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DESCRIPCION
Sistema microfluidico con tratamiento previo de muestras

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la determinacién de un analito, asi como a un
dispositivo apropiado a tal efecto.

Los ensayos inmunoldgicos constituyen un componente importante de procedimientos de analisis relevantes
desde el punto de vista clinico, que se basan en la formacidon de complejos inmunolégicos a partir de antigenos
y anticuerpos, y sirven para la identificacion de analitos, a modo de ejemplo en el sector de la analitica médica,
medioambiental, alimentaria y agraria, en muestras liquidas. Debido a las propiedades biofisicas y bioquimicas,
los ensayos inmunolégicos ofrecen en general una alta especificidad y sensitividad al enlace antigeno-
anticuerpo, con gasto en instalaciones y econdmico relativamente reducido, y presentan en este sentido
ventajas significativas frente a procedimientos de identificacion alternativos.

Otro campo de aplicacién de ensayos inmunolégicos significativo en la practica constituye la identificacion de
drogas en liquidos corporales, o en superficies contaminadas con drogas. En el ambito de tales ensayos se
toma habitualmente una muestra de analito con un elemento de extraccién de muestras apropiado de una
superficie, el elemento de extraccion de muestras humedecido con el analito se pone en contacto con una tira
de ensayo, y el analito eliminado a partir del elemento de extraccion de muestras y transferido a la tira de
ensayo se detecta por medio de una reaccion de identificacion inmunoldgica.

Un aspecto que posee un significado destacado especialmente en la identificacion de drogas (por ejemplo
anfetamina, metanfetamina, cannabis, cocaina, heroina), es la especificidad, sensitividad y rapidez del ensayo
empleado. En este caso existe por una parte la necesidad respecto a procedimientos de identificacion altamente
sensibles, para poder identificar la presencia de drogas de manera segura y rapida, incluso en el caso de
volumenes de muestra reducidos, o bien en el caso de empleo de materiales de muestra complejos, como
saliva. Por otra parte, los formatos de ensayo debian presentar también una alta especificidad para la
substancia a identificar en cada caso, para excluir resultados de medida falsos positivos, y proporcionar ademas
en este sentido una informacion fiable sobre la droga concreta de la que se trata en el caso de la substancia
sometida a ensayo.

El documento EP 0 699 906 A2 da a conocer un ensayo rapido de deteccién de drogas, que es adquirible
comercialmente como ensayo de superficie, sudor, o bien saliva, bajo la denominacion DrugWipe® (firma
Securetec Detektionssysteme AG). El ensayo hace uso de un elemento limpiador constituido esencialmente por
material sintético (“espatula”) con vellén aplicado por soldadura, por medio del cual se toma una muestra de
analito (por ejemplo de una superficie o de una disolucioén), y a continuacion se transfiere directamente a una tira
de ensayo inmunocromatografica, que esta alojada en una carcasa desechable (tecnologia “Lateral Flow”).

Mediante inmersion de la tira de ensayo en una disolucion acuosa (agua o tampoén con diversos reactivos) se
inicia la cromatografia, pudiéndose leer el resultado de la determinacién a simple vista o bajo empleo de un
dispositivo de medida apropiado. La identificacion del analito se efectua ligandose a una linea de ensayo
anticuerpos enlazados con la molécula de droga (antigeno), y formando una linea de color debido a su marcaje
dorado, que se puede detectar opticamente en la ventana de lectura. Anticuerpos que no estan cargados con
moléculas de droga se capturan por medio de haptenos, que se presentan en la tira de ensayo en forma
inmovilizada, antes de alcanzar la linea de ensayo.

En comparacién con todos los demas ensayos rapidos de deteccion de drogas que se encuentran en el
mercado, DrugWipe® y Triage® (firma Biosite) son los Unicos productos que forman una linea de color en el
caso de presencia de un analito determinado en una muestra, y presentan en este sentido la denominada
indicacion positiva. Todos los demas productos comerciales disponen de un indicador negativo, en el que la no
aparicion de una linea se valora como identificacion positiva para el respectivo analito. Otra gran ventaja de
DrugWipe® es el volumen de muestra reducido, que se requiere para la identificaciéon de drogas y otras
substancias. Mientras que en el caso de DrugWipe® es suficiente un volumen de muestra de aproximadamente
1 — 20 pl, otros ensayos comerciales requieren un volumen de muestra de al menos 100 pl hasta varios
mililitros.

El ensayo rapido desarrollado por la firma Varian OraLab® sirve para la identificacion de drogas a partir de
muestras de saliva, y se basa igualmente en la tecnologia Lateral Flow. Mientras que la especificidad del ensayo
se sitla en aproximadamente un 90-100 %, la sensitividad en el caso de anfetaminas y opiaceos se situa
unicamente entre un 50 y un 90 %, en el caso de A°-tetrahidrocannabinol y cocaina se sitla en parte incluso
claramente por debajo de un 50 % (véase estudio DRUID, http://www.druid-project.eu). Un gran inconveniente
de este ensayo se sitia ademas en que se requieren volumenes de muestra relativamente grandes, que no se
encuentran disponibles en el caso de consumidores de drogas agudos.
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El ensayo rapido DrugCheck® 5000 de la firma Drager, que se basa igualmente en la tecnologia Lateral-Flow,
constituye un sistema de ensayo util para la identificacion de drogas segun los datos del estudio DRUID
(http://www.druid-project.eu). Sin embargo, este formato de ensayo posee el inconveniente significativo de que
los resultados en una tira de ensayo se pueden valorar solo por medio de un aparato de lectura, que es muy
caro en su adquisicion, y es solo parcialmente apropiado para el duro campo de empleo en exterior. En este
sentido, para este ensayo resultan problemas considerables respecto a la economia y al facil manejo.

El kit de ensayo Rapid STAT®, ofrecido por la firma Mavand, representa otro ensayo rapido de deteccion de
drogas adquirible comercialmente, en el que una muestra de saliva diluida con tampodn se incuba en una tira de
ensayo inmunocromatografica con componentes de enlace marcados y que, segun datos del fabricante,
posibilita una identificacion hasta un limite inferior de 15 ng/ml en A°-tetrahidrocannabinol.

Un inconveniente significativo de este ensayo es su manejo extremadamente Complejo y complicado, que lo
hace inapropiado premsamente para una aplicacion en la policia de trafico, asi como la especificidad
relativamente reducida para A°-tetrahidrocannabinol, de un 80-90 % (véase estudio DRUID, http://www.druid-
prOJect eu). Segun un estudio de la universidad de Mainz, el indice de resultados de ensayo falsos positivos
para A°-tetrahidrocannabinol se sittia en mas de un 10 %, y la especificidad total se sitia en un 84 % (publicado
en GTFCH 2009, Mosbach, http://www.gtfch.org/cms/images/stories/media/tk/tk76_2/abstractsposter.pdf).

Los documentos US 7 090 803 B1 y US 7 507 374 (o bien US 2006/029035A1) dan a conocer respectivamente
dispositivos para la determinacién de un analito en una muestra de saliva, que comprenden una carcasa para el
alojamiento de un elemento de extraccion de muestras, un dispositivo de sujecion para el alojamiento de al
menos una tira de ensayo cromatografica, una primera camara para el almacenaje de un primer reactivo, como
por ejemplo una disolucion tampdn, una segunda camara para el almacenaje de un segundo reactivo especifico
para el analito, medio para la puesta en contacto con la muestra con el primer reactivo, medio para la puesta en
contacto de la mezcla de muestra y el primer reactivo con el segundo reactivo en la segunda camara, asi como
medio para la puesta en contacto de la mezcla de muestra, primer reactivo y segundo reactivo con la tira de
ensayo cromatografica.

En este caso se introduce en particular un elemento de extraccion de muestras, que comprende en un extremo
un material esponjoso con una muestra de analito absorbida en el mismo, en la carcasa a través de una
escotadura cilindrica, y la muestra de analito se exprime en la escotadura desde el material esponjoso mediante
presion del elemento de extraccion de muestras. En este caso, a través de un orificio que se encuentra en el
fondo de la escotadura, la muestra llega a la segunda camara, donde se libera mediante puesta en contacto con
un objeto afilado desde una envoltura deformable, y llega a la segunda camara a través de un orificio que se
encuentra en el fondo de la primer camara, y se mezcla con el segundo reactivo. La mezcla se incuba a
continuacién durante algunos minutos, y acto seguido se pone en contacto con la tira de ensayo cromatografica,
posibilitando la ultima una determinacion visual del resultado de ensayo.

Los dispositivos, o bien procedimientos dados a conocer en el documento US 7 090 803 B1y US 7 507 374 B2
poseen el inconveniente de que la muestra de analito se comprime Unicamente por via mecanica mediante
prensado del elemento de extraccion cilindrica en la escotadura cilindrica del dispositivo de ensayo desde el
material esponjoso. De este modo, por un lado solo una parte reducida de la muestra absorbida originalmente
llega a la segunda camara, en la que la muestra se incuba con el primer y el segundo reactivo, y el analito se
une a su componente de enlace especifico para el analitico, lo que reduce en ultimo término la sensitividad de la
determinacion de analito. Por otra parte, debido a la accidon absorbente del material esponjoso, se requieren
grandes volumenes de muestra, que no se encuentran disponibles generalmente en la practica.

El documento US 2008/0166820 A1 describe un kit para la determinacién de un analito en un fluido corporal,
que contiene un elemento de extraccion de muestras para el alojamiento de una muestra de analito, una
ampolla con una disolucién tampdn contenida en la misma, un elemento de transferencia para la extraccion de
disolucion de la ampolla y para la transferencia de la disolucion a un dispositivo de analisis, asi como un
dispositivo de analisis. El dispositivo de analisis comprende por su parte al menos una zona de reaccién, que
esta configurada para el alojamiento de la disolucion tampdn, y un componente de enlace especifico para el
analito, una tira de ensayo cromatografica, asi como medios para la puesta en contacto de la tira de ensayo
cromatografica con la disolucién tampodn.

Para la determinacion del analito se introduce el elemento de extraccién de muestras en la ampolla cargada con
disolucién tampon, succionandose completamente con la disoluciéon tampén la zona del elemento de extraccion
de muestras, impregnada con una muestra de analito, y eluyéndose el analito en la disolucién tampén mediante
presion subsiguiente del elemento de extraccion de muestras. Tras eliminacion del elemento de extraccion de
muestras, una parte de la disolucién tampén que contiene analito se extrae de la ampolla, y se transfiere al
dispositivo de analisis, en el que el analito se incuba durante algunos minutos con el componente de enlace
especifico para el analitico, y a continuacion se pone en contacto con la tira de ensayo cromatografica.
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El kit dado a conocer en el documento US 2008/0166820 A1 posee el inconveniente de ser complicado de
manejar debido a la pluralidad de componentes aislados, y por consiguiente no entra en consideracion para una
aplicacion segura, a modo de ejemplo como ensayo rapido de deteccion de drogas para el empleo en campo.
Ademas existe la necesidad de extraer de la ampolla la disolucién tampdén que contiene analito, y transferir la
misma a un dispositivo de analisis separado de la misma, el peligro de pérdidas de muestras, o bien el peligro
de una contaminacion de muestra, lo que puede conducir en ultimo término a una reduccion de la sensitividad, o
bien especificidad del resultado del ensayo, y limita en gran medida la fiabilidad total del ensayo.

El documento EP 0 634 215 A1 da a conocer un procedimiento para la identificacion de analitos en un liquido
corporal, que posibilita una determinacion uniforme de analitos esencialmente simultanea, en diferentes puntos
de extraccion, en varios elementos de ensayo. Para la puesta en practica del procedimiento, en este caso se
emplea un dispositivo que comprende un punto de alimentacién de muestras para la aplicacién de la muestra,
varias zonas de extraccion de muestras separadas, que estan unidas respectivamente con el punto de
alimentacion de muestras por un tramo de transporte capilar, y varios elementos de ensayo para la
determinacién aislada de analitos, estando prevista en al menos uno de los tramos de transporte una zona de
retraso para el retardo del transporte de liquido del punto de alimentacién de muestras a la zona de extraccion
de muestras.

Un inconveniente del formato de ensayo representado en el documento EP 0 634 215 A1 consiste en que el
analito que se encuentra en la muestra no se incuba en una zona separada del elemento de ensayo con un
componente de enlace especifico para el analito, tras lo cual la zona de retardo, presente obligatoriamente, no
contiene ningliin componente de enlace especifico para el analito, y se debe evitar Gnicamente una inundacion
del ensayo a través de la muestra, o bien se debe asegurar una humectacioén uniforme de los elementos de
ensayo aislados con la muestra. De este modo no se da la base para una cinética 6ptima entre analito y
componente de enlace especifico para el analito, debido a la cual se limitan claramente sensitividad y
especificidad, en especial en la identificacion de analitos poco hidrosolubles (hidréfobos).

El documento EP 0 811 847 A2 da a conocer un procedimiento para la identificacion de un analito en un liquido
corporal, o bien en una superficie contaminada. En este caso, para la puesta en practica del procedimiento se
emplea respectivamente un kit de ensayo, que comprende una tira de ensayo de uno o varios materiales con
actividad capilar, aptos para cromatografia, un elemento de extraccién de muestras separado de la superficie de
la tira de ensayo, asi como un dispositivo de presion para la puesta en contacto de superficie de tira de ensayo y
elemento de extraccién de muestras, pudiendo estar humedecido el elemento de extraccién de muestras con el
tampon acuoso, un detergente y/o un disolvente organico, con el fin de una mejor absorcion del analito.

El test descrito en el documento EP 0 811 847 A2 tiene el inconveniente de que la muestra que contiene los
analitos no se elabora de ningin modo antes de la puesta en contacto con el elemento de ensayo, lo que es
significativo en especial en la determinaciéon de muestras biolégicas con composicidon quimica compleja (por
ejemplo sangre, saliva o sudor). Sin considerar el hecho de que las muestras biolégicas por si mismas estan
sujetas a una amplitud de oscilacion dependiente de la persona, en especial la estructura de la matriz de
muestra (por ejemplo viscosidad, contenido proteico, etc.) tiene una gran influencia sobre la identificacion de
analitos, ya que la sensitividad del procedimiento de identificacion es dependiente en gran medida de la
accesibilidad del analito para el componente de enlace especifico para el analito.

Otro inconveniente del formato de ensayo descrito en el documento EP 0 811 847 A2 consiste en que el analito
que se encuentra en la muestra, por su parte, no se incuba en una zona separada del elemento de ensayo con
un componente de enlace especifico para al analitico. De este modo no se da una cinética 6ptima entre analito y
componente de enlace especifico para el analito, debido a lo cual la sensitividad y la especificidad, en especial
en el caso de identificacion de analitos poco hidrosolubles, estan limitadas en gran medida.

El documento US 6 203 757 B1 da a conocer un procedimiento para la identificacion de analitos en un liquido
corporal, que prevé una determinacion simultanea de varios analitos por medio de una Unica muestra. Para la
puesta en practica del procedimiento se emplea un dispositivo de ensayo que comprende al menos dos tiras de
ensayo, de disposicion esencialmente paralela entre si, asi como un elemento distribuidor de muestras
configurado en forma de V o en forma de W, que posibilita una comunicaciéon fluida entre el punto de
alimentacion de muestras y la tira de ensayo aislada. En una forma de ejecucion, en el caso del analito se
puede tratar de una molécula de droga, que se detecta, a modo de ejemplo, por medio de un ensayo
inmunoldgico enzimatico.

Un inconveniente del procedimiento de identificacién descrito en el documento US 6 203 757 B1 consiste en que
la muestra goteada en el dispositivo de ensayo, antes de la puesta en contacto de analito y componente de
enlace especifico para el analito, se transporta a lo largo de un material tipo tejido. Debido al hecho de que los
materiales tipo tejido presentan habitualmente superficies muy grandes, a las que se debe unir el analito de
manera inespecifica, en tales test ya no se dispone frecuentemente de la cantidad total de analito presente en la
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muestra para una reaccién con el componente de enlace especifico para el analito. Esto es desfavorable sobre
todo en la identificacidon de analitos poco hidrosolubles, y limita de manera dramatica la sensitividad en algunos
casos.

Otro inconveniente del formato de ensayo descrito en el documento US 6 203 757 B1 consiste en que el analito
que se encuentra en la muestra tampoco se incuba en una zona separada del elemento de ensayo con un
componente de enlace especifico para el analito. De este modo se limita en gran medida la sensitividad y
especificidad del ensayo, en especial en el caso de identificacion de analitos poco hidrosolubles (hidréfobos),
por lo cual especialmente la identificacion de analitos, que estan presentes en la muestra a investigar solo en
baja concentracion, adolece de problemas.

El documento WO 01/35094 A1 da a conocer un kit de ensayo para la identificacion de analitos en un liquido
corporal, que esta constituido por una carcasa obturable, un depdsito colector alojado en la misma para el
alojamiento de liquidos corporales, y al menos una tira de ensayo.

Partiendo de los sistemas de ensayo descritos anteriormente, la tarea que motiva la presente invencion
consistia, por consiguiente, en poner a disposicion un procedimiento para la determinacién de un analito, en
especial para la determinacion de drogas, en el que se eliminaran al menos parcialmente los inconvenientes del
estado de la técnica. El procedimiento para todos los analitos a analizar debia presentar en especial una
sensitividad y una especificidad elevadas, debia ser facil de manejar, y posibilitar una rapida determinacion sin
el empleo de agentes auxiliares técnicos adicionales para la lectura de los resultados de ensayo.

Segun la invencidn, este problema se soluciona mediante un procedimiento para la determinacion de un analito,
que comprende los pasos:

(a) puesta a disposicion de un dispositivo de analisis microfluidico, que comprende al menos una primera,
una segunda y una tercera zona, estando unida la primera zona con la segunda zona y la segunda
zona con la tercera zona por medio de microcanales, etapas, ramificaciones y/o camaras,

(b) toma de una muestra que contiene el analito de una superficie de muestra con un elemento de
extraccion de muestras,

(c) introduccion del elemento de extraccion de muestras en la primera zona del dispositivo de analisis
microfluidico, y elucion del analito en la primera zona con un agente eluyente,

(d) transferencia del eluato obtenido en el paso (c) a la segunda zona del dispositivo de analisis
microfluidico y puesta en contacto del eluato con un componente de enlace especifico para el analito
alojado en la segunda zona durante un intervalo de tiempo de al menos 3 segundos en ausencia de un
elemento de ensayo util para la identificacion del analito, efectuandose un enlace del analito con el
componente de enlace especifico para el analito,

(e) transferencia de la mezcla obtenida en el paso (d) a la tercera zona del dispositivo de analisis
microfluidico, y puesta en contacto de la mezcla con al menos un elemento de ensayo alojado en la
tercera zona, util para la determinacion del analito, y

(f) determinacion de la presencia y/o de la cantidad de analito en el elemento de ensayo.

Sorprendentemente, en el ambito de la presente invencidon se determiné que, por medio del procedimiento
segun la invencion, se pueden identificar analitos de manera sencilla y reproducible con sensitividad y
especificidad elevadas, sin que a tal efecto sean necesarias grandes cantidades de muestra y/o agentes
auxiliares técnicos complejos para la lectura de los resultados de ensayo.

El primer paso del procedimiento segun la invencion requiere la puesta a disposicion de un dispositivo de
analisis microfluidico apropiado para la determinacion del analito, que comprende al menos una primera, una
segunda y una tercera zona. La primera zona del dispositivo de analisis microfluidico esta configurada para la
introduccion de un elemento de extraccion de muestras, por medio del cual se absorbié previamente una
muestra de analito, asi como para la subsiguiente elucion del analito del elemento de extraccion de muestras
con un agente eluyente, mientras que la segunda zona contiene un componente de enlace especifico para el
analito y estd en comunicacion fluida con la primera zona. La tercera zona comprende finalmente al menos un
elemento de ensayo para la determinacion de la presencia y/o de la cantidad de analito, y esta en comunicacion
fluida con la segunda zona.

Las respectivas zonas del dispositivo de analisis microfluidico estan unidas entre si por medio de estructuras
microfluidicas, como por ejemplo a través de microcanales, etapas, ramificaciones y/o camaras, y de este modo
posibilitan una transferencia, o bien un procesado de fluidos dentro del dispositivo de analisis. Las estructuras
microfluidicas, como se citan anteriormente, se pueden obtener mediante procedimientos conocidos por el
especialista, como por ejemplo mediante fresado con arranque de viruta o moldeo por inyeccion,
correspondientemente a los respectivos requisitos en el dispositivo de analisis, a partir de materiales
apropiados, en especial a partir de material sintético.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2559977 T3

Para la determinacion del analito, en el siguiente paso del procedimiento segun la invencion se absorbe una
muestra que contiene los analitos por medio de un elemento de extraccién de muestras de una superficie a
analizar (por ejemplo lengua, piel, otras superficies). En este caso se puede emplear como elemento de
extraccion de muestras en principio cualquier elemento que es capaz de absorber una muestra de analito, y
desprender de nuevo la misma casi de manera cuantitativa, es decir, en una cantidad de = 95 % en peso,
referido al peso total de muestra absorbida, en el caso de contacto subsiguiente con un agente de elucion. Los
elementos de extraccion de muestras que son apropiados para los fines de la presente invencién se describen,
a modo de ejemplo, en el documento EP 1 608 268 A1 y el documento WO 2004/086979 A1, a cuya
manifestacion se hace referencia en este caso.

El elemento de extraccion de muestras, o bien una zona del elemento de extraccion de muestras configurada
para la absorcion de la muestra, puede estar constituido en principio por cualquier material que parezca util al
especialista para los fines de la presente invencion, y posibilite tanto un enriquecimiento de analito en el
elemento de extraccion de muestras, como también su posterior liberacion en el caso de puesta en contacto con
un agente eluyente. Ademas de los elementos de extraccion de muestras descritos en el documento EP 1 608
268 A1y el documento WO 2004/086979 A1, en este aspecto entran en consideracion elementos de extraccion
de muestras que comprenden materiales absorbentes, en especial tejidos, vellones y/o matrices porosas (por
ejemplo membranas y esponjas). Se describen vellones apropiados, a modo de ejemplo, en el documento DE
38 02 366 A1y el documento EP 0 699 906 A2, a cuya manifestacion se hace referencia expresamente.

Para garantizar una sensitividad y especificidad elevadas en la determinacién del analito, la superficie del
elemento de extraccion de muestras se puede someter a tratamiento quimico previo antes del primer empleo; de
este modo es posible mejorar la absorcion del analito en la toma de la muestra o/y minimizar una adherencia del
analito al elemento de extraccion de muestras. En este aspecto, en una variante preferente, el procedimiento
segun la invencién prevé que el elemento de extraccion de muestras comprenda un reactivo de transferencia,
que contiene al menos una proteina, al menos un hidrato de carbono, al menos un alcohol sacarico y/o al menos
una sal, en especial una sal inorganica.

El reactivo de transferencia, que favorece la transferencia del analito de la superficie de la muestra al elemento
de extraccion de muestras o/y la subsiguiente liberacion del analito en el agente eluyente, en especial mediante
bloqueo de puntos de enlace libres en el elemento de extraccion de muestras o/y influencia de las propiedades
del analito, puede estar impregnado, a modo de ejemplo, en el elemento de extraccion de muestras con este fin.
Las técnicas que se pueden emplear para la aplicaciéon del reactivo de transferencia en el elemento de
extraccion de muestras, son conocidos generalmente por el especialista.

El concepto “hidrato de carbono”, como se emplea en la presente solicitud, designa monosacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos de la férmula aditiva general C,H2,0,, que puede ser de origen natural o sintético
en cada caso. En el ambito de la invencidon se emplean preferentemente monosacaridos u oligosacaridos,
aplicandose como monosacaridos en especial tetrosas, pentosas y hexosas presentes en la naturaleza, como
por ejemplo eritrosa, treosa, ribosa, arabinosa, lixosa, xilosa, alosa, altrosa, galactosa, glucosa, gulosa, idosa,
manosa, talosa y fructosa, que se pueden presentar en la forma D o en la forma L en cada caso. Como
oligosacaridos se pueden emplear en especial disacaridos y trisacaridos presentes en la naturaleza, como por
ejemplo lactosa, maltosa, sacarosa, trehalosa, gentianosa, cestosa y rafinosa. En una forma especialmente
preferente de ejecucion de la invencion, el reactivo de transferencia contiene un hidrato de carbono
seleccionado a partir del grupo constituido por glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa.

El concepto “alcohol sacarico”, como se emplea en la presente solicitud, designa alcoholes de azucares
monosacaridos de la féormula aditiva general C,H2n+205, y alcoholes disacaridos de la férmula aditiva general
CnH2nOn.1, que pueden ser de origen natural o sintético en cada caso. Los alcoholes de azucares
monosacaridos preferentes comprenden glicerol, eritritol, treitol, ribitol, arabinitol, xilitol, alitol, altritol, galactitol,
glucitol, iditol y manitol, que se pueden presentar en la forma D o en la forma L en cada caso. Como alcoholes
de azucares disacaridos se pueden emplear en especial isomalta, lactitol y maltitol. En una forma especialmente
preferente de ejecucion de la invencion, el reactivo de transferencia contiene un alcohol sacarico seleccionado a
partir del grupo constituido por glucitol, glicerol, manitol y xilitol.

En el ambito del procedimiento segun la invencion se emplea preferentemente un reactivo de transferencia que
comprende (a) al menos una proteina seleccionada a partir del grupo constituido por gelatina, ovoalbumina y
albumina de suero vacuno, (b) leche desnatada en polvo, (c) al menos un hidrato de carbono seleccionado a
partir del grupo constituido por glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa, (d) al menos un alcohol sacarico
seleccionado a partir del grupo constituido por glucitol, glicerol, manitol y xilitol, o/y (e) al menos una sal
seleccionada a partir del grupo constituido por cloruro calcico, cloruro potasico, cloruro de magnesio, cloruro
sddico, y un borato. El reactivo de transferencia empleado segun la invencion comprende al menos una proteina
seleccionada a partir del grupo constituido por gelatina, ovoalbumina y albumina de suero vacuno, oly leche
desnatada en polvo.
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La concentracion de al menos una proteina, al menos un hidrato de carbono, al menos un alcohol sacarico oly al
menos una sal en el reactivo de transferencia descrito anteriormente se puede adaptar a los analitos por el
especialista correspondientemente a los respectivos requisitos, pero de modo habitual asciende
aproximadamente a un 0,01 hasta aproximadamente un 15 % en peso, referido al peso total del reactivo de
transferencia. En tanto el reactivo de transferencia contenga sales, éstas se afaden habitualmente en
concentraciones de aproximadamente 1 yM a aproximadamente 1 M.

Ademas de al menos una proteina, al menos un hidrato de carbono, al menos un alcohol sacarico y/o al menos
una sal, el reactivo de transferencia puede contener, en caso dado, otros reactivos, que favorecen una
transferencia del analito de la superficie a investigar al elemento de extraccion de muestras o/y la liberacion
posterior del analito en el agente eluyente, como por ejemplo un detergente o/y un disolvente organico. Los
ejemplos de detergentes comprenden, entre otros, colamidopropanosulfonato, octilglucésido, polidocanol,
polialquilenglicoléter (por ejemplo Brij®, Synperonic®) y polisorbatos (por ejemplo Tween® 20, Tween® 80), que se
emplean habitualmente en una concentracién de aproximadamente un 0,01 a un 5 % en peso, referido al peso total
de reactivo de transferencia. Los disolventes organicos ejemplares comprenden en especial dimetilsulféxido, etanal,
metanol, glicerina, asi como mezclas de los mismos, que se afaden al reactivo de transferencia en una
concentracion habitualmente < 30 % en peso.

En una variante preferente, el procedimiento segun la invencion prevé el empleo de un elemento de extraccion de
muestras, que comprende un indicador de volumen. El indicador de volumen indica al usuario en la extraccion de
muestras si se tomd un volumen de muestra suficiente, definido, para la determinacion. Esto es de significado
decisivo en especial en la extraccion de muestras de liquidos, como por ejemplo saliva, ya que, en general, sélo en
el caso de puesta a disposicion de un volumen de muestra definido se puede garantizar un rendimiento optimo del
respectivo sistema de ensayo. Se puede impedir una influencia negativa del sistema de ensayo por los pacientes, a
modo de ejemplo, debida a la liberacion de un volumen de muestra demasiado reducido, mediante el indicador de
volumen, a través de lo cual se puede optimizar en Ultimo término la sensitividad, especificidad y fiabilidad total.

De modo especialmente preferente, en el caso del indicador de volumen se trata de un indicador de color, que varia
su color en el caso de contacto con un volumen de muestra suficiente, a modo de ejemplo en el caso de contacto
con un volumen suficiente de fluido corporal, y en este sentido correlaciona con el volumen de muestra necesario
para la determinacién del analito. Como indicador de color se puede emplear cualquier indicador de color conocido
por el especialista y que parezca apropiado para los fines de la presente invencion, en tanto cumpla los criterios
citados anteriormente y ademas no sea toxico. Los ejemplos de tales indicadores de color comprenden en especial
indicadores de color de pH o colorantes vegetales comunes, que se pueden aplicar sobre el elemento de extraccion
de muestras, a modo de ejemplo, mediante vaporizacién, estampado, pulverizacion y/o impregnacion de este Ultimo.

En el siguiente paso del procedimiento segun la invencion, el elemento de extraccion de muestras humectado con la
muestra de analito se introduce en la primera zona del dispositivo de analisis microfluidico, que esta configurado
preferentemente como camara (fig. 1A). El elemento de extraccién de muestras, asi como la primera zona del
dispositivo de analisis microfluidico configurada para el alojamiento, o bien integracion del elemento de extraccion de
muestra, estan configuradas en este caso de modo que la primera zona se cierre herméticamente tras introduccion
del elemento de extraccion de muestras, y no pueda tener lugar ningun tipo de comunicacion fluida entre el interior
de la primera zona y el entorno exterior.

Después de haber alojado el elemento de extraccion de muestras en la primera zona del dispositivo de analisis
microfluidico, y de asegurar la hermeticidad de la primera zona frente al entorno exterior, se introduce agente
eluyente en la primera zona del dispositivo de analisis microfluidico (fig. 1B), eluyéndose el analito a partir del
elemento de extraccion de muestras y distribuyéndose preferentemente de manera homogénea en el agente
eluyente. En este aspecto, en una variante preferente la invenciéon prevé que se ponga a disposicion una mezcla
homogénea de muestra, o bien analito, y agente eluyente, tras introduccion de agente eluyente en la primera zona,
lo que se puede asegurar, a modo de ejemplo, mediante un tramo mezclador microfluidico u otra estructura
mezcladora microfluidica conocida por el especialista. Esto tiene la ventaja de que la muestra, antes de la puesta en
contacto con un elemento de ensayo apropiado, se elabora adicionalmente, mediante lo cual el analito es accesible
de manera mas facil y eficiente para un componente de enlace especifico para el analito, y se minimizan
oscilaciones, en especial en la determinacion de muestras bioldgicas.

En el caso de empleo de una combinacion apropiada de elemento de extraccion de muestras y agente eluyente, por
medio del anterior control de procedimiento se puede asegurar que la muestra y el analito contenido en la misma se
eluya de modo esencialmente cuantitativo, es decir, en una cantidad de = 95 % en peso, referido al peso total de la
muestra absorbida, a partir del elemento de extraccion de muestras, que el analito se desprenda de la matriz de
muestra de modo esencialmente cuantitativo, y que se efectie un mezclado completo de analito y agente eluyente.
Un desprendimiento cuantitativo de la muestra a partir del elemento de extraccion de muestras, asi como un
desprendimiento cuantitativo del analito a partir de la matriz de muestra es de significado esencial para una
sensitividad maxima de sistemas de ensayo diagnodsticos, ya que como muestras para la identificacion, a modo de
ejemplo, de drogas se emplean frecuentemente fluidos corporales, que contienen grandes cantidades de proteinas,
7
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lipidos e hidratos de carbono, que pueden provocar por su parte consecuencias no deseadas en reacciones
inmunoquimicas.

Segun la invencion, el agente eluyente se puede introducir en la primera zona del dispositivo de analisis
microfluidico de manera arbitraria. De este modo, en una variante de la invencion, el agente eluyente puede estar
alojado en el elemento de extraccion de muestras empleado segun la invencién. Con este fin, el elemento de
extraccion de muestras puede comprender, a modo de ejemplo, una ampolla que contiene el agente eluyente, que
se abre en el caso de introduccién del elemento de extraccién de muestras en la primera zona del dispositivo de
analisis microfluidico, y libera el agente eluyente. Alternativamente, el agente eluyente puede estar alojado en una
cuarta zona del dispositivo de analisis microfluidico, que esta en comunicacion fluida con la primera zona, y desde la
cual el agente eluyente, a modo de ejemplo a través de un paso de manejo del usuario a realizar por separado, se
puede lavar en la primera zona del dispositivo de analisis microfluidico (fig. 1A'y 1B).

Como agente eluyente, en el ambito de la presente invencion se puede emplear en principio cualquier agente
eluyente, que sea capaz de desprender el analito del elemento de extraccion de muestras. Sin embargo, en el
procedimiento aqui descrito se aplican preferentemente disoluciones tampdn acuosas, que pueden comprender, en
caso dado, otros reactivos, en especial al menos una proteina, al menos un hidrato de carbono, al menos un alcohol
sacarico, al menos un detergente y/o al menos un disolvente organico, como se describen anteriormente en cada
caso, de modo habitual en una concentracion de aproximadamente un 0,05 a aproximadamente un 1,5 % en peso.
En el ambito del procedimiento segun la invencién se considera especialmente preferente un agente eluyente,
preferentemente acuoso, que comprende 1-propanosulfonato de 3-[3-colamidopropil)dimetil-amonio] como
componente. Mediante combinacién apropiada de los anteriores reactivos, en dependencia de la estructura del
respectivo analito se pueden conseguir efectos sinérgicos, mediante lo cual se mejora la elucion del analito del
elemento de extraccion de muestras, o bien el desprendimiento del analito de la matriz de muestra, y de este modo
se puede ocasionar un aumento de la sensitividad y/o especificidad de la determinacion de analito.

A continuacion de la elucién del analito a partir del elemento de extraccién de muestras, el eluato obtenido, es decir,
en un paso adicional del procedimiento segun la invencion, la mezcla de muestra que contiene analito y agente
eluyente se transfiere a la segunda zona del dispositivo de analisis microfluidico a través de medios apropiados, en
especial a través de una estructura microfluidica, como por ejemplo un microcanal, y se pone en contacto con un
componente de enlace especifico para el analito alojado en la segunda zona durante un intervalo de tiempo definido,
efectuandose un enlace del analito al componente de enlace especifico para el analito. Por consiguiente, segun la
invencion, el analito se incuba con el componente de enlace especifico para el analitico en ausencia de un elemento
de ensayo util para la identificacion del analito, mediante lo cual se puede aumentar significativamente la
sensitividad, asi como la especificidad del procedimiento de identificacion, en especial en la determinacién de
analitos poco hidrosolubles.

El paso del eluato de la primera zona a la segunda zona del dispositivo de analisis microfluidico se puede poner en
marcha en este caso, a modo de ejemplo, mediante un paso de manejo del usuario a efectuar por separado,
transportandose preferentemente un volumen definido de eluato a la segunda zona. El paso del eluato de la primera
zona a la segunda zona se puede utilizar ademas para conseguir un grado aun mas elevado de mezclado
homogéneo de tramo mezclador microfluidico, u otra estructura microfluidica conocida por el especialista.

La segunda zona del dispositivo de analisis microfluidico puede estar configurada en principio en cualquier forma, en
tanto pueda alojar el eluato transportado de la primera zona, y posibilite un contacto del eluato con el componente de
enlace especifico para el analito dispuesto en la segunda zona. En una variante preferente de la invencion, la
segunda zona del dispositivo de analisis microfluidico esta configurado como camara aislada, y contiene un
componente de enlace especifico para el analito aislado. Alternativamente, la segunda zona puede comprender
también varias camaras, a modo de ejemplo 2 a 5 camaras, que presentan preferentemente disposicion paralela
entre si, y que pueden contener, en caso dado, diferentes componentes de enlace especificos para el analito, en
tanto se deban determinar simultdneamente varios analitos (fig. 1C).

El componente de enlace especifico para el analito puede ser cualquier substancia quimica que se una a los analitos
a analizar, pero que no forme ningun tipo de enlace con otras substancias, eventualmente presentes en la muestra.
Las substancias quimicas que cumplen este perfil de requisitos son generalmente conocidas por el especialista, o se
pueden obtener correspondientemente a los requisitos en el respectivo analito por medio de experimentos rutinarios,
o bajo aplicacion de técnicas conocidas.

En en caso del componente de enlace especifico para el analito se trata preferentemente de un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo funcional, que puede presentar, en caso dado, adicionalmente un punto de enlace o varios
puntos de enlace para un reactivo de captura, como se describe anteriormente. El concepto ,fragmento de
anticuerpo funcional®, como se emplea en el ambito de la presente solicitud, designa en este caso un fragmento de
anticuerpo que puede cumplir la funciéon de un enlace especifico en los analitos concebida para el mismo. Por el
contrario, un ,fragmento de anticuerpo no funcional® designa un fragmento de anticuerpo que no forma ningun
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enlace o ningun enlace especifico con el analito, y en este aspecto no cumple la funciéon de un enlace especifico en
los analitos concebida para el mismo.

Para facilitar la identificacion del analito, el componente de enlace especifico para el analito puede comprender, en
caso dado, un marcaje detectable, como por ejemplo un marcaje enzimatico, un marcaje de colorante, un marcaje
fluorescente, un marcaje metalico o un marcaje de particulas. Para los fines de la presente invencion se ha mostrado
ventajoso el empleo de componentes de enlace especificos para el analito, que comprenden un marcaje detectable
opticamente, en especial un marcaje metalico. En el caso del marcaje se trata de modo especialmente preferente de
un marcaje de oro, que posee la ventaja de que el resultado de ensayo se puede registrar de manera optica-visual y
valorar directamente por el usuario. Las técnicas por medio de las cuales se pueden introducir marcajes descritos
anteriormente en una molécula a marcar, son conocidas por el especialista y en este aspecto no se explican mas
detalladamente.

Segun la invenciodn, la segunda zona puede contener el componente de enlace especifico para el analito en
cualquier forma, mientras que en el caso de entrada del eluato en la segunda zona del dispositivo de analisis
microfluidico se pueda efectuar una reaccién con el componente de enlace especifico para el analito. EIl componente
de enlace especifico para el analito en la segunda zona del dispositivo de andlisis microfluidico esta alojado en el
mismo preferentemete de tal manera que, en el caso de introduccién de eluato en la segunda zona del dispositivo de
analisis microfluidico, se disuelve y se distribuye en la disolucion de manera homogénea. Con este fin, el dispositivo
de analisis microfluidico puede contener el componente de enlace, a modo de ejemplo, en forma desecada,
entrando en consideracion en principio también otras formas de almacenaje que parezcan apropiadas al
especialista.

Tras puesta en contacto, y en caso dado mezclado homogéneo de eluato y componente de enlace especifico para el
analito, se pone en marcha habitualmente una reaccién inmunoldgica, formandose un complejo antigeno-anticuerpo
a partir de moléculas de analito y componente de enlace especifico para el analito, en caso dado marcado. Para el
mantenimiento de una sensitividad y especificidad elevadas, el eluato se pone en contacto con el analito contenido
en el mismo durante un intervalo de tiempo de al menos 3 segundos, preferentemente de al menos 5 segundos, con
el componente de enlace especifico para el analito, efectuandose un enlace del analito al componente de enlace
especifico para el analito. En este contexto se ha mostrado ventajoso un tiempo de reaccion de aproximadamente 5
segundos a aproximadamente 600 segundos, de modo mas preferente de aproximadamente 60 segundos a
aproximadamente 300 segundos, del modo mas preferente de aproximadamente 90 segundos a aproximadamente
240 segundos.

La reaccion entre el analito y el componente de enlace especifico para el analito se puede efectuar en principio de
manera arbitraria, en tanto se garantice un contacto suficiente entre el analito y el componente de enlace especifico
para el analito. No obstante, para los fines de la presente invencidon se ha mostrado ventajoso llevar a cabo la
reaccion entre el analito y el componente de enlace especifico para el analito en fase estacionaria, de modo que se
disponga de un tiempo de contacto suficientemente largo para la formacion de un complejo constituido por analito y
componente de enlace especifico para el analito.

Para favorecer la reaccion entre el analito y el componente de enlace especifico para el analito, la segunda zona del
dispositivo de analisis microfluidico puede compreder otros reactivos en caso necesario. En este contexto se
consideran ventajosos en especial reactivos que fomentan una disolucién del componente de enlace especifico para
el analito en el caso de contacto con el eluato, favorecen un mezclado completo de eluato y componente de enlace
especifico para el analito, o bien aseguran una reaccioén 6ptima entre el analito y el componente de enlace especifico
para el analito. Los reactivos que se pueden emplear con este fin comprenden, a modo de ejemplo, proteinas,
hidratos de carbono, alcoholes sacaricos, detergentes o/y sales, como se definen anteriormente.

En otro paso del procedimiento segun la invencion, la mezcla de reaccion obtenida en la segunda zona del
dispositivo de analisis microfluidico, es decir, la mezcla de muestra que contiene analito, agente eluyente y
componente de enlace especifico para el analito, se transfiere a la tercera zona del dispositivo de andlisis
microfluidico a través de medios apropiados, como por ejemplo un microcanal, y se pone en contacto en ésta con al
menos un elemento de ensayo, sobre el cual se puede efectuar una determinacion subsiguiente del analito (fig. 1D).
El paso de la mezcla de reaccion de la segunda zona a la tercera zona se puede poner en marcha, a modo de
ejemplo, mediante un paso de manejo del usuario a efectuar por separado, a modo de ejemplo mediante apertura de
un microcanal, transfiriéndose preferentemente un volumen definido de mezcla a transportar a la tercera zona del
dispositivo de analisis microfluidico y llegando éste a al menos un elemento de ensayo, a modo de ejemplo bajo
utilizacion de efectos capilares. En una variante preferente de la invencion, la tercera zona comprende mas de un
elemento de ensayo, a modo de ejemplo 2 a 5 elementos de ensayo, que presentan preferentemente disposicion
paralela entre si.

Los elementos de ensayo empleados segun la invencion comprenden en principio cualquier forma fisica de uso
comun para el especialista, que sea apropiada para la determinacion de la presencia y/o de la cantidad de un analito
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en una muestra. En este caso, el elemento de ensayo esta configurado preferentemente de modo que, en el caso de
presencia del analito a determinar, genere una sefial detectable 6pticamente, que posibilita una determinacion
cualitativa y/o cuantitativa del analito. Los ejemplos de elementos de ensayo en el sentido de la presente invencion
comprenden, entre otras, tiras de ensayo, bandas de ensayo y paneles de ensayo, sobre las que se puede aplicar el
analito, a modo de ejemplo en forma de una disolucién acuosa o no acuosa.

En el caso del elemento de ensayo se trata preferentemente de una tira de ensayo cromatografica, que puede estar
formada por un Unico material apto para cromatografia, en caso dado en forma de tiras, en una variante de la
invencion. Sin embargo, la tira de ensayo cromatografica comprende preferentemente varias superficies con
actividad capilar dispuestas de manera solapante sobre una capa soporte, constituidas por materiales
cromatograficos iguales o diferentes, que estan en comunicacion fluida entre si, y forman de este modo un tramo de
transporte, a lo largo de las cuales puede circular un fluido, movido por fuerzas capilares, a través de todas las
zonas del elemento de ensayo. En este caso, como material cromatografico se puede emplear cualquier material
absorbente de liquido, poroso o capilar conocido, como por ejemplo celulosa y derivados de la misma, fibras de
vidrio, asi como vellones y tejidos constituidos por materiales sintéticos o naturales. Las tiras de ensayo
cromatograficas, que se pueden aplicar en el ambito de la presente invencion, se describen, a modo de ejemplo, en
el documento EP 0 699 906 A2, a cuya manifestacion se hace referencia expresamente en este caso.

Para posibilitar una determinacion del analito, a modo de ejemplo a base de un formato de ensayo competitivo o un
formato de ensayo tipo sandwich, los elementos de ensayo pueden comprender varias zonas limitables
espacialmente entre si, que cumplen preferentemente una funcién diferente y, en tanto sea necesario, estan dotadas
de diversos reactivos. En el ambito del procedimiento segun la invencion es especialmente preferente el empleo de
un elemento de ensayo que comprende (a) una primera zona, que esta configurada para el alojamiento de un agente
eluyente, (b) una segunda zona que comprende una substancia de control marcada, (c) una tercera zona, que esta
configurada para la deteccion optica del analito, y (d) una cuarta zona, que esta configurada para el alojamiento de
agente eluyente excedente.

El elemento de ensayo comprende preferentemente una zona terminal, que esta configurada para el alojamiento de
agente eluyente, y comprende habitualmente un material absorbente, como por ejemplo tejido o/y vellén. Tras
humectacion de esta zona con agente eluyente, en cuyo caso, en el ambito del procedimiento segun la invencion, se
trata de la mezcla de reaccion obtenida en la segunda zona del dispositivo de analisis microfluidico, constituida por
muestra que contiene analito, agente eluyente y componente de enlace especifico para el analito, el agente eluyente
migra a través de las diferentes zonas del elemento de ensayo. En este caso se puede utilizar ventajosamente la
accion capilar de los componentes aislados del elemento de ensayo, que estan dispuestos, o bien unidos entre si de
tal manera que se garantiza un flujo de agente eluyente ininterrumpido.

La zona configurada para la deteccién optica del analito comprende habitualmente varias secciones definidas, en las
que se pueden inmovilizar diferentes reactivos. En este aspecto, esta zona comprende preferentemente (a) una
seccion que esta configurada para la union de componente de enlace especifico para analito no enlazado, (b) una
seccion que esta configurada para la unién del complejo constituido por analito y componente de enlace especifico
para el analito, y (c) una seccion en la que se genera una sefial de control independientemente del analito. En este
caso, la zona configurada para la deteccion 6ptica del analito peude estar formada por uno o varios materiales, que
parezcan apropiados al especialista para los fines de la invencidon, como por ejemplo membranas de Nylon®,
nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno.

La seccion prevista para la unién del componente de enlace especifico para el analito no enlazado puede
comprender, a modo de ejemplo, analogos de analito inmovilizados, en especial polihaftenos, que capturan el
componente de enlace especifico para el analito, en caso dado marcado, a consecuencia de la formacién de un
complejo, en una posicion definida en el elemento de ensayo (linea de intercepcién), y de este modo evitan la
generacion de resultados falsos positivos. El complejo constituido por analito y componente de enlace especifico
para el analito no se inmoviliza habitualmente en la linea de intercepcion, ya que el analito bloquea los puntos de
unién necesarios a tal efecto en el componente de enlace especifico para el analito.

La seccion configurada para la formacion del complejo constituido por analito y componente de enlace especifico
para analito comprende preferentemente un componente de enlace especifico para el componente de enlace
especifico para el analito, que ocasiona una inmovilizacion del complejo constituido por analito y componente de
enlace especifico para el analito en una posicion predeterminada en el elemento de ensayo (linea de ensayo), y de
este modo posibilita una determinacién optica del analito. La inmovilizacion del complejo se efectua por regla general
a través de un punto de enlace libre del componente de enlace especifico para el analito, acompanando una
coloracion de la linea de ensayo una identificacion positiva de analito.

Para poder leer claramente la sefial en la linea de ensayo y excluir confusiones con la linea de intercepcion, la linea
de intercepcion se puede cubrir, en caso dado de modo apropiado. La seccién de control comprende
preferentemente un componente de enlace apropiado para la substancia de control de la segunda zona del elemento
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de ensayo en forma inmovilizada, mediante lo cual la substancia de control se inmoviliza en el caso de contacto con
su componente de enlace, y en una posicion predeterminada en el elemento de ensayo (linea de control) se genera
una sefial detectable. La linea de control se configura independientemente de la presencia de analito, y actia como
indicador para una funcionalidad inmejorable del elemento de ensayo. Agente eluyente excedente, que abandona la
zona del elemento de ensayo configurada para la deteccion optica del analito, se puede absorber en una zona del
elemento de ensayo configurada a proposito a tal efecto con ayuda de un material absorbente de liquido.

La determinacion de analito cualitativa y/o cuantitativa llevada a cabo en el ultimo paso del procedimiento segun la
invencion se puede efectuar de manera arbitraria. A tal efecto se pueden emplear en principio todos los métodos
para la identificacion de reacciones inmunolégicas conocidos por el estado de la técnica, que generan una sefal
mensurable, que se puede valorar, o bien leer manualmente o bajo empleo de medios apropiados. En el ambito de
la presente invencion se emplean preferentemente métodos de identificacion opticos, en especial métodos de
identificacion fotométricos o fluorimétricos. Segun la invencion es especialmente preferente una identificacion optica-
visual de analito.

En una variante preferente del procedimiento segun la invencién, el dispositivo de analisis microfluidico comprende,
ademas de las zonas citadas anteriormente, otra zona que comprende al menos una funcién de cronémetro para el
control temporal de los procesos, o bien reaccionas, que se desarrollan en el dispositivo de analisis. El concepto
»funcion de crondmetro®, como se emplea en el ambito de la presente invencion, designa un cronémetro que indica
al usuario, a modo de ejemplo mediante una sefial dptica y/o acustica, el final de un proceso que se desarrolla en el
dispositivo de analisis, en especial el final de una reaccion que se desarrolla en el dispositivo de analisis, y en caso
necesario puede hacer necesario otro paso de manejo del usuario, como por ejemplo el apretar un boton en el
dispositivo de analisis para la lectura del resultado de ensayo.

Por medio del cronémetro citado anteriormente se controla de modo especialmente preferente el tiempo de reaccion
entre el analito y el componente de enlace especifico para el analito en la segunda zona del dispositivo de analisis
microfluidico [paso (d)] oy el tiempo de determinacion de analito en el elemento de ensayo en la tercera zona del
dispositivo de analisis microfluidico [paso (f)], previendo el dispositivo de analisis microfluidico para cada uno de
ambos pasos preferentemente un cronémetro propio, y comprendiendo en este sentido dos crondmetros
independientes entre si.

En lo que se refiere al paso (d) del procedimiento segun la invencion, el cronémetro se pone en funcionamiento
habitualmente en el caso de introduccion del eluato, es decir, de la mezcla de muestra que contiene analito y agente
eluyente, en la segunda zona del dispositivo de analisis microfluidico. Este primer cronémetro indica al usuario que
la reaccion entre el analito y el componente de enlace especifico para el analito ha concluido, y con ello que se
puede iniciar el paso de la mezcla de la segunda a la tercera zona del dispositivo de analisis microfluidico.

En relacion con el paso (f), el crondmetro cronémetro se pone en funcionamiento habitualmente con el paso de la
mezcla de reaccion, constituida por muestra analitica, agente eluyente y componente de enlace especifico para el
analito, a la tercera zona del dispositivo de analisis microfluidico. Este segundo cronémetro esta ajustado de modo
que correlaciona con el tiempo de determinacion analitica en el elemento de ensayo, e indica al usuario que puede
leer el resultado del ensayo. En este sentido se pueden evitar resultados de ensayo falsos debidos a lectura
prematura del elemento de ensayo, asi como retrasos innecesarios en la valoracion debidos a tiempo de espera
demasiado largos.

Un crondmetro definido y constante se puede representar, entre otras, mediante una cromatografia que se lleva a
cabo junto con las reacciones que se desarrollan en el paso (d) y/o en el paso (f). A tal efecto se puede emplear, a
modo de ejemplo, una tira de ensayo de flujo lateral, que esta constituida por una o varias superficies con actividad
capilar dispuestas en yuxtaposicién, que estan en comunicacion fluida, y posibilitan un transporte de liquido
continuo. En una variante preferente, la tira de ensayo comprende al menos un colorante como indicador 6ptico, que
puede estar aplicado en diversas posiciones en la banda de ensayo y, debido a la dependencia del tiempo de
cromatografia del agente eluyente, tras un intervalo de tiempo definido, a modo de ejemplo mediante modificacion
de color y/o mediante aparicion en una ventana de lectura.

En tanto el dispositivo de analisis microfluidico comprenda un cronémetro para el control temporal de las reacciones
que se desarrollan en el dispositivo de andlisis, de modo preferente éste contiene adicionalmente medios para la
iniciacion, o bien actuacion del crondmetro, como por ejemplo al menos un agente eluyente apropiado para
aplicaciones cromatograficas. Estos medios para la iniciacion, o bien actuacion del crondmetro, pueden estar
alojados en una de las zonas del dispositivo de analisis microfluidico descritas anteriormente, o bien en otra zona,
separada de las mismas, considerandose preferente la Ultima variante. Los acondicionamientos alternativos del
dispositivo de analisis microfluidico, o bien sus zonas aisladas, surgen para el especialista basandose en su
conocimiento general, en combinacién con las anteriores explicaciones.

El procedimiento segun la invencion posibilita la determinacién de uno o varios analitos con sensitividad y
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especificidad elevadas. De este modo, segun la invencion es preferente determinar analitos con una especificidad de
al menos un 95 % o/y una sensitividad de al menos un 90 %. De modo mas preferente, la determinacion se efectua
con una especificidad de al menos un 98 % o/y una sensitividad de al menos un 95 %, de modo que por medio del
procedimiento descrito en este caso se puede identificar hasta un limite de identificacion inferior de
aproximadamente 1 ng/ml.

El procedimiento segun la invencion se puede emplear para la determinaciéon de cualquier substancia biolégica o
quimica que sea identificable por via inmunolégica. En este caso, el procedimiento aqui descrito se emplea
preferentemente para la identificacion de un analito seleccionado a partir del grupo constituido por anfetaminas,
metanfetaminas, cannabinoides, en especial Ag-tetrahidrocannabinol, opiaceos, en especial morfina, codeina o
dihidrocodeina, opioides, en especial heroina, alcaloides de tropano, en especial cocaina, o benzodiazepinas,
siendo especialmente preferentes A°-tetrahidrocannabinol y cocaina como analitos.

El analito puede proceder de cualquier fuente, como por ejemplo de una superficie de un objeto humectado con
al analito, o de un fluido corporal, como por ejemplo sangre total, plasma, suero, orina, saliva o sudor. Por medio
del procedimiento aqui descrito se determina preferentemente la presencia o/y la cantidad de un analito en una
muestra de sangre total, orina o saliva. La cantidad de muestra requerida para la puesta en practica del
procedimiento asciende de modo habitual de aproximadamente 5 ul a aproximadamente 500 ul, de modo
preferente de aproximadamente 10 pyl a aproximadamente 250 pl, y del modo mas preferente de
aproximadamente 30 ul a aproximadamente 150 pl.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un kit que se emplea preferentemente para la puesta en practica del
procedimiento descrito anteriormente, y comprende los siguientes componentes:

(a) un dispositivo de analisis microfluidico para la determinacion de un analito, que comprende:

(i) una primera zona que esta configurada para la introduccién de un elemento de extraccion de
muestras con analito absorbido en el mismo, y para la elucién del analito del elemento de
extraccion de muestras,

(ii) una segunda zona, que contiene un componente de enlace especifico para el analito, y que
esta unida a la primera zona mediante microcanales, etapas, ramificaciones o/y camaras, no
comprendiendo la segunda zona un elemento de ensayo util para la identificacion del analito,

(iii) una tercera zona, que comprende al menos un elemento de ensayo para la determinacion de
la presencia o/y de la cantidad de analito, y que estd unida a la segunda zona mediante
microcanales, etapas, ramificaciones o/y camaras,

(iv) en caso dado una cuarta zona que comprende un agente eluyente para la elucion del analito
del elemento de extraccion de muestras, y que presenta comunicacion fluida con la primera
zona,

(v) en caso dado una quinta zona que comprende al menos una funcién de cronémetro para el
control temporal de las reacciones que se desarrollan en el dispositivo de analisis, y

(vi) en caso dado una carcasa, y

(b) un elemento de extraccion de muestras que se introduce en el dispositivo de analisis microfluidico, y
comprende, en caso dado, un agente eluyente para la elucion del analito del elemento de extraccion de
muestras.

En lo que a acondicionamientos preferentes del dispositivo de analisis microfluidico contenido en el anterior Kkit,
del elemento de extraccion de muestras, asi como del elemento de ensayo, se remite a las explicaciones en
relacion con la descripcion del procedimiento segun la invencion.

La invencion se debe explicar mas detalladamente por medio de las siguientes figuras y ejemplos.
Descripcion de las figuras

Figura 1: representacion de una forma de ejecucion de un dispositivo de analisis microfluidico para la
puesta en practica del procedimiento segun la presente invencién, que comprende:

(a) una primera camara para la introduccién de un elemento de extraccién de muestras y para
la elucion de analito a partir del elemento de extraccion de muestras,

(b) cinco segundas camaras que contienen un componente de enlace especifico para el
analito, y que presentan comunicacion fluida con la primera camara,

(c) cinco tiras de ensayo para la determinacion de la presencia o/y de la cantidad de analito,
que presentan comunicacion fluida respectivamente con una de las segundas camaras,

(d) una reserva con agente eluyente, que presenta comunicacion fluida con la primera
camara, y

(e) dos crondmetros para el control temporal de las reacciones que se desarrollan en el
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dispositivo de analisis.

1A: introduccion de un elemento de extraccion de muestras en la primera camara del
dispositivo de analisis microfluidico,

1B: elucién del analito a partir del elemento de extraccion de muestras en la primera camara
por medio del agente eluyente contenido en la reserva,

1C: paso del eluato a la segunda camara y puesta en contacto con el componente de enlace
especifico para el analito, o bien el componente de enlace especifico para el analito,

1D: paso de la mezcla de reaccion a la tira de ensayo y determinacion del/de los analito(s).

Figura 2: seccion transversal de una forma de ejecucion de un elemento de ensayo para la puesta en
practica del procedimiento segun la presente invencién. El elemento de ensayo representado
en forma de una tira de ensayo comprende:

(a) una primera zona que comprende una substancia de control marcada, asi como, en caso
dado, otros reactivos,

(b) una segunda zona que esta configurada para la deteccion 6ptica del analito, y comprende
una linea de intercepcion, una linea de ensayo y una linea de control, y

(c) una tercera zona que esta configurada para el alojamiento de agente eluyente excedente.

Figura 3: dependencia de la sensitividad de la determinacion de A°-THC respecto al tiempo de reaccién
entre analito y componente de enlace especifico para el analito.

Figura 4: representacion de diversas tiras de ensayo con colorante aplicado sobre las mismas, que
posibilitan la determinacién de intervalos de tiempo definidos y constantes.

4A: tiras de ensayo con colorante inmovilizado, que modifica su color tras un intervalo de
tiempo definido,

4B: tiras de ensayo con colorante, que aparece en una ventana de lectura tras un intervalo de
tiempo definido.

Ejemplos
Ejemplo 1: Obtencién de inmunégeno de A’-THC

Se diluyeron 1,25 ml de una disoluciéon madre de acido A’-tetrahidrocannabindlico A (&cido 1-hidroxi-
(6aR,10aR)-6,6,9-trimetil-3-pentil-6a,7,8,10a-tetrahidrobenzo[c]cromen-2-carboxilico; firma Lipomed) en N,N-
dimetilformamida (concentracion: 100,8 mg/ml) con 8,75 ml de N,N-dimetilformamida a un volumen final de 10
ml (concentracion final: 12,6 mg/ml).

A continuacion se afiadieron 5 ml de esta disolucion diluida bajo agitacion a una disolucion acuosa de albumina
de suero vacuno (BSA), que se habia obtenido previamente mediante disolucion de 250 mg de albumina de
suero vacuno (firma Sigma Aldrich) en una mezcla de 25 ml de agua destilada y 2,5 ml de N,N-
dimetilformamida. Tras adicion de 6,3 ml de agua destilada a la mezcla de reaccion obtenida se afiadieron
sucesivamente los restantes 5 ml de la disolucion diluida de acido A°-tetrahidrocannabindlico A en N,N-
dimetilformamida descrita anteriormente, otros 6 ml de agua destilada, asi como 0,2 ml de una disolucién de
hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (firma Sigma Aldrich) en N,N-dimetilformamida
(concentracion 500 mg/ml).

El vaso de precipitados con la disolucidn contenida en el mismo se envolvié en [amina de aluminio y se agité en
un agitador magnético durante 24 horas a 5°C. A continuacion se transfirio la disolucion a un depdsito de dialisis
y se dializé durante un intervalo de tiempo de 4 dias a 5°C frente a una disolucion al 25 % de N,N-
dimetilformamida en agua. El producto de didlisis se sometié a ensayo por medio de inmunoelectroforesis.
Incubacién con un anticuerpo anti-BSA de cabra (firma Genetex), asi como bandas de precipitado, muestran
que el inmundgeno de A’-THC se diferencia de la banda de albumina de suero vacuno.

Ejemplo 2: obtencion de anticuerpos contra A°-THC

Se inmunizaron 20 ratones con el inmundgeno de A°-THC obtenido en el ejemplo 1 en adyuvante de Freund
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completo (firma Sigma Aldrich), ascendiendo la dosis para la primera y para cada inmunizacion adicional a 75
Mg de inmundgeno por animal en cada caso. Las inmunizaciones se efectuaron durante un intervalo de tiempo
de 6 meses en un intervalo de un mes respectivamente.

Los sueros obtenidos a partir de los ratones inmunizados se analizaron a Contlnua0|on en un ensayo en placas
de microtitracion para verificar la presencia de anticuerpos contra A%-THC. A tal efecto, las placas de
microtitracion revestidas con estreptavidina se incubaron en primer lugar con 10 ml de una disolucién de ING
tetrahidrocannabinol-[N’-biotinilaminocaproil-(3,6-dioxa-8- amlnooctll) amlda] en disolucién acuosa tamponada
con fosfato, que se habia obtenido previamente mediante reaccién de A°-tetrahidrocannabinolsuccinimidiléster y
N-(biotinilaminocaproil)-1,8-diamino-3,6-dioxaoctano (firma Applichem), y se incubd durante 12 h a 4°C.

Tras lavado con 20 ml de una disolucién al 0,05 % de Tween 20 en disolucién salina tamponada con fosfato se
incubaron las placas de microtitracion respectivamente durante 1 h a 20°C con 10 ml de sueros a analizar, y a
continuacién de nuevo con 20 ml de una disolucion al 0,05 % de Tween 20 en disoluciodn salina tamponada con
fosfato. Para la deteccion se incubd durante 1 h a 20°C con 10 ml de una disolucion de un conjugado de
peroxidasa e IgG anti-ratdn de conejo (firma Dako), se lavé con 20 ml de una disolucion al 0,05 % de Tween 20
en disolucion sallna tamponada con fosfato, y se mezclé con substrato Se seleccionaron sueros con una buena
afinidad frente a A°-THC para la obtencién de anticuerpos contra A°-THC.

Ejemplo 3: obtencién de un anticuerpo marcado con oro contra A°-THC

Se obtuvo sol de oro con un diametro de particula de 20 mm, determinado mediante espectroscopia de
correlacion de fotones, en a&uste al estado de la técnica (Frens, Nature (1973), 241, 20-22). El marcaje del
anticuerpo especifico para A”-THC obtenido en el ejemplo 2 con las particulas de oro se efectud coincidiendo
con procedimientos conocidos (Geoghegan et al., J. Immunol. Meth. (1980), 34, 11-31).

Ejemplo 4: influencia de 3-[3-(colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) sobre la sensitividad
en el agente eluyente

Se ajustod saliva de zona de almacenamiento (mezcla de salivas de CInCO personas) con una disolucion de A°-
THC diluida en metanol (firma Cerilliant) a una concentracion de A’-THC de 50 ng/ml. Acto seguido se
extrajeron 100 ul de esta saliva de zona de almacenamiento dotada con un elemento de extraccion de muestras
comercial (firma CopanFlock Technologies), y el elemento de extraccion de muestras se introdujo en la primera
camara de un dispositivo de analisis microfluidico, como se representa en la fig. 1.

A continuacién se mezclé el elemento de extraccion de muestras en la primera camara del dispositivo de
analisis microfluidico durante 20 segundos con cuatro disoluciones de 3-[3-(colamidopropil)dimetilamonio]-1-
propanosulfonato de concentraciones diferentes (firma Sigma Aldrich) en agua destilada, eluyéndose la muestra
del elemento de extraccion de muestras que contiene analito, y distribuyéndose de manera homogénea en el
agente eluyente.

La mezcla de muestra que contiene analito y agente eluyente se transfirié acto seguido a través de un sistema
capilar mlcrofIU|d|co auna segunda camara del dispositivo de analisis microfluidico, que contenia un anticuerpo
especifico para A°-THC segun el ejemplo 3, y se puso en contacto con el componente de enlace especifico para
el analito en estado estacionario durante un intervalo de tiempo de 120 a 180 segundos.

La geometria de la segunda camara, con una longitud de 3,2 cm, una anchura de 1 cm, y una altura de 2,1 mm,
estaba disefiada de tal manera que se obtuvo una gran superficie de difusidn entre el eluato y el componente de
enlace especifico para el analito presente en Ia superficie de fondo de la camara en forma desecada (disolucion
desecada del anticuerpo especifico para A°-THC en tampon carbonato 50 mM, pH 6). Las investigaciones
microscoépicas mostraron que, tras incubacién de la muestra que contiene analito con el componente de enlace
especifico para el analito no se presentaban residuos de componente de enlace especifico para el analito
desecado en la segunda camara.

Una vez concluida la fase estacionaria se transfirio la mezcla de reaccion a una tira de ensayo a través de un
sistema capilar microfluidico, y de este modo se inicié el proceso de cromatografia. El desarrollo del ensayo
completo duré 5 a 10 minutos. Los resultados de las cuatro determinaciones se representan en la tabla 1:
Tabla 1
Concentracién de CHAPS en el agente eluyente (% en peso) (0% [0.01% |0.1% |1.0%
Intensidad de sefial para A°-THC 0 1 6 3

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2559977 T3

Como se desprende de la tabla 1, la elucién con disoluciones de CHAPS de diferente concentracion en agua
conduce a un desarrollo de sefial diferente en la linea de ensayo de la tira de ensayo cromatografica. La escala de
intensidad de sefial comprende 9 unidades, considerandose negativas las sefiales en el intervalo de 0-3, ligeramente
positivas las sefales en el intervalo de 4-5, y positivas las sefiales en el intervalo de > 6. En particular se muestra
que se produce un aumento de la sensitividad de la determinacién de analito a partir de una concentracién de un
0,01 % en peso de CHAPS en el agente eluyente. La mejor sensitividad se puede conseguir con una concentracion
de un 0,1 % en peso de CHAPS en el agente eluyente.

Ejemplo 5: influencia del entremezclado de analito y agente eluyente sobre la sensitividad

Se ajustod saliva de zona de almacenamiento (mezcla de salivas de CInCO personas) con una disolucion de A°-
THC diluida en metanol (firma Cerilliant) a una concentracion de A°-THC de 200 ng/ml. Acto seguido se
extrajeron 300 pl de esta saliva de zona de almacenamiento dotada con un elemento de extraccion de muestras
comercial (firma CopanFlock Technologies), y el elemento de extraccion de muestras se introdujo en la primera
camara de un dispositivo de analisis microfluidico, como se representa en la fig. 1.

A continuacién se mezclé el elemento de extraccion de muestras en la primera camara del dispositivo de
analisis microfluidico durante 40 segundos con 900 pl de agente eluyente (25 mM Tris con 0,5 % de colato),
eluyéndose la muestra del elemento de extraccion de muestras que contiene analito. A continuacién se formo
una mezcla homogénea de muestra que contiene analito y agente eluyente en la primera camara, bajo empleo
de una estructura de mezclado microfluidica; en un ensayo comparativo se prescindid de una distribucion
homogénea de analito en el agente eluyente.

La mezcla de muestra que contiene analito y agente eIuyente se transfirié acto seguido a una segunda camara,
que contenia un anticuerpo especifico para A°-THC segun el ejemplo 3, y se puso en contacto con el
componente de enlace especifico para el analito en estado estacionario durante un intervalo de tiempo de 120 a
180 segundos.

La geometria de la segunda camara, con una longitud de 3,2 cm, una anchura de 1 cm, y una altura de 2,1 mm,
estaba disefiada de tal manera que se obtuvo una gran superficie de difusidn entre el eluato y el componente de
enlace especifico para el analito presente en Ia superficie de fondo de la camara en forma desecada (disolucion
desecada del anticuerpo especifico para A°-THC en tampon carbonato 50 mM, pH 6). Las investigaciones
microscoépicas mostraron que, tras incubacién de la muestra que contiene analito con el componente de enlace
especifico para el analito no se presentaban residuos de componente de enlace especifico para el analito
desecado en la segunda camara.

Una vez concluida la fase estacionaria se transfirio la mezcla de reaccion a una tira de ensayo a través de un
sistema capilar microfluidico, y de este modo se inicié el proceso de cromatografia. El desarrollo del ensayo
completo duré 5 a 10 minutos. En este caso se mostré que el diferente entremezclado de muestra que contiene
analito y agente eluyente en la primera camara del dispositivo de analisis microfluidico conduce a un desarrollo
de sefial de diferente intensidad en la linea de ensayo de la tira de ensayo cromatografica.

La escala de intensidad de sefial comprende 9 unidades, considerandose negativas las sefiales en el intervalo de 0-
3, ligeramente positivas las sefales en el intervalo de 4-5, y positivas las sefales en el intervalo de > 6. La carga con
la mezcla homogénea de muestra que contiene analito y agente eluyente mostraba una intensidad de sefial de siete
unidades, mientras que la carga comparativa no entremezclada dié por resultado una intensidad de sefal
significativamente mas débil, tnicamente de dos unidades.

Ejemplo 6: influencia del tiempo de incubacion de analito y componente de enlace especifico para el analito sobre la
sensitividad

Se ajustod saliva de zona de almacenamiento (mezcla de salivas de CInCO personas) con una disolucion de A°-
THC diluida en metanol (firma Cerilliant) a una concentracion de A’-THC de 50 ng/ml. Acto seguido se
extrajeron 100 pl de esta saliva de zona de almacenamiento dotada con un elemento de extraccion de muestras
comercial (firma CopanFlock Technologies), y el elemento de extraccion de muestras se introdujo en la primera
camara de un dispositivo de analisis microfluidico, como se representa en la fig. 1.

A continuacién se mezclé el elemento de extraccion de muestras en la primera camara del dispositivo de
analisis microfluidico durante 20 segundos con agente eluyente (agua destilada), eluyéndose la muestra que
contiene analito del primer elemento de extraccion de muestras y distribuyéndose de manera homogénea en el
agente eluyente.
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La mezcla de muestra que contiene analito y agente eluyente se transfirid acto seguido a una segunda camara
del dispositivo de analisis microfluidico, que contenia un anticuerpo especifico para A°-THC segun el ejemplo 3,
a través de un sistema capilar microfluidico, y se puso en contacto con el componente de enlace especifico para
el analito en estado estacionario durante diferentes intervalos de tiempo (tiempo de incubacion).

La geometria de la segunda camara, con una longitud de 3,2 cm, una anchura de 1 cm, y una altura de 2,1 mm,
estaba disefiada de tal manera que se obtuvo una gran superficie de difusion entre el eluato y el componente de
enlace especifico para el analito presente en la superficie de fondo de la camara en forma desecada (disolucion
desecada del anticuerpo especifico para A°-THC en tampon carbonato 50 mM, pH 6). Las investigaciones
microscépicas mostraron que, tras incubacién de la muestra que contiene analito con el componente de enlace
especifico para el analito no se presentaban residuos de componente de enlace especifico para el analito
desecado en la segunda camara.

Una vez concluida la fase estacionaria se transfirio la mezcla de reaccion a una tira de ensayo a través de un
sistema capilar microfluidico, y de este modo se inicié el proceso de cromatografia. El desarrollo del ensayo
completo dur6 5 a 10 minutos. Los resultados de las cuatro determinaciones, que se pueden efectuar
visualmente o bajo empleo de un correspondiente aparato de lectura, se representan en la figura 3.

Como se desprende de la figura 3, diferentes tiempos de incubacion en la segunda camara del dispositivo de
analisis microfluidico conducen a un desarrollo de sefial de diferente intensidad en la linea de ensayo de la tira
de ensayo cromatografica. La escala de intensidad de sefial (eje y) comprende 9 unidades, considerandose
negativas las sefales en el intervalo de 0-3, ligeramente positivas las sefiales en el intervalo de 4-5, y positivas las
sefiales en el intervalo de > 6. El tiempo de incubacion (eje x) se indica en minutos. Se muestra que se puede
aumentar claramente la sensitividad, y se alcanza un 6ptimo en aproximadamente 3 minutos, mediante ajuste de un
tiempo de incubacién de 2 minutos.

Ejemplo 7: puesta a disposicion de funciones de crondmetro definidas y constantes

Para la puesta a disposicién un dispositivo de analisis microfluidico con funciones de cronémetro definidas y
constantes se disolvié el indicador de pH azul de bromotimol (firma Sigma) en tampdn citrato 1 mM, pH 5,0 (firma
Sigma), y se ajustd a una concentracion de 1 mg/ml. Esta disolucion se aplicd a continuacion a una tira de ensayo
cromatografica en una posicion determinada previamente. Mediante aplicacion de 20 mM Tris-tampon, pH 8,5 (firma
Sigma) en un extremo de la tira de ensayo se inici6 la cromatografia.

Una vez transcurrido un intervalo de tiempo definido, el agente eluyente alcanzé la zona de la tira de ensayo
marcada con azul de bromotimol, modificandose el color del indicador de pH de amarillo a azul. El viraje de color
indica al usuario el final de un intervalo de tiempo definido, que es dependiente del posicionado previo de la
disolucion de colorante en la tira de ensayo. La figura 4A muestra tres tiras de ensayo, que definen un intervalo de
tiempo de 1 minuto, 2 minutos, o bien 3 minutos, debido a diferente posicionado de la disolucién de colorante.

En una variante se empled como colorante azul de metilo (firma Sigma), que se elabor6 en proporcién 1 : 10 en
agua destilada. Esta disolucion se aplicé a continuacion sobre una tira de ensayo cromatografica en una posicion
predeterminada. Mediante aplicacion de agua destilada en un extremo de la tira de ensayo se inici6 la cromatografia.

Tras un cierto tiempo, el agente eluyente alcanzd la zona de la tira de ensayo marcada con azul de metilo,
transportandose concomitantemente el colorante por el agente eluyente, y moviéndose hasta una ventana de
lectura. La ventana de lectura indica al usuario el final de un intervalo de tiempo definido, que es dependiente del
posicionado de la ventana de lectura en una tira de ensayo. La figura 4B muestra tal tira de ensayo antes del inicio
de la cromatografia (1), o bien tras un tiempo de cromatografia de aproximadamente 8 minutos (2).
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REIVINDICACIONES
1.- Procedimiento para la determinacién de un analito, que comprende los pasos:

(a) puesta a disposicion de un dispositivo de analisis microfluidico, que comprende al menos una primera,
una segunda y una tercera zona, estando unida la primera zona con la segunda zona y la segunda
zona con la tercera zona por medio de microcanales, etapas, ramificaciones y/o camaras,

(b) toma de una muestra que contiene el analito de una superficie de muestra con un elemento de
extraccion de muestras,

(c) introduccion del elemento de extraccion de muestras en la primera zona del dispositivo de analisis
microfluidico, y elucion del analito en la primera zona con un agente eluyente,

(d) transferencia del eluato obtenido en el paso (c) a la segunda zona del dispositivo de analisis
microfluidico y puesta en contacto del eluato con un componente de enlace especifico para el analito
alojado en la segunda zona durante un intervalo de tiempo de al menos 3 segundos en ausencia de un
elemento de ensayo Util para la identificacion del analito, efectuandose un enlace del analito en el
componente de enlace especifico para el analito,

(e) transferencia de la mezcla obtenida en el paso (d) a la tercera zona del dispositivo de analisis
microfluidico, y puesta en contacto de la mezcla con al menos un elemento de ensayo alojado en la
tercera zona, util para la determinacion del analito, y

(f) determinacion de la presencia y/o de la cantidad de analito en el elemento de ensayo.

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que se emplea un elemento de extraccion de
muestras que comprende un indicador de volumen, mostrando el indicador de volumen al usuario si se tomé un
volumen de muestra suficiente para la determinacion del analito.

3.- Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que el agente eluyente se aloja en el
elemento de extraccion de muestras o/y en una cuarta zona de la instalacion de analisis microfluidica.

4.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que se emplea un agente eluyente
que comprende

(a) una disolucion tampon acuosa, y
(b) en caso dado una proteina, una mezcla de proteinas, un hidrato de carbono, un alcohol sacarico, un
detergente y/o un disolvente organico.

5.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que se emplea como componente
de enlace especifico para el analito un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo funcional, y comprende, en
caso dado, un marcaje detectable 6pticamente, en especial un marcaje metalico.

6.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que el componente de enlace
especifico para el analito se disuelve en el caso de introduccién de eluato obtenido en el paso (c) en la segunda
zona del dispositivo de analisis microfluidico, y se distribuye en la disolucion de manera homogénea.

7.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que la reaccion entre el analito y el
componente de enlace especifico para el analito en el paso (d) se lleva a cabo durante un intervalo de tiempo de
aproximadamente 5 segundos hasta aproximadamente 600 segundos, en especial de aproximadamente 90
segundos hasta aproximadamente 240 segundos.

8.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que la reaccion entre el analito y el
componente de enlace especifico para el analito en el paso (d) se lleva a cabo en fase estacionaria.

9.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que como elemento de ensayo se
emplea una tira de ensayo cromatografica.

10.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que la determinacién del analito
en el paso (f) se efectia de manera 6ptica, en especial 6ptica-visual.

11.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado por que la duracion del paso (d) y/o
del paso (f) se controla a través de al menos un cronémetro integrado en el dispositivo de analisis microfluidico,
en especial dos cronémetros integrados en el dispositivo de analisis microfluidico.

12.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que como analito se emplea
una anfetamina, una metanfetamina, un cannabinoide, en especial Ag-tetrahidrocannabinol, un opiaceo, en
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especial morfina, codeina o dihidrocodeina, un opioide, en especial heroina, un alcaloide de tropano, en
especial cocaina, o una benzodiazepina.

13.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por que como muestra se emplea
un fluido corporal, en especial sangre, orina o saliva.

14.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado por que se emplea una muestra con
un volumen de aproximadamente 5 ul a aproximadamente 500 pl, en especial de aproximadamente 30 ul a
aproximadamente 150 pl.

15.- Kit, en especial para la puesta en practica del procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 14, que
comprende:

(a) un dispositivo de analisis microfluidico para la determinacion de un analito, que comprende:

(b)

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)
(vi)

una primera zona que esta configurada para la introduccién de un elemento de extraccion de
muestras con analito absorbido en el mismo, y para la elucién del analito del elemento de
extraccion de muestras,

una segunda zona, que contiene un componente de enlace especifico para el analito, y que
esta unida a la primera zona mediante microcanales, etapas, ramificaciones o/y camaras, no
comprendiendo la segunda zona un elemento de ensayo util para la identificacion del analito,
una tercera zona, que comprende al menos un elemento de ensayo para la determinacion de
la presencia o/y de la cantidad de analito, y que estd unida a la segunda zona mediante
microcanales, etapas, ramificaciones o/y camaras,

en caso dado una cuarta zona que comprende un agente eluyente para la elucion del analito
del elemento de extraccion de muestras, y que presenta comunicacion fluida con la primera
zona,

en caso dado una quinta zona que comprende al menos una funcién de cronémetro para el
control temporal de las reacciones que se desarrollan en el dispositivo de analisis, y

en caso dado una carcasa, y

un elemento de extraccion de muestras que se puede alojar en el dispositivo de analisis microfluidico, y
comprende, en caso dado, un agente eluyente para la elucién del analito del elemento de extraccion de
muestras.
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Fig. 1C
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