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DESCRIPCIÓN

Dispositivos de diagnóstico

Antecedentes de la invención5

La presente invención se refiere a plataformas, dispositivos y métodos útiles para ensayos analíticos en muestras de 
fluidos. Especialmente se refiere a la determinación de la presencia de uno o más analitos en volúmenes pequeños de 
sangre entera, aunque no está tan limitada.

10
En la actualidad se han desarrollado muchos procedimientos de inmunoensayo que usan reacciones que tienen lugar 
en vehículos porosos secos, tales como membranas de nitrocelulosa a través de las cuales las muestras que se van a 
analizar fluyen mediante acción capilar, siendo los productos de reacción detectables visualmente o con un 
instrumento tal como un reflectómetro o un fluorómetro. Aunque sin estar tan limitados, estos procedimientos a 
menudo implican reacciones de antígeno/anticuerpo en las que un miembro del par reactivo está marcado con un 15
marcador detectable. Típicamente, el marcador es un marcador enzimático o un marcador particulado directo, por 
ejemplo marcadores en sol tales como oro. La técnica conoce bien muchos marcadores útiles y sus métodos de 
operación.

Los dispositivos inmunocromatográficos típicos de esta naturaleza se describen en varias patentes de EE.UU. y de 20
otros lugares, incluidas las patentes de EE.UU. Nº 4.703.017; 4.774.192; 4.839.297; 4.861.711; 4.960.691; 5.075.078; 
5.110.724; 5.120.643; 5.135.716; 5.591.645; 5.622.871; 5.654.162; 5.656.503; 5.714.389; 5.989.921; 6.020.147; 
6.046.058; 6.156.271; 6.171.870; 6.187.598; 6, 214, 629; 6.228.660; 6.319.676; 6.352.862; 6.410.341; 6.485.982; y 
6.534.320.

25
Estas patentes generalmente describen dispositivos que están compuestos por dos partes básicas: Un vehículo 
poroso seco a través del cual un fluido se mueve por acción capilar y se producen reacciones determinativas del 
analito; un estuche formado por el medio de aplicación de la muestra que soporta el vehículo poroso seco y puede 
contener una ventana para facilitar la visualización de los resultados. El volumen de la muestra normalmente se mide 
antes de aplicar al vehículo poroso seco. Por ejemplo, el documento 6.046.058 describe un dispositivo de ensayo que 30
comprende una carcasa y una tira de ensayo dentro de dicha carcasa, conteniendo dicha tira inmunorreactivos y 
teniendo dicha tira una línea de referencia coloreada formada por antígeno o por anticuerpo inmovilizados sobre la tira 
para indicar la viabilidad de la tira de ensayo antes del análisis y al menos una zona de reacción, teniendo dicha al 
menos una zona de reacción medios para detectar la presencia de una sustancia en una muestra de fluido.

35
Estos dispositivos representativos han permitido importantes avances de diagnóstico en los campos médicos y 
veterinarios. Sin embargo, algunos de ellos son deficientes porque son caros de fabricar, no son fáciles de usar o no 
funcionan con la velocidad deseada. No se ha demostrado que ninguno de ellos sea capaz de realizar un 
inmunoensayo con muestras de volumen pequeño que normalmente se obtienen mediante la punción de un dedo sin 
añadir solución adicional. Los dispositivos de esta invención alivian estos problemas porque son fáciles de fabricar e, 40
incluso en las manos de un novato o de personal no experimentado, proporcionarán la información requerida rápida y 
eficientemente usando tan solo una gota de muestra. Los dispositivos de la presente invención también incorporan 
mecanismos para garantizar que hay presente un volumen mínimo de la muestra antes de comenzar el ensayo y el 
volumen mínimo de la muestra se mantiene durante el proceso de ensayo.

45
Los productos y procedimientos de la presente invención y sus modificaciones divulgadas se pueden usar para 
muchos fines de diagnóstico, así como para seguir le evolución de enfermedades en mamíferos y de tratamientos 
terapéuticos. Una ventaja particular es que los productos y métodos son aplicables a volúmenes pequeños de sangre 
entera de forma que se pueden obtener de una simple punción en el dedo. La invención es aplicable a sustancialmente 
cualquier campo en el cual se detecta o cuantifica un ligando o analito mediante reacciones antígeno/anticuerpo o 50
equivalentes.

Los analitos que se pueden detectar de acuerdo con la presente invención incluyen, por ejemplo, los indicativos de 
embarazo, ovulación, cánceres tales como el cáncer de próstata y los acontecimientos cardiovasculares. Los analitos 
incluyen, por ejemplo, hCG (gonadotropina coriónica humana), LH (hormonas luteinizantes), PSA (antígeno específico 55
de la próstata), mioglobina, troponinas y creatinina cinasa MB.

Aplicaciones adicionales de la invención incluyen el reconocimiento de analitos asociados con infecciones virales tales 
como hepatitis e infecciones bacterianas tales como Helicobacter pylori responsable de úlceras gastrointestinales así 
como infecciones causadas por el género Salmonella y bacterias grampositivas tales como Bacillus anthracis, S.60
pyrogenes, S. pneumoniae y E. faecalis.

A medida que la descripción de la invención procede, será evidente que además de su utilidad para el ensayo de 
volúmenes pequeños de muestra, otra ventaja muy importante es su aplicabilidad a formatos de inmunoensayo o no 
inmunoensayo que requieren la separación de glóbulos rojos del plasma a través de vías de fluidos.65
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La facilidad con la cual se pueden usar los dispositivos posibilita su uso por personal no formado en el domicilio o en la 
consulta de un médico, así como para determinaciones rápidas en una ambulancia, una sala de urgencias, un centro 
de atención urgente y un laboratorio.

Glosario5

El significado general de los términos usados en la descripción de la presente invención es el siguiente:

Plataforma, es una combinación de capas superiores e inferiores que pueden ser opacas, translúcidas o transparentes 
y que se forman para contener y colocar una construcción de vehículo poroso seco. Las capas están construidas y 10
montadas para formar un canal de flujo de la plataforma que en una relación de colaboración con el vehículo forma un 
flujo a través del canal de modo que se permite que un volumen dado de la muestra líquida aplicado al extremo aguas 
arriba de la plataforma fluya hacia el extremo distal del vehículo por capilaridad. En los dispositivos de la presente 
invención, generalmente se preparan a partir de un plástico rígido con superficies hidrófilas tales como un polímero 
acrílico mediante procedimientos estándar bien conocidos en procesos de elusión, estampado, moldeo, mecanizado y 15
equivalentes.

Vehículo poroso seco y capa de vehículo poroso seco hacen referencia a un material poroso soportado en la 
plataforma a través del cual una muestra líquida fluye por capilaridad. Dichos productos a menudo se denominan 
membranas. Son el sitio principal en el que se producen reacciones analíticas.20

Dispositivo es la combinación operativa de plataforma y material poroso seco útil para la determinación cualitativa o 
cuantitativa de uno o más componentes, tales como analitos u otros ligandos en una muestra líquida.

Analitos, son sustancias en o liberadas en fluidos corporales indicativas de afecciones fisiológicas o patológicas.25
Incluyen, por ejemplo, analitos cardíacos que son proteínas liberadas por las células del miocardio a la circulación 
debido al deterioro del tejido cardíaco, hormonas indicativas de embarazo, glucosa usada para controlar una afección 
diabética y varias proteínas o toxinas resultantes de infecciones.

Capas inferiores o superiores, son las capas de la parte superior o de la parte inferior de la plataforma que están 30
configuradas para sujetar un vehículo poroso seco y, en colaboración, forman un flujo a través del canal aguas arriba 
de la membrana y que proporcionan una vía para analizar una muestra de líquido.

Antígeno, es una molécula grande o un hapteno unido a una molécula grande que, en un mamífero, induce la 
producción de un anticuerpo. Los dispositivos de la presente invención son útiles para determinar la presencia de 35
antígenos o anticuerpos en un fluido. Son especialmente útiles para analizar los fluidos corporales, en particular 
sangre entera. Los antígenos a menudo se denominan “analitos”, ya que son característicos de afecciones fisiológicas 
o patológicas tales como embarazo, infecciones, cáncer o afecciones cardíacas.

Canal, es cualquier conducto o vía formado a través del cual la muestra de fluido en análisis fluye en un dispositivo de 40
ensayo analítico. En los productos de la presente invención, los canales se forman mediante el montaje cooperativo y 
la configuración de las superficies adyacentes de las capas superior e inferior y los vehículos porosos secos. Por 
comodidad, en la descripción de la presente invención, un canal en la plataforma se denomina un canal de plataforma 
y un vehículo poroso seco en ocasiones se denomina canal de membrana. Juntos forman un flujo a través del canal.

45
Rápido, significa que se forma un producto detectable en un periodo de tiempo lo suficientemente corto, por ejemplo en 
un plazo de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 minutos, para permitir que el usuario extraiga conclusiones 
útiles y significativas.

Eficiente significa que un producto detectable se puede formar con un volumen de flujo bajo, por ejemplo una o unas 50
pocas gotas de sangre entera (de aproximadamente 10 ul a aproximadamente 50 ul) usando cantidades pequeñas de 
reactivos incluso cuando un analito u otro ligando está presente en una concentración muy baja, como suele ser el 
caso con muchos analitos, tale como el analito cardíaco Troponina I.

Reactivo de detección es un material, a menudo un anticuerpo frente al analito, que se ha de detectar en la muestra de 55
líquido. Normalmente está unido de forma que se pueda liberar al vehículo poroso seco en o aguas abajo del punto de 
aplicación para la muestra líquida. Para la mayoría de los análisis inmunoquímicos, está marcado con un marcador 
detectable tal como oro coloidal y forma un complejo con el analito que se va a determinar.

Reactivo de captura es un material, a menudo un segundo anticuerpo frente al analito, que se ha de detectar en la 60
muestra de líquido. Está fijado al vehículo aguas abajo del reactivo de detección. Reacciona y concentra el complejo 
sobre el vehículo para formar un producto que sea visible a simple vista o que se pueda leer con la ayuda de un 
instrumento adecuado.

65
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Sumario de la invención

La invención proporciona principios de diseño y dispositivos, comprendiendo cada dispositivo una plataforma formada 
para recibir y medir una muestra líquida de volumen bajo para analizar y para abarcar un vehículo poroso seco sobre el 
cual tienen lugar las reacciones, que permita al usuario detectar uno o más componentes en la muestra. En los 5
métodos de operación, la muestra se aplica al canal de flujo de la plataforma y fluye por capilaridad hacia el extremo 
aguas abajo o distal del vehículo una vez que se ha recibido suficiente muestra en el canal de la plataforma. En el 
curso de este flujo en el vehículo poroso seco, la muestra encuentra primero un reactivo de detección desecado 
sobre/en la sección aguas arriba del vehículo. Para la detección de los analitos antigénicos, el reactivo de detección 
normalmente es uno o más metabolitos marcados con un marcador detectable. Cada anticuerpo reacciona con un 10
epítopo sobre el analito. La sección aguas arriba del vehículo puede ser un material separador de plasma su la 
muestra es sangre entera.

El reactivo de detección está unido de forma que se puede unir a la membrana vehículo. Como resultado del contacto 
con la muestra, se produce una reacción antígeno/anticuerpo para formar un complejo en una muestra líquida y fluye 15
aguas abajo por capilaridad hasta que se encuentra con un reactivo de captura fijo, normalmente un segundo 
anticuerpo que reacciona con diferente(s) epítopo(s) sobre el analito.

La reacción con el reactivo de captura fijado concentra el complejo para formar una línea fija que es visible a simple 
vista o con la instrumentación adecuada.20

Los dispositivos de la invención son aplicables a una amplia variedad de procedimientos de diagnóstico, 
especialmente a aquellos que usan sangre entera como muestra.

Entre las muchas ventajas de los dispositivos de la presente invención están que la sobrecarga del dispositivo con la 25
muestra no afecta a los resultados del ensayo y una carga de muestra inferior en el dispositivo no puede producir un 
resultado. Además, son fáciles de fabricar, fáciles de usar, usan volúmenes pequeños de muestra y proporcionan 
resultados rápidos. Para las muestras de sangre entera, no requieren procesamiento de la muestra ni dispositivos 
distintos para obtención de muestras o medición y transferencia. En este dispositivo no se requiere usar soluciones 
adicionales. La propia muestra es todo lo necesario para conseguir los resultados deseados. Una ventaja concreta es 30
que los dispositivos de la invención comprenden tres elementos distintos, la plataforma, el vehículo poroso seco y las 
combinaciones de los dos para formar el dispositivo de detección. Cada elemento se puede fabricar por separado.

Los dispositivos de la invención son especialmente útiles para el análisis de sangre entera extraída de una punción del 
dedo para detectar la presencia de analitos que puedan ser el resultado de un daño en el miocardio. Estos analitos 35
incluyen troponinas, péptido natriurético cerebral y otros. Se reconocerá que el uso de los dispositivos no está limitado 
a estos analitos específicos, o de hecho, a la sangre entera, sino que son igualmente aplicables a muchos de otros 
procedimientos de diagnóstico.

Breve descripción de los dibujos40

La invención se entenderá mejor con referencia a las figuras adjuntas que ilustran realizaciones representativas de la 
invención, en las que:

La FIG. 1 es una vista en despiece ordenado que ilustra las diversas partes de un dispositivo específico de la 45
invención;
Las FIGS. 2, 3 Y 4 muestran una construcción de una membrana preferida de la invención con una indicación de 
las dimensiones y la configuración de la detección y membranas de captura que se pueden usar en la plataforma 
de la Fig. 1. Las dimensiones son meramente ilustrativas, ya que son posibles las variaciones en función de, entre 
otras cosas, el tipo de membrana, muestra y la sensibilidad requerida. Las dimensiones específicas de las 50
membranas mostradas en las FIGS. 2, 3 y 4 se establecen para analizar una gota de sangre entera 
(aproximadamente 35 ul) en menos de 10 minutos; y
La FIG. 5 ilustra otra realización de la invención en la que el canal de flujo de la plataforma se forma con una 
indentación en la superficie superior de la capa inferior.

55
Descripción detallada de la invención

De acuerdo con la presente invención se proporciona un dispositivo para ensayo cromatográfico rápido que usa un 
volumen de muestra pequeño, tal como una gota de sangre entera que normalmente se puede obtener de la punción 
de un dedo. Este dispositivo obvia algunas de las deficiencias de los dispositivos de la técnica anterior, tales como 60
análisis de volúmenes pequeños de muestras de sangre entera. Otras deficiencias que se eliminan incluyen el 
requisito de dispositivos distintos para obtención de muestras, medición de volumen y transferencia, el requisito de 
más de una gota (>35 µl) de la muestra y el requisito de soluciones adicionales para facilitar un flujo adecuado de la 
muestra.

65
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El dispositivo incorpora los siguientes principios de diseño: Se forma un canal para el flujo de la muestra entre las 
capas superior e inferior de la plataforma cada una con una superficie hidrófila, con dimensiones que permitan el flujo 
capilar. El canal para el flujo de la plataforma está en comunicación con el vehículo poroso seco y tiene un volumen 
igual o superior al volumen de muestra necesario para el ensayo. En dispositivos preferidos, el extremo aguas arriba 
del canal para flujo de la plataforma puede incluir muescas adyacentes al punto de entrada al canal para flujo de la 5
plataforma para facilitar la aplicación de la muestra. Por ejemplo, como se muestra en las Figs. 1 y 5 las muescas 
pequeñas proporcionan una entrada para muestras alternativa al canal para flujo de la plataforma cuando la abertura 
principal está bloqueada como resultado de presionar el dispositivo contra la punta del dedo. El extremo aguas abajo 
del canal para flujo de la plataforma se estrecha para estimular la fuerza de capilaridad aumentada y un flujo uniforme 
del frente de la muestra al interior del vehículo poroso seco. Las áreas abiertas están diseñadas alrededor del canal 10
para flujo de la plataforma para inhibir las fugas hacia los espacios entre las capas superior e inferior si el canal para 
flujo de la plataforma no se ha sellado con medios tales como adhesivos o soldadura. Las áreas estrechas solapantes 
de superficie-superficie entre las capas superior e inferior de la plataforma están diseñadas alrededor del canal para 
flujo de la plataforma para crear una mayor fuerza de capilaridad para que las áreas solapantes rellenen primero con la 
muestra, antes de que se llene el canal para flujo de la plataforma. Esto sirve como mecanismo de sellado para 15
prevenir la entrada de aire en el canal para flujo de la plataforma ya lleno con la muestra, lo que podría impedir el flujo 
de la muestra. Una característica importante de la plataforma es que la muestra entra en el vehículo poroso seco 
desde los bordes en oposición a la parte superior. En los dispositivos de la técnica anterior, se aplica una muestra a la 
parte superior del vehículo poroso seco y debido a la naturaleza de extensión hacia fuera de los líquidos, siempre se 
pierde muestra que viaja en dirección contraria al flujo principal. Esta pérdida es significativa para los dispositivos 20
destinados a volúmenes de muestra pequeños.

El tamaño del vehículo poroso seco está diseñado en base al volumen de ensayo. La longitud del vehículo poroso seco 
está diseñada en base a los requisitos de tiempo del ensayo. Para las muestras de sangre entera se prefieren dos tipos 
de material para el vehículo poroso seco. El primer material, un separador de plasma en la sección aguas arriba del 25
vehículo poroso seco tiene una capacidad de líquidos para retener la fracción de glóbulos rojos de la muestra. El 
segundo material, el sitio del reactivo de captura inmovilizado, tiene una capacidad de líquidos aproximadamente igual 
al volumen de plasma en la muestra. La capacidad de líquidos y el caudal de la muestra dentro del vehículo poroso 
seco se pueden determinar con unas pocas observaciones sencillas.

30
Para los volúmenes de muestra pequeños, puede ser deseable minimizar la evaporación de cualquier porción 
significativa de la muestra por lo que se prefiere usar una barrera de vapor sobre las superficies del vehículo poroso 
seco.

Una realización de la presente invención diseñada para una sola gota de la muestra de sangre entera se muestra en la 35
FIG. 1.

La FIG. 1 incluye una vista desde abajo de la capa superior 1 de una plataforma que tiene una abertura o ventana 2 a 
través de la cual se puede ver la estructura del vehículo poroso y las reacciones que tienen lugar sobre la misma o en 
su interior. La ventana es opcional si la capa superior de la plataforma es transparente o traslúcida. Es, por supuesto, 40
necesaria si la plataforma es opaca.

La indentación 3 en cooperación con el soporte 4 en la capa inferior 5 que tiene las muestras 4a y 4b proporciona 
medios de entrada adicionales para la muestra.

45
El medio de entrada en el dispositivo mostrado está en registro con un canal para flujo de la plataforma formado para 
incluir la indentación 6 en la superficie inferior 9 de la capa superior 1. Existen áreas abiertas 7 y 8 en las que la 
superficie inferior 9 de la capa superior 1 entra en contacto con la superficie superior 10 de la capa inferior 5. Estas 
áreas abiertas inhiben el flujo de la muestra del canal de flujo de la plataforma al espacio entre las dos superficies. Las 
áreas abiertas 7 y 8 se extienden en el área 12 para evitar que la muestra salga del vehículo poroso seco 11 y 20 al 50
espacio entre las dos superficies 9 y 10.

El canal de flujo de la plataforma termina en el vértice 13 del extremo aguas arriba del vehículo poroso seco 11. Esta 
sección de vehículo poroso 11 está soportada por una protrusión en forma de Y 14 que se extiende desde la superficie 
superior 10 de la capa inferior 5. Cabe destacar que el extremo aguas abajo del canal de flujo de la plataforma está 55
constreñido en 15 de modo que la muestra fluye uniformemente en el vehículo poroso seco 11 en el vértice 13. Existe
también un contacto superficie-superficie entre el borde del vehículo poroso 16 y las paredes laterales del área de 
ensanchamiento aguas abajo de la constricción 15 de la capa inferior 1. Ya que este espacio es todavía más estrecho 
que la constricción 15, se llena rápidamente con la muestra, lo que da como resultado una entrada de la muestra en el 
vehículo poroso seco 11 más uniforme. El vehículo poroso seco tiene mayor fuerza de capilaridad que el canal de flujo 60
de la plataforma, lo que hace que toda la muestra en el canal de flujo de la plataforma se mueva hacia el interior del 
vehículo poroso seco. Esta interacción de fuerzas capilares es un factor principal que permite que los dispositivos de la 
invención inicien la reacción diagnóstica únicamente si se recibe suficiente sangre, de modo que se evitan los 
resultados falsos causados por un insuficiente volumen de la muestra,

65
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Hay indentaciones 17 en la superficie superior 10 de la capa inferior 5 y protrusiones rectangulares 18 desde la 
superficie inferior 9 de la capa superior 1. Estas características sirven para dos fines. Uno es ayudar a mantener las 
dos capas juntas. El otro es sujetar el vehículo poroso seco firmemente en su lugar cuando el dispositivo está 
completamente montado.

5
Para ayudar a mantener las dos capas juntas para formar una plataforma, hay dos pilares cilíndricos 19 en la superficie 
superior de la capa inferior 10 que registran indentaciones cilíndricas 21 en la superficie inferior 9 de la capa superior 1.

Como es evidente desde el punto de vista de las dimensiones mostradas en las FIGS. 2, 3 y 4, el vértice 13 de la 
membrana de detección 11 contacta con el extremo aguas abajo del canal de flujo de la plataforma. El extremo aguas 10
abajo de la membrana de detección 11 solapa ligeramente con el extremo aguas arriba de la membrana de captura 20. 
Por tanto, se forma un flujo a través del canal que permite que la muestra fluya desde el canal de flujo de la plataforma 
a la membrana de detección 11 al extremo cerrado 22 de la membrana de captura 20. El volumen de absorción total de 
la membrana de captura 20 y la membrana de detección 11 es sustancialmente igual al volumen deseado para el 
ensayo. Por consiguiente, cuando la muestra de fluido ha completado su flujo capilar hasta el extremo de la membrana 15
20, el canal para flujo de la plataforma está sustancialmente vacío. Esta disposición sirve como control para garantizar 
que hay suficiente volumen de muestra presente antes de que comience la reacción diagnóstica.

El diseño mostrado en las FIGS. 2, 3 y 4 está destinado a la detección de un analito en una gota de sangre entera en 
menos de 10 minutos. Ilustra una estructura preferida en la que hay dos membranas, una membrana de detección y 20
separación de plasma aguas arriba 11 y una membrana de captura aguas abajo 20.

La FIG. 5 ilustra otra estructura dentro del alcance de la invención. El dispositivo ilustrado es similar al dispositivo de la 
FIG. 1 a excepción de que el canal de flujo de la plataforma se forma en la superficie superior 10 de la capa inferior 5. 
En la figura, las partes del dispositivo que son equivalentes a las de la figura anterior se identifican con el mismo 25
número de referencia, Sin embargo, el canal de flujo de la plataforma se forma mediante protrusión 25 que se registra 
con una indentación 6 en la superficie superior 10 de la capa inferior 5 para formar el canal de flujo de la plataforma. El 
canal para flujo de la plataforma tampoco se puede formar mediante registro de las indentaciones en la superficie 
inferior de la capa superior y la superficie superior de la capa inferior. Esta variación de la plataforma será obvia 
fácilmente para el experto en la técnica y no se muestra.30

La membrana de detección 11 realiza dos funciones. Se realiza una función de filtración para separar el plasma de una 
corriente de fluido de sangre entera. También sirve como el sitio del depósito de una reactante de detección del analito, 
por ejemplo un anticuerpo marcado para formar un complejo antígeno/anticuerpo. Aunque no se prefiere, el reactante 
de detección podría también colocarse en la membrana de captura 20 o en el canal para flujo de la plataforma.35

El material preferido actualmente para la membrana de detección 11 es un producto de fibra de vidrio tal como la 
membrana Whatman F487-14 (disponible en Whatman, Inc. en Clifton, New Jersey). Otras membranas útiles sin 
membranas de fibra sintéticas disponibles en Pall Corporation of Long Island, New York y los productos de 
poliéter-sulfona y pirrolidona obtenibles de Spectral Diagnostics of Toronto, Canadá.40

Los métodos inmunoquímicos usados en la práctica de la presente invención son los mismos que se usan con los 
dispositivos conocidos anteriormente a excepción de que por la estructura única de la plataforma, se descartan los 
falsos resultados por sobrecarga o por subcarga del dispositivo. Adicionalmente, la muestra puede ser pequeña y 
atravesará el dispositivo a una velocidad rápida. Por tanto, el método de colocar el reactivo sobre o dentro de las 45
membranas es similar a los procedimientos anteriores. El paso de la muestra a través de las membranas es aguas 
arriba desde un área de aplicación hasta un punto de captura del analito en el que existe un resultado detectable. Los 
reactivos estabilizantes y el transporte de los reactivos de facilitación se pueden usar de acuerdo con la práctica 
normal, aunque su uso es opcional.

50
Para facilitar la manipulación, la membrana se puede reforzar con una cinta de refuerzo (no mostrada), normalmente 
una cinta de poliestireno con un adhesivo adecuado que no migrará a la membrana. Una de estas cintas es la cinta 
Super White Polystyrene disponible en G & L of San Jose, California.

También puede haber una cinta de cobertura transparente (no mostrada) para la membrana con el fin de limitar la 55
pérdida de muestra de la membrana por evaporación. Típicamente, estas cintas de cobertura son películas finas de 
poliéster de un espesor de aproximadamente 50 um con un adhesivo no migrador. Una de estas películas es poliéster 
transparente ARcare disponible en Adhesives Research, Inc. of Glen Rock, Pennsylvania.

Como es normal con estos tipos de análisis, el resultado de la reacción se obtiene observando la línea de captura 23 60
(FIG. 4) y una línea de control opcional 24 (FIG. 4). En los análisis inmunoquímicos, la línea de captura detectable 23 
es el sitio de la formación del anticuerpo marcado/analito/producto del anticuerpo fijado. La línea control 24 puede 
contener cualquier reactante que formará un producto visible con un componente de la muestra o con un reactivo móvil
o usar en la reacción analítica.

65
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Para alcanzar las ventajas de la presente invención, especialmente la velocidad de las operaciones, es importante 
seleccionar las dimensiones, la forma y la colocación de las membranas 11 y 20.

Con el fin de obtener un movimiento rápido de la muestra a través de las dos membranas en las realizaciones 
ilustradas y seguir reteniendo las líneas de captura y control lo suficientemente separadas como para que sean visibles 5
a través de la ventana 2, la membrana de captura 20 tiene la forma con una porción media estrecha y una porción 
aguas abajo circular. Las dimensiones de las membranas se seleccionan de un modo tal que el volumen de absorción 
total de las membranas de captura y detección es sustancialmente igual al volumen requerido de la muestra.

Esta última característica también se podría conseguir dando a las membranas la forma de un rectángulo más largo. 10
Sin embargo, el tiempo resultante para completar el ensayo se prolongaría de forma indeseable. También se podría 
conseguir acortando el rectángulo e incrementando sus dimensiones transversales. Esto disminuiría el tiempo para 
completar el ensayo pero, necesariamente las líneas de captura y control tendrían que estar demasiado cerca para 
poderlas distinguir fácilmente a través de la ventana 2. Esta construcción también puede reducir la sensibilidad del 
ensayo.15

La finalización del ensayo viene indicada por el flujo de la muestra hasta el final de 22 de la membrana de captura 20 y 
puede ser visiblemente evidente en la ventana 2 en la capa superior 1. Por tanto, para determinar la finalización del 
ensayo un dispositivo cronómetro es únicamente opcional.

20
Cualquiera de los diversos marcadores disponibles para el experto en la técnica se puede usar en los dispositivos de la 
presente invención. Se prefieren marcadores metálicos y enzimáticos. Los marcadores metálicos son especialmente 
preferidos debido a su considerable sensibilidad. Entre los metales, el oro es el más preferido principalmente porque 
sus características se conocen muy bien.

25
El tamaño de partícula preferido para anticuerpos marcados con oro usados en la invención es de aproximadamente 
20 a 65 nm, aunque se pueden tolerar variaciones apreciables en función de factores muy conocidos tales como la 
sensibilidad analítica del ensayo y la afinidad de los reactantes.

Para el análisis de la sangre entera, la membrana de captura 20 está formada preferentemente de nitrocelulosa o un 30
producto equivalente. Está disponible en Whatman.

Son posibles muchas variaciones evidentes de la presente invención sin desviarse de su espíritu y alcance. Por 
ejemplo, el canal para flujo de la plataforma se puede formar con indentaciones en la capa superior o inferior como se 
ha descrito anteriormente.35

Aunque las diversas realizaciones de la invención se han descrito principalmente como aplicaciones a un ensayo de 
tipo sándwich, será evidente para el experto en la técnica que los dispositivos y principios de la presente invención se 
pueden adaptar fácilmente a ensayos competitivos o a otros ensayos.

40
Todas las plataformas, membranas y dispositivos de la presente invención se preparan mediante procedimientos 
convencionales bien conocidos a partir de materiales que están fácilmente disponibles comercialmente.

En aplicaciones típicas de la presente invención a una muestra de sangre entera, una membrana de detección se 
impregna con un anticuerpo marcado unido de forma que se pueda liberar que reaccionará con un epítopo en el 45
analito. Estos analitos pueden ser, por ejemplo: hCG, mioglobina proteína C reactiva, LH, troponina I o T, ApoB 100; 
PSA, creatinina cinasa MB y péptido natriurético cerebral. La segunda o membrana de captura es el sitio de un 
segundo anticuerpo impregnado inmóvil que reacciona con otro epítopo sobre el analito. Aguas abajo del segundo 
anticuerpo hay un reactivo control impregnado que reaccionará para indicar que el ensayo es válido.

50
La muestra de sangre entera se añade al dispositivo a través del canal de flujo de la plataforma y fluye en el interior y 
a través de la membrana de detección. En la membrana de detección, los glóbulos rojos se eliminan de la muestra 
mediante filtración. La muestra entra en contacto con el primer anticuerpo que está marcado para dar lugar a la 
formación de un complejo anticuerpo marcado/analito en muestra líquida y fluye aguas abajo a la membrana de 
captura. En la membrana de captura, el complejo reacciona con el anticuerpo de captura para formar un producto de 55
anticuerpo marcado analito/anticuerpo de captura que se concentra en la línea de captura. La plasma continua
fluyendo pasada la línea de captura hasta un sitio control aguas abajo de la línea de captura. En el sitio de control 
existe una reacción que indica que el ensayo es válido mediante la aparición de una línea de control.

Con el beneficio de las enseñanzas de la presente divulgación, el experto en la técnica puede adaptar fácilmente 60
cualquier número de métodos y reactivos bien conocidos para detectar analitos u otros ligandos usando los nuevos 
dispositivos de la presente invención.

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante el ejemplo 1 siguiente, pero este ejemplo no debe 
interpretarse como limitante del alcance de la invención.65
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Ejemplo 1

Se prepara un dispositivo de ensayo de la hormona gonadotropina coriónica humana (hCG) usando una gota de 
muestra de sangre entera de acuerdo con la presente invención. La plataforma y el vehículo poroso seco se 
construyeron como se muestra en las FIGS. 1 a 4.5

Las membranas de captura de nitrocelulosa (Whatman) se impregnaron con soluciones control y de captura usando un 
dispensador de líquido convencional. La solución control contenía 1 mg/ml de anticuerpos policlonales IgG anti-ratón 
de cabra obtenidos de Arista Biologicals. La solución de captura contenía 2 mg/ml de anticuerpos policlonales 
anti-cadena alfa de la hCG humana de cabra purificados por afinidad (también de Arista Biologicals). Las membranas 10
impregnadas se incubaron a 37 ºC durante 30 minutos para inmovilizar los anticuerpos. El conjugado de oro, 
preparado con partículas de oro de 40 nm y un anticuerpo monoclonal específico de la cadena beta de la hCG humana 
se adquirió de Arista Biologicals y tenía una densidad óptica final de 3,0 a 540 nm. La membrana de detección, un 
separador de plasma (Whatman), se roció con solución de conjugado de oro coloidal y después se liofilizó para 
eliminar el agua. La tira de ensayo se cubrió con una cinta de poliéster transparente de 25 um de espesor (Adhesive 15
Research) y soportada por la cinta de poliestireno disponible en G & L Precision Die Cutting, Inc. La forma de la tira de 
ensayo se produjo usando una herramienta de troquelado. El ensayo del dispositivo montado usando 35 ul de sangre 
demostró una separación del plasma y el flujo de la muestra excelentes. El procedimiento de ensayo duró 
aproximadamente 6 minutos. Se observó una sensibilidad de 20 mUI de hCG/ml.

20
Los expertos en la técnica apreciarán que se pueden realizar varios cambios y modificaciones en las realizaciones 
ilustradas y la descripción en las mismas. Se pretende que todas las modificaciones y cambios estén cubiertas por las 
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo que comprende una plataforma y una o más membranas porosas secas (11, 20) para detectar al 
menos un componente en una muestra líquida de volumen bajo, proporcionando las membranas un canal de 
membrana a través del cual la muestra líquida puede fluir por capilaridad al tiempo que tienen lugar reacciones 5
determinativas de al menos un componente en la muestra;
la plataforma formada con el medio de aplicación de la muestra y que tiene capas superiores (1) e inferiores (5) con 
superficies hidrófilas para encerrar y colocar las membranas, teniendo cada capa una superficie de la capa superior e 
inferior formada de modo que la superficie inferior de la capa superior y la superficie superior (10) de la capa inferior (5) 
puede fijarse en contacto cara a cara para que las capas encierren y sujeten las membranas en su lugar; 10
caracterizado por que un canal para flujo de la plataforma se forma aguas arribas de las membranas e incluye una 
indentación en al menos una de las superficies hidrófilas, estando el canal formado en comunicación con el borde de 
las membranas para permitir que la muestra líquida fluya en una vía continua desde el medio de aplicación de la 
muestra hasta el extremo distal de las membranas.

15
2. Un dispositivo útil para la detección rápida y eficiente de acuerdo con la reivindicación 1, en el que las capas superior 
e inferior con superficies hidrófilas se fijan una contra otra a través del contacto cara a cara de la superficie inferior de 
la capa superior.

3. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de la reivindicación 1 o 2, en el que existe una ventana (2) en la capa 20
superior (1) para observar los resultados de una reacción que tiene lugar en la membrana.

4. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la membrana contiene uno o 
más reactivos para detectar uno o más analitos.

25
5. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 útil para la detección rápida y eficiente de 
uno o más componentes en una muestra de sangre entera, conteniendo el dispositivo una membrana de detección 
aguas arriba y una membrana de captura aguas abajo, estando la membrana de detección construida para filtrar 
sustancialmente todos los glóbulos rojos de la muestra y conteniendo un reactivo móvil de detección marcado que 
reaccionará con el componente para formar un producto de reacción que se mueve aguas abajo en la membrana de 30
detección; 
una membrana de captura aguas abajo de la membrana de detección y conteniendo un reactivo de captura inmóvil fijo 
que reaccionará con, y concentrará, el producto de la reacción en una línea de captura, solapando el extremo aguas
abajo de la membrana de detección ligeramente con el extremo aguas arriba de la membrana de captura; 
estando las membranas encerradas en una plataforma formada con el medio de aplicación de la muestra y teniendo 35
las capas superior e inferior con superficies hidrófilas fijadas una a la otra a través de contacto cara a cara de la 
superficie inferior de la capa superior y de la superficie superior de la capa inferior para encerrar ambas membranas 
mientras mantienen las relaciones solapantes.

6. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicación 5 en el que existe una ventana en la capa superior para la 40
observación de los resultados de una reacción que tiene lugar en la membrana de captura.

7. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicación 5 o 6, en el que la membrana de detección contiene uno o más 
reactivos para detectar uno o más analitos.

45
8. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 en el que la membrana de detección es 
una membrana de fibra de vidrio y la membrana de captura es una membrana de nitrocelulosa. 

9. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que las membranas están cubiertas 
por una capa de cobertura transparente.50

10. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicación 9, en el que la capa de cobertura es una película de poliéster.

11. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el canal para flujo de la 
plataforma se forma con una indentación (6) en la superficie inferior (9) de la capa superior (1). 55

12. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el canal para flujo de la 
plataforma se forma en la superficie superior (10) de la capa inferior (5). 

13. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el canal para flujo de la plataforma se forma con 60
indentaciones en la superficie superior de la capa inferior y en la superficie inferior de la capa superior.

14. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, en el que el analito se selecciona del 
grupo que consiste en hCG, LH, PSA, mioglobina, troponina I, troponina T, creatinina cinasa MB, proteína C reactiva, 
ApoB 100 y péptido natriurético cerebral.65
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