10241AP) mas Trizma base 50
mM (Sigma T1503) mas Tween 20 (Sigma P1379) y alcohol polivinilico (PVA, Sigma 360627) al 1 % (p/v). El tampdn
de bloqueo se aplicé a una velocidad de 1,75 pyl/mm en el extremd proximal de la banda. Una vez que la disolucién
habia empapado la membrana, se aplicd una disolucién de sacarosa (Sigma S8501 en agua desionizada) al 2 %
(p/v) con el mismo aparato, a una velocidad de 1,6 pl/mm, y se dejé que empapara la membrana durante
aproximadamente cinco minutos. Las bandas de NC se secaron entonces mediante un horno de secado Hedinair,
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namero de serie 17494, ajustado a 75 °C y a la velocidad 5 (paso unico).

Preparacién del reactivo de unién marcado para la hCG.

El reactivo de unién marcado se preparé de acuerdo con el protocolo siguiente:

Recubrimiento de particulas de latex con un anticuerpo dirigido contra a-hCG

1. Diluir particulas de latex azul de Duke Scientific (400 nm de diametro, DB1040CB con el 10 % de sélidos (p/v))
hasta el 2 % de sélidos (p/v) con tampdn de tetraborato de disodio 100 mM, pH 8,5 (BDH AnalaR 102676G) (DTB).

2. Lavar el latex diluido por centrifugacion de un volumen de (2 ml) de latex diluido en dos tubos de centrifuga
Eppendorf a 17.000 rpm (25.848 rcf) durante 10 minutos en una centrifuga Heraeus Biofuge 17RS. Retirar y
desechar el sobrenadante y resuspender los sedimentos en DTB 100 mM para dar el 4 % de solidos (p/v) en un
volumen total de 1 ml.

3. Preparar una mezcla de etanol y acetato de sodio (etanol BDH AnalaR 104766P al 95 % con acetato de sodio 25
Sigma S-2889 al 5 % p/v).

4. Anadir 100 pl de la disolucion de etanol y acetato de sodio al latex lavado en la etapa 2 (este es el 10 % del
volumen del latex).

5. Diluir el anticuerpo madre (clon propio 3299) para obtener un anticuerpo de ~1200 pg/ml en DTB.

6. Calentar 1 ml del anticuerpo diluido de la etapa 5 en un bafo de agua ajustado a 41,5 °C durante 2 minutos.
Calentar también el latex lavado mas etanol y acetato de sodio de la etapa 4 en el mismo bafio de agua durante 2
minutos.

7. Anadir el anticuerpo diluido al latex méas etanol y acetato, mezclar bien e incubar durante una hora en el bano de
agua ajustado a 41,5 °C mientras se mezcla con un agitador magnético y una barra magnética introducida en la
mezcla.

8. Preparar una disolucién de 40 mg/ml de albamina de suero bovino (BSA) (Intergen W22903 en agua desionizada).
Bloquear el latex por adicion de un volumen igual de BSA de 40 mg/ml a la mezcla de latex/anticuerpo/etanol-
acetato e incubar en el bafo de agua a 41,5 °C durante 30 minutos en agitacion continua.

9. Centrifugar la mezcla a 17.000 rpm durante 10 minutos como en la etapa 2 (dividir el volumen en lotes de 1 ml en
45 tubos Eppendorf). Retirar y desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento en DTB 100 mM. Repetir la
centrifugacién como en la etapa 2, retirar y desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento en tampén Air
Brushing (sacarosa Sigma S8501 al 20 % (p/v), BSA al 10 % (p/v) en Trizma base Sigma T1503 100 mM, pH 9).
Anadir tampén Air Brushing para obtener latex con el 4 % de sélidos (p/v).

El latex conjugado se pulveriz6 en una mezcla de BSA y sacarosa sobre un soporte poroso de fibra de vidrio
(F52909, Whatman) a una velocidad de 50 g/h y 110 mm/s y se secé con un horno de banda transportadora
Hedinair, nimero de serie 17494, ajustado a 65 °C y la velocidad 5 (paso Unico).

El reactivo de unién marcado para la zona de control también se depositd sobre la misma regién del soporte poroso
que el reactivo de union marcado para el analito de la siguiente manera: Se conjug6 IgG de conejo (Dako) con 400
nm de latex de poliestireno azul (Duke Scientific) en BSA/sacarosa para dar un % final de latex azul del 0,7 % en
sélidos y se pulverizd a 65 g/h sobre fibra de vidrio.

El material de fibra de vidrio con el reactivo de uniéon marcado pulverizado se fijé a la membrana de nitrocelulosa
mediante una pelicula 55 laminada recubierta de un adhesivo transparente (Ferrisgate, 38 mm de ancho), dispuesta
de tal modo que el reactivo marcado quedd en la parte superior y la fibra de vidrio se solapd con la superficie de la
nitrocelulosa en ~2 mm a lo largo de la longitud (350 mm) de la banda de la membrana de nitrocelulosa. La fibra de
vidrio se fijo al extremo de la nitrocelulosa de tal manera que quedd delante de la zona de deteccion.

La zona elegida como la zona de referencia estaba a una distancia de 13 mm a lo largo de la nitrocelulosa, es decir,
después de la zona de deteccion.

La banda laminada se corté después en tiras de prueba de 6 mm de ancho.
Se prepar6 el ensayo de baja sensibilidad para la determinacion de la hCG, que comprende un reactivo de unién
marcado movilizable para la hCG y un segundo reactivo de unién movilizable para la hCG sobre un soporte poroso

de fibra de vidrio dispuesto delante de una zona de deteccién y una zona de control dispuesta sobre un soporte
poroso de nitrocelulosa. La zona de deteccién comprendié el reactivo de unién inmovilizado para la hCG.
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La zona de deteccion se prepar6 de acuerdo a la del ensayo de alta sensibilidad.

La zona de control se preparé aplicando anticuerpo de cabra dirigido contra conejo (Lampire), 2 mg/ml en tampén
PBSA, a 1 pl/cm sobre nitrocelulosa en la posiciéon de 13 mm, 3 mm después de la zona de deteccion, utilizando una
plataforma de dispensacién Biodot XYZ3050.

Preparacién del reactivo de unién marcado movilizable y del segundo reactivo de unién

Un anticuerpo monoclonal (mAb) de raton dirigido contra a-hCG humana (clon 3299) conjugado con 400 nm de latex
de poliestireno azul (Duke Scientific) se mezclé con un anticuerpo depurador mAb de raton dirigido contra 3-hCG
(clon propio 3468) en una concentracién de 3 mg/ml para dar un % final de latex azul del 3 %, una concentracion
final de 3468 de 0,075 mg/ml y una concentraciéon del anticuerpo dirigido contra B-hCG libre de 0,06 mg/ml. La
mezcla resultante se pulverizdé con un aerdgrafo sobre fibra de vidrio Whatman (F529, rollos de 25 mm de ancho)
mediante el aparato BIODOT XYZS (numero de serie 1673) a 90 g/h, pulverizada a 2,02 ug/cm sobre la fibra de
vidrio F529-09.

El reactivo de unidon marcado para la zona de control también se deposit6 sobre la misma regién del soporte poroso
que el reactivo de unidon marcado para el analito de la siguiente manera: Se conjug6 IgG de conejo (Dako) con 400
nm de latex de poliestireno azul (Duke Scientific) en BSA/sacarosa para dar un % final de latex azul del 0,7 % en
solidos y se pulverizd a 65 g/h sobre fibra de vidrio.

La fibra de vidrio se sec6 mediante un horno de banda transportadora Hedinair, nimero de serie 17494, ajustado a
65 °C y la velocidad 5 (paso Unico). Se depositd un segundo paso de latex sobre la fibra de vidrio repitiendo lo
anterior, pero con un desplazamiento de ~0,8 mm con respecto a la posicion original de la pulverizacién (en una
localizacién posterior de la fibra de vidrio). Posteriormente, la fibra de vidrio se sec6 mediante un horno de banda
transportadora Hedinair, nimero de serie 17494, ajustado a 65 °C y la velocidad 5 (paso Unico).

El material de fibra de vidrio con el latex pulverizado se fij6 a la membrana de nitrocelulosa mediante una pelicula
laminada recubierta de un adhesivo transparente (Ferrisgate, 38 mm de ancho), dispuesta de tal modo que el latex
pulverizado quedé en la parte superior y la fibra de vidrio se solapé con la superficie de la nitrocelulosa en ~2 mm a
lo largo de la longitud (350 mm) de la banda de la membrana de nitrocelulosa. La fibra de vidrio se fijé al extremo de
la nitrocelulosa de tal manera que qued6 delante de la zona de deteccion.

La banda laminada se corté después en tiras de prueba de 6 mm de ancho.
Un receptor de muestras poroso comun (505521, Filtrona Fibertech) de 43 mm de longitud, 12 mm de anchura y un
grosor de aproximadamente 2,5 mm se coloco antes del primer y el segundo ensayos, y solapandose con estos en

aproximadamente 3 mm.

Los ensayos de alta y de baja sensibilidad se alojaron en un alojamiento de ensayo con el receptor de muestras
poroso extendiéndose parcialmente desde el alojamiento.

Las sefales se midieron desde las zonas de deteccion y la zona de control respectivas y se midieron con respecto a
la sefial medida desde la zona de referencia compartida.

Como alternativa a incorporar zonas de control y de referencia compartidas, cada uno de los ensayos de alta y de
baja sensibilidad pueden comprender una zona de referencia y/o de control.

Ejemplo 2

Determinacion de los valores de umbral que se han de almacenar en un dispositivo de ensayo o lector con el fin de
determinar una fecha desde la concepcién.

Se inscribié en un estudio a un grupo de mujeres con edades comprendidas entre 18 y 45, y fueron seleccionadas
sobre la base de que tenian ciclos menstruales regulares entre 21 y 42 dias durante los Ultimos 6 meses, no estaban
amamantando, no tenian antecedentes conocidos de infertilidad, no sufrian el sindrome de ovarios poliquisticos, no
padecian nefropatia ni hepatopatia crénicas y no habian usado anticonceptivos hormonales durante los dltimos 3
meses, habiendo transcurrido al menos tres ciclos desde dejar de usarlos. Las mujeres proporcionaron muestras
diarias de orina durante un minimo de seis ciclos y llevaron a cabo mediciones diarias de sus niveles de LH en orina
utilizando un monitor Unipath FAM™ para controlar y registrar la fecha del aumento de la LH, ademas de llevar un
diario para registrar el primer dia de su ultimo periodo menstrual. De las 61 mujeres que se quedaron embarazadas
durante el estudio, se midieron sus niveles urinarios de hCG diariamente hasta 90 dias después de la fecha de su
aumento de la LH utilizando un analizador de laboratorio AutoDelphia de Perkin Elmer. Conociendo la fecha del
aumento de la LH de las mujeres embarazadas, se generd un conjunto de datos del nivel de hCG medido para cada
mujer en particular como funcién de la fecha desde la concepcion, en donde la fecha de la concepcion se definid
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como la fecha del aumento de la LH + 1 dia.

Se utiliz6 una curva exponencial para modelar el log(hCG+0.1) en funcién del tiempo de embarazo, en la que:
log(hCG+0.1) = A + B*Rx

A (Méax)

B (Diferencia entre la ordenada en el origen y el maximo)

R (tasa de aumento)

x = tiempo de embarazo

Los datos sin procesar y la curva exponencial ajustada se muestran en la figura 7.

Se seleccionaron 31 muestras de orina de mujeres no embarazadas y se les afadieron distintas cantidades de hCG
en concentraciones comprendidas entre 10 y 250.000 mUI/ml de hCG. Cada muestra enriquecida se aplicd a seis
dispositivos de ensayo elegidos de tres lotes de acuerdo con el ejemplo 1. Los valores de la sefial del analito (%A)
correspondientes a los ensayos de alta y baja sensibilidad se midieron como funcién del nivel de hCG a un FDT de

150 s.

Se utillizéd una curva logistica de cuatro parametros para modelar %A tanto para el ensayo de alta sensibilidad como
para el ensayo de baja sensibilidad en funcién de las concentraciones log(hCG+0.1).

En la que:
(o
0, _
Yod=A+ '(1 + e-B‘(Lag(hCG+O.I)-M))
y en la que:
B = pendiente

M = nivel de log(hCG+0.1) que tiene como resultado una respuesta a mitad de camino entre la respuesta minima y
la maxima

C = diferencia entre el maximo y el minimo
A = minimo

En las figuras 8 (a) y (b) se muestran las relaciones ajustada y observada para los ensayos de alta y baja
sensibilidad.

Se disefid un estudio de simulaciéon para optimizar los umbrales PDTmin, PDTmid y EPDTmax con el fin de
maximizar la clasificacion de los embarazos en tres grupos, <= 2 semanas desde la concepcién, 2-3 semanas desde
la concepcion y > 3 semanas desde la concepcién, asi como para cuantificar la precision de la clasificacion
utilizando estos umbrales.

Los umbrales se evaluaron frente a los resultados de las muestras reales de cinco mujeres embarazadas con el fin
de determinar su exactitud.

La simulacién se llevé a cabo en tres etapas:

Etapa 1

Realizar la simulacion en un amplio intervalo de umbrales. Los umbrales iniciales se eligieron aplicando los
conocimientos previos sobre el dispositivo y los limites entre los grupos de acuerdo con lo predicho por el modelo
exponencial a partir del primer conjunto de datos.

PDTmin (%) -5, 7,5, 10

PDTmid (%) -30, 32,5, 35

EPDTmax (%) -43, 45, 47
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La eleccién de los 3 valores para cada umbral dio lugar a 27 combinaciones de umbrales que se debian simular.

Etapa 2

Eleccion de la mejor combinacion de umbrales del paso 1 y analizar un intervalo mas estrecho de umbrales
alrededor de la mejor combinacion.

Etapa 3

Eleccion de la mejor combinacién de umbrales del paso 2 como conjunto éptimo y realizar una cuantificacion mas
refinada.

En el método de simulacién se utilizaron el modelo exponencial obtenido con el primer conjunto de datos y los dos
modelos logisticos de cuatro parametros obtenidos del estudio de la orina (FDT = 150 s) con el segundo conjunto de
datos.

Se generaron 10.000 puntos de tiempo posteriores a la concepcién a partir de una distribuciéon uniforme para cada
uno de los siguientes intervalos:

7 a10 (7 a9 dias)

10 a 15 (10 a 14 dias)

15 a 22 (2-3 semanas)

22 a 43 (3+ semanas (hasta 42 dias));

en donde el tiempo es continuo y los limites son puntos de tiempo.

Para cada punto de tiempo generado se simulé log(hCG+0.1). Para cada valor simulado de log(hCG+0.1) se calculé
un valor correspondiente los valores méas bajo y mas alto de %A, y para cada par de valores de %A se calcul6 el
resultado predicho de la guia de concepcién utilizando un conjunto de umbrales.

En el paso 3 se realizdé una simulacion mas refinada con 10.000 puntos de tiempo posteriores a la concepcion
generados a partir de una distribucion uniforme para cada dia desde el dia 7 hasta el dia 42. Cada intervalo de
muestreo abarcé desde la medianoche hasta la medianoche siguiente, por ejemplo, los datos generados el dia 7
eran ndmeros reales comprendidos entre 7 y 8.

Sobre la base del estudio, se calcularon los valores de umbral en %A para PDTmin, PDTmax y EPDTmax. Estos

valores de umbral se pueden almacenar en un dispositivo de ensayo o lector con el fin de calcular un tiempo desde
la concepcion.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2463742 T3

REIVINDICACIONES
1. Un lector de resultados de ensayo para su uso con un ensayo o dispositivo de ensayo adaptado para calcular una
estimacion cuantitativa del lapso de tiempo desde la concepcién en un sujeto humano femenino, comprendiendo el
lector de resultados de ensayo:
a) un primer umbral de analito almacenado correspondiente a 14 dias desde la concepcion,
b) un segundo umbral de analito almacenado correspondiente a 21 dias desde la concepcion,
¢) un umbral minimo de embarazo almacenado (PDTmin),
d) un medio de medicién adaptado para medir un valor de la sefial del analito correspondiente al nivel de hCG en
una muestra de orina obtenida de dicho sujeto y comparar el valor de la sefal del analito con el umbral minimo de
embarazo y con los primer y segundo umbrales de analito almacenados, ofreciendo de esta manera un estimacién

cuantitativa del lapso de tiempo desde la concepcion sobre la base de la comparacion,

e) un medio de visualizacion adaptado para mostrar un tiempo desde la concepcion, el cual se define con relacion a
la fecha del aumento de la LH;

en el que los resultados mostrados por el lector son los siguientes:
«no embarazada» si la sefal del analito es menor que el umbral minimo de embarazo;

1-2 semanas si la senal del analito es menor que el primer umbral de analito, pero mayor que el umbral minimo de
embarazo;

2-3 semanas si la senal del analito es mayor que o igual al primer umbral pero menor que o igual al segundo umbral;
y

mas de 3 semanas si la sefial del analito es mayor que el segundo umbral.

2. Un dispositivo de ensayo adaptado para proporcionar una estimacién cuantitativa del lapso de tiempo transcurrido
desde la concepcién en un sujeto mamifero hembra, comprendiendo el dispositivo de ensayo:

a) un lector de resultados de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 1;y

b) uno o mas ensayos para proporcionar un valor de la sefial dependiente del nivel de hCG en una muestra de orina
del sujeto.

3. Un método para determinar una estimacion cuantitativa del lapso de tiempo desde la concepcion en un sujeto
mamifero hembra, consistiendo el método en:

a) aplicar una muestra de orina del sujeto que presuntamente contiene hCG a un ensayo o dispositivo de ensayo;

b) medir, por medio de dicho ensayo o dispositivo de ensayo, una sefial de medicién del analito, cuyo valor depende
del nivel de hCG;

¢) comparar el valor de la sefial medida con un umbral minimo de embarazo (PDTmin), en donde un valor de la
sefal del analito menor que el umbral minimo de embarazo indica que la sujeto no estd embarazada, y un valor de
sefal del analito por encima del umbral minimo del embarazo indica la sujeto esta embarazada;

d) comparar el valor de la sefial medida con un primer umbral de analito que corresponde a 14 dias desde la
concepcion;

e) comparar el valor de la sefial medida con un segundo umbral de analito que corresponde a 21 dias desde la
concepcioén; y

f) proporcionar una estimacion cuantitativa del lapso de tiempo desde la concepcion basada en las comparaciones
realizadas en las etapas (c), (d) y (e), de la siguiente manera:

1-2 semanas si la sefal del analito es menor que el primer umbral de analito, pero mayor que el umbral minimo de
embarazo;

2-3 semanas si la senal del analito es mayor que o igual al primer umbral pero menor que o igual al segundo umbral;
y
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mas de 3 semanas si la sefal del analito es mayor que el segundo umbral; y en donde el tiempo desde la
concepcioén se define con relacion a la fecha del aumento de la LH.

4. El lector, dispositivo 0 método de ensayo de acuerdo con una cualquiera de las respectivas reivindicaciones
anteriores, en el que el primer umbral de analito y el segundo umbral de analito se pueden obtener a partir del
andlisis de un primer conjunto de datos que comprende los niveles urinarios de hCG medidos como una funcién del
tiempo desde la concepcién, y de un segundo conjunto de datos que comprende los niveles de sefial medidos para
dicho ensayo o dispositivo de ensayo como una funcién del nivel urinario de hCG.

5. El lector de ensayo o dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4, que comprende
ademas uno o mas umbrales de analito almacenados adicionales correspondientes a uno o mas tiempos desde la
concepcion.

6. El dispositivo de ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 0 4 0 5, que comprende una
primera via de flujo de ensayo que tiene una zona de deteccion para la medicién de la hCG en un intervalo de
concentracioén inferior y una segunda via de flujo de ensayo que tiene una zona de deteccién para la medicién de la
hCG en un intervalo de concentracion superior, comprendiendo el dispositivo un reactivo de unién marcado
movilizable para la hCG anterior a la primera zona de deteccion del ensayo y un segundo reactivo de unién marcado
movilizable para la hCG y un reactivo de unién marcado para la hCG anterior a la segunda zona de deteccién del
ensayo.

7. El dispositivo de ensayo de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que cada via de flujo comprende,
preferentemente, una sola zona de deteccion.

8. El dispositivo de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, que comprende una zona de referencia
compartida y/o una zona de control compartida.

9. El dispositivo de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende un Unico fotodetector para detectar la
luz de ambas zonas de deteccion, y cuatro fuentes luminosas para iluminar, respectivamente, una zona de
referencia compartida, una zona de control compartida y las dos zonas de deteccién.

10. El dispositivo de ensayo de acuerdo con la reivindicaciéon 8 o 9, en el que la zona de referencia esta situada a
continuacion de una zona de deteccion.

11. El dispositivo de ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en el que una o ambas vias
de flujo de ensayo comprenden un soporte poroso de flujo lateral.

12. El dispositivo de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho soporte poroso comprende
nitrocelulosa.
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Datos sin procesar y curva exponencial ajustada del dia del embarazo

en funcion del log(hCG+0.1)
Relacion ajustada y observada
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