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DESCRIPCION
Método y aparato para realizar ensayos
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un método y a un aparato para realizar ensayos; y mas particularmente se refiere
a un método y a un aparato para realizar ensayos quimicos, bioldgicos o bioquimicos usando tecnologia
microfluidica.

2. Breve descripcion de la técnica relacionada

Uno de los factores principales que afectan a la calidad de los datos de un sistema multiplexado es la reactividad
cruzada bioldgica, que se provoca cuando se mezclan multiples analitos y un coctel de deteccion de multiples
reactivos en un unico recipiente de reaccion. Por ejemplo, en un ensayo de proteinas, el mezclado de analitos
(proteinas) y el coctel de deteccion (anticuerpos marcados) puede dar como resultado reacciones cruzadas
secundarias no intencionadas o interferencia que distorsionan las mediciones y comprometen gravemente la calidad
de los datos. Esta reactividad cruzada bioldgica puede mitigarse intentando disefar el ensayo con componentes que
no reaccionan negativamente; sin embargo, este se vuelve cada vez menos practico y mas dificil (debido al alto
numero de variables introducidas) a medida que aumenta el nivel de multiplex. Ademas, incluso para conjuntos de
anticuerpos en el ensayo con componentes que no reaccionan negativamente, el resultado multiplexado es todavia
normalmente [inferior al éptimo] en relacién con el rendimiento de uno cualquiera de los componentes individuales,
debido a la aplicacién de un tampoén de ensayo comun por todos los anticuerpos, que normalmente no es el tampoén
6ptimo con respecto al pH, la salinidad, etc. para cada uno de los anticuerpos.

El documento W02009/012340 se refiere a dispositivos, a métodos y a sistemas para detectar una molécula diana
en un componente fluidico de una muestra fluidica.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona un método nuevo y Unico segun la reivindicacion 17 y un aparato segun la
reivindicacion 1 para realizar un ensayo quimico, bioquimico o biolégico en una muestra, incluyendo un ensayo
biolégico, por ejemplo, en una muestra de un paciente, tal como suero, plasma, liquido cefalorraquideo, orina,
sangre, etc.

Segun algunas realizaciones de la presente invencion, el aparato puede adoptar la forma de un dispositivo o aparato
de ensayo que comprende: un cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico que contiene al menos un pocillo de
entrada de muestra configurado para recibir una muestra; y una subunidad microfluidica asociada con el cartucho de
ensayo microfluidico y que comprende canales microfluidicos, microvalvulas y al menos un canal de aislamiento
independiente y aislado fluidicamente, y al menos un elemento hueco, incluyendo por ejemplo al menos un cilindro,
tubo o particula de vidrio hueco. El al menos un elemento hueco puede estar funcionalizado con un resto o
moléculas de captura para formar al menos un recipiente de reaccion. Los canales microfluidicos y las microvalvulas
pueden estar configurados para responder a sefializacion que contiene informacién sobre la realizacion del ensayo y
para recibir de manera controlable la muestra y al menos un reactivo en el al menos un recipiente de reaccion, y
para proporcionar desde el al menos un recipiente de reaccion luz que contiene informacion sobre el ensayo
realizado en la muestra dentro del al menos un recipiente de reacciéon como resultado de dicho al menos un reactivo.

A modo de ejemplo, los canales microfluidicos y las microvalvulas también pueden estar configurados para
responder a la sefializacion que contiene informacion sobre la realizacion del ensayo y para introducir en el al menos
un recipiente de reaccion alguna combinacion de las siguientes:

reactivos de ensayo, incluyendo una pluralidad de reactivos, tales como anticuerpos marcados,

reactivos, incluyendo un sustrato enzimatico, para producir una sefial luminosa emitida, e

introducir una disolucién de lavado para eliminar cualquier proteina o anticuerpo unido de manera inespecifica y/o
hidratar reactivos secos con un tampoén;

pudiendo estar configurado el al menos un recipiente de reacciéon para permitir que tengan lugar reacciones
quimicas para realizar el ensayo, y para proporcionar luz emitida que contiene informacion sobre el ensayo realizado
que debe interrogarse, basandose al menos parcialmente en la sefializacion recibida.

Segun algunas realizaciones, la presente invenciéon puede comprender una o mas de las siguientes caracteristicas:
la subunidad microfluidica puede estar configurada para contener a bordo los reactivos de ensayo, incluyendo la
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pluralidad de reactivos, tales como anticuerpos marcados, para contener a bordo los reactivos tales como un
sustrato enzimatico para producir la sefal luminosa emitida, y/o a bordo la disoluciéon de lavado para eliminar
cualquier proteina o anticuerpo unido de manera inespecifica. Estas subunidades microfluidicas también pueden
estar configuradas de modo que los reactivos a bordo, tales como los definidos anteriormente, estén contenidos en
una forma deshidratada, y se rehidraten mediante sefiales de control al sistema microfluidico que introduce fluidos
tampon en dichos reactivos deshidratados. También se conciben realizaciones en las que los reactivos de ensayo, €l
sustrato enzimatico o la disolucion de lavado no estan contenidos a bordo, sino que en su lugar forman parte de otro
dispositivo, aparato o equipo y se proporcionan al dispositivo de ensayo o aparato. El aparato puede estar
configurado con al menos un receptaculo de residuos a bordo comun o receptaculos de residuos a bordo
individuales que estan configurados para capturar la disoluciéon de lavado, junto con proteinas o anticuerpos unidos
de manera inespecifica. El cartucho de ensayo microfluidico puede estar configurado para ser desechable. El
aparato puede comprender un sistema de deteccion configurado para responder a la sefial luminosa emitida
proporcionada desde al menos un recipiente de reaccion, y proporcionar una sefial que contiene informacién sobre
el ensayo realizado en relacion con el al menos un recipiente de reaccion. El aparato puede comprender un
controlador configurado para ejecutar un cédigo de programa informatico y para proporcionar la sefializacion a los
canales microfluidicos y las microvalvulas con el fin de realizar el ensayo. Cada una de las series de canales
microfluidicos puede estar configurada para corresponderse con uno respectivo del al menos un pocillo de entrada
de muestra. También se conciben realizaciones para algunos ensayos, en las que el lavado es opcional, y solo se
introducen los reactivos de ensayo y el sustrato enzimatico, pero no el lavado. El al menos un recipiente de reaccion
puede estar contenido en un canal que puede estar configurado para llevar a cabo ensayos independientes,
pudiendo entenderse que el canal es independiente y esta aislado fluidicamente de otros canales para eliminar
sustancialmente la reactividad cruzada entre los ensayos realizados en los respectivos canales. El al menos un
recipiente de reaccién contenido en cada canal de aislamiento puede estar funcionalizado con el mismo resto de
captura o las mismas moléculas de captura; o el al menos un recipiente de reaccién contenido en cada canal de
aislamiento puede estar cada uno funcionalizado con un resto de captura diferente o moléculas de captura
diferentes; o alguna combinacién de los mismos. El al menos un elemento hueco puede estar configurado como
panal de abeja con multiples cavidades o camaras axiales. El al menos un reactivo puede comprender una
pluralidad de reactivos.

Segun algunas realizaciones de la presente invencion, el aparato puede adoptar la forma de un controlador que
puede estar configurado para controlar el rendimiento de un ensayo mediante un dispositivo de ensayo que
comprende un cartucho de ensayo microfluidico que contiene al menos un pocillo de entrada de muestra
configurado para recibir una muestra; y una subunidad microfluidica asociada con el cartucho de ensayo
microfluidico y que comprende canales microfluidicos, microvalvulas y al menos un elemento hueco, estando
funcionalizado el al menos un elemento hueco con un resto o moléculas de captura para formar al menos un
recipiente de reaccion.

En esta realizacion, el controlador puede comprender:

al menos un procesador y al menos un dispositivo de memoria, que incluye un cédigo de programa informatico; el al
menos un dispositivo de memoria y el cédigo de programa informatico pueden estar configurados, con el al menos
un procesador, para provocar que el controlador proporcione al menos sefalizacion que contiene informacién sobre
la realizacion del ensayo biolégico a los canales microfluidicos y las microvalvulas, estando configurados los canales
microfluidicos y las microvalvulas para responder a la sefializacion, para dirigir la muestra desde el al menos un
pocillo de entrada de muestra al al menos un recipiente de reaccion, y para introducir en el al menos un recipiente de
reaccion al menos un reactivo, para proporcionar desde el al menos un recipiente de reacciéon luz que contiene
informacion sobre el ensayo realizado en la muestra dentro del al menos un recipiente de reaccién como resultado
del al menos un reactivo.

Segun algunas realizaciones, la presente invencion también puede adoptar la forma de un método para realizar el
proceso de ensayo usando una técnica de separacion nueva y Unica consistente con lo expuesto anteriormente. El
método puede implementarse proporcionando los medios expuestos anteriormente para separar automaticamente
componentes en los que pueden producirse reacciones cruzadas negativas, y empleando el cartucho o dispositivo
de ensayo microfluidico que automatizara algunas de las etapas manuales asociadas normalmente con estos tipos
de pruebas. La técnica de separacion expuesta en el presente documento para realizar el proceso de ensayo
minimizara sustancialmente la necesidad de disefio en torno a la reactividad cruzada. A modo de ejemplo, el método
puede comprender alguna combinacién de las siguientes:

funcionalizar al menos un elemento hueco reticulando quimicamente o adhiriendo pasivamente un anticuerpo de
captura especifico para un analito diana de interés sobre la superficie del elemento hueco;

introducir un volumen preciso de una muestra, que pueden contener una muestra de un paciente, incluyendo suero,
plasma, liquido cefalorraquideo, orina, sangre, etc., haciendo fluir la muestra al interior de un canal que contiene al
menos un recipiente de reaccion, incluyendo mediante presion o bien positiva o bien negativa, tiempo durante el cual
el analito diana de interés se retiene gracias a la union especifica al anticuerpo de captura recubierto sobre la
superficie del al menos un recipiente de reaccion,
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enjuagar el o recipiente de reaccion con una disolucion tampoén para eliminar mediante lavado los analitos diana no
unidos (por ejemplo, proteina);

o bien hacer fluir un segundo anticuerpo, denominado anticuerpo de deteccién basandose al menos parcialmente en
el hecho de que el anticuerpo de deteccion esta acoplado a una etiqueta (conjugado) fluorescente que puede emitir
una sefial luminosa, tras lo cual el anticuerpo de deteccidon se une al analito diana retenido sobre la superficie del al
menos un recipiente de reaccion por medio del anticuerpo de captura, o bien alternativamente hacer fluir un segundo
anticuerpo sin un conjugado fluorescente, enjuagar el recipiente de reaccién con un tampon para eliminar mediante
lavado el anticuerpo de deteccion no unido, y entonces afiadir un conjugado fluorescente en una etapa posterior;

enjuagar el recipiente de reaccion con una disolucion tampén para eliminar cualquier conjuntado fluorescente no
unido,

irradiar una etiqueta quimica fluorescente con una longitud de onda de excitacion apropiada sobre el recipiente de
reaccion;

detectar una cantidad de luz fluorescente emitida por el anticuerpo de deteccion marcado como resultado de la
irradiacion; y

cuantificar una cantidad del analito diana capturado por la cantidad de luz fluorescente emitida por el anticuerpo de
deteccion marcado como resultado de la irradiacion de la etiqueta quimica fluorescente con la longitud de onda de
excitacion apropiada sobre el recipiente de reaccion, siendo la cantidad de analito en la superficie de recipiente de
reaccion proporcional a la cantidad de luz emitida por el anticuerpo de detecciéon marcado de manera fluorescente, y
por tanto es directamente proporcional a la cantidad de analito dentro de la muestra del paciente.

Segun algunas realizaciones, la presente invencion también puede adoptar la forma de un aparato consistente con
lo descrito anteriormente, pero en el que los canales microfluidicos estan configurados para responder a un impulso
de control que contiene informacién sobre la realizaciéon del ensayo y para recibir la muestra y al menos un reactivo
en el recipiente de reaccion. A modo de ejemplo, el impulso de control puede adoptar la forma de al menos una
sefial de control que provoca que conductos de control neumatico abran o cierren microvalvulas dispuestas en
relacion con el microcanal que provoca que la muestra y el al menos un reactivo fluyan al interior del al menos un
recipiente de reaccion con el fin de realizar el ensayo; o alternativamente que provoca que un dispositivo dispuesto
en relacién con el microcanal proporcione presion positiva o negativa en el microcanal que provoca que la muestra y
el al menos un reactivo fluyan al interior del al menos un recipiente de reaccién con el fin de realizar el ensayo.

También se conciben realizaciones dentro del espiritu de la presente invencion en las que, en lugar de usar al
menos un elemento hueco que tiene un resto o moléculas de captura, pueden usarse microparticulas codificadas o
no codificadas que tienen una superficie externa funcionalizada, por ejemplo mediante recubrimiento, con el resto o
las moléculas de captura , consistente con lo dado a conocer en el documento con nimero de serie 12/945.549,
presentado el 12 de noviembre de 2010, que se incorpora por la presente mediante referencia en su totalidad.

Ventajas

La presente invencién emplea un recipiente de reaccién novedoso que, por si mismo, posibilita una fabricacion de
muy bajo coste, un tiempo de reaccion rapido, un volumen de muestra bajo, una alta sensibilidad y un gran intervalo
dinamico. El recipiente de reaccién hueco novedoso puede adoptar la forma del al menos un elemento hueco que se
ha funcionalizado con el resto de captura o las moléculas de captura.

Las ventajas de las realizaciones de la presente invencion incluyen minimizar sustancialmente la necesidad de
disefio en torno a la reactividad cruzada proporcionando un medio para separar automaticamente componentes en
los que se producen reacciones cruzadas negativas. Adicionalmente, este dispositivo de ensayo mejorara la facilidad
de uso empleando un cartucho de ensayo microfluidico desechable que automatizara algunas de las etapas
manuales asociadas normalmente con estos tipos de pruebas. Este dispositivo de ensayo optimizara las condiciones
de tamponamiento para producir ensayos optimizados independientemente. Las condiciones de tamponamiento
optimizadas pueden incluir la optimizacion en relaciéon con el pH, la salinidad o ambos. Este dispositivo de ensayo
también permitira diluir independientemente las muestras con disolucién tampdn con respecto a cada canal.

El propésito de la presente invencién es suministrar un aparato o un método que proporcione ensayos de multiples
muestras, multiplex, con calidad de los datos que esté mejorado significativamente con respecto a los métodos
actuales, mientras que al mismo tiempo proporcionar una mayor facilidad de uso.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos, que no estan dibujados necesariamente a escala, incluyen las siguientes Figuras:
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La Figura 1 incluye lo siguiente: la Figuras 1(a) que muestra un cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico segun
algunas realizaciones de la presente invencion; la Figura 1 (b) que muestra una subunidad microfluidica
correspondiente a al menos un pocillo de entrada de muestra del cartucho microfluidico mostrado en la Figura 1(a)
segun algunas realizaciones de la presente invencion; y la Figura 1 (c) que muestra un diagrama de flujo que tiene
etapas para realizar un ensayo bioldgico, por ejemplo, usando la combinacion del cartucho o dispositivo de ensayo
microfluidico mostrado en la Figura 1 (a) y la subunidad microfluidica mostrada en la Figura 1 (c).

La Figura 2 es un diagrama que muestra un detalle de un canal de aislamiento con un recipiente de reaccion
incrustado que forma parte de la subunidad microfluidica mostrada en la Figura 1 (b) segun algunas realizaciones de
la presente invencion.

La Figura 3 muestra la geometria de canal de un canal de aislamiento que puede formar parte de la subunidad
microfluidica mostrada en la Figura 1(b) segun algunas realizaciones de la presente invencion, incluyendo la Figura
3a que muestra una fotografia ampliada de ejemplos de canales cuadrados, un canal llenado parcialmente y un
canal neumatico; la Figura 3b que muestra un ejemplo de un canal que no tiene ningun relleno; la Figura 3c que
muestra un ejemplo de un canal que tiene un relleno del 20%; la Figura 3d que muestra un ejemplo de un canal que
tiene un relleno del 60%; la Figura 3e(1) que muestra un diagrama de un elemento hueco encajado dentro de las
paredes del canal de aislamiento mirando desde arriba; la Figura 3e(2) que muestra un diagrama del elemento
hueco encajado dentro de las paredes del canal de aislamiento mostrado en la Figura 3e(1) mirando desde el
extremo a lo largo del eje longitudinal del elemento hueco; la Figura 3f(1) que muestra un diagrama de un elemento
hueco encajado dentro de las paredes del canal de aislamiento con material de relleno mirando desde arriba; la
Figura 3f(2) que muestra un diagrama del elemento hueco encajado dentro de paredes del canal de aislamiento con
relleno mostrado en la Figura 3f(1) mirando desde el extremo a lo largo del eje longitudinal del elemento hueco; y la
Figura 3g es una matriz de seleccioén de epoxi que muestra filas de epoxi en relacidon con columnas de parametros,
incluyendo la indicacion del tipo, la viscosidad, disponible, fluorescencia, método de curado, comentario y aceptable.

La Figura 4 muestra una fotografia ampliada de un ejemplo de una bomba accionada neumaticamente que tiene
valvulas, un piston, un canal fluidico y conductos neumaticos segun algunas realizaciones de la presente invencion.

La Figura 5 muestra un ejemplo de la operacién de bombeo en relacion con valvulas y un pistdn dispuesto entre un
depdsito de entrada y un destino segun algunas realizaciones de la presente invencion.

La Figura 6a(1) muestra un ejemplo de una arquitectura cuadruplex con control de bombeo independiente y
depdsitos de residuos individuales segun algunas realizaciones de la presente invencion; la Figura 6a(2) muestra un
ejemplo de estados normalmente cerrados (NC, normally closed) (accionados a vacio) para bombeo de tampoén (1
ciclo completo) para la arquitectura cuadruple mostrada en la Figura 6a(1) segun algunas realizaciones de la
presente invencion; la Figura 6b muestra un ejemplo de una arquitectura cuadruplex con control de bombeo
independiente y un depdsito de residuos comun segun algunas realizaciones de la presente invencion; la Figura 6¢
muestra un ejemplo de una arquitectura cuadruplex con un control de bombeo comun, un depdsito de residuos
comun y un canal de derivacion segun algunas realizaciones de la presente invencion; y la Figura 6d muestra un
ejemplo de una arquitectura cuadruplex con un control de bombeo comun, un depésito de residuos comun, un canal
de derivacion y un canal de rehidrataciéon de anticuerpo segun algunas realizaciones de la presente invencion.

La Figura 7 incluye los siguiente: la Figuras 7a es una fotografia de un chip microfluidico segun algunas
realizaciones de la presente invencion; la Figura 7b muestra una vista ampliada y aumentada de tres recipientes de
reaccion incrustados en un canal de aislamiento del chip microfluidico mostrado en la Figura 7a segun algunas
realizaciones de la presente invencion; la Figura 7c(1) es un grafico de cuentas por segundo frente al tiempo de una
evolucion de la sefial en tiempo real debido a la unién de un Ab secundario (IL6) a un antigeno capturado dentro de
tres recipientes de reaccion incrustados; la Figura 7c(2) muestra imagenes de fluorescencia de tres recipientes de
reaccion incrustados tras 15 minutos; y la Figura 7d muestra un grafico de la intensidad de fluorescencia media por
segundo frente a IL6 en picogramos/mililitro en relacion con las curvas de dosis-respuesta para un ensayo de
intercalacion de IL6 realizado en recipientes de reaccion en modo discontinuo.

La Figura 8 incluye lo siguiente: la Figuras 8a que es una vista de un elemento hueco que tiene una configuracion de
panal de abeja de forma hexagonal con multiples cavidades o camaras de reaccién segun algunas realizaciones de
la presente invencion, y la Figura 8b es una vista de un elemento hueco que tiene una configuraciéon de panal de
abeja con forma circular con multiples cavidades o camaras de reaccion segun algunas realizaciones de la presente
invencion.

Descripcion detallada de la invencion
Figura 1
En la Figura 1, la presente invencion adopta la forma de un aparato indicado generalmente como 50 mostrado en la

Figura 1 que puede incluir un cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) que contendra al menos un pocillo
de entrada de muestra (2), tal como se muestra en la Figura 1 (a). Cada pocillo de entrada de muestra (2)
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alimentara, por ejemplo basandose al menos parcialmente en alguna légica de control, a una respectiva subunidad
microfluidica (3) incrustada dentro del cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1), tal como se muestra en las
Figuras 1 y 1(b). En la Figura 1(a), el cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) se muestra a modo de
ejemplo como que tiene una pluralidad de pocillos de entrada de muestra (2) en forma de una matriz de 4 por 6, en
total 24 pocillos de entrada de muestra. No se pretende que el alcance de la invencion esté limitado al nimero de
pocillos de entrada de muestra (2), y se pretende que incluya cualquier nimero de pocillos de entrada de muestra
(2) que oscile entre 1 pocillo de entrada de muestra (2) y N pocillos de entrada de muestra (2). El cartucho o
dispositivo de ensayo microfluidico (1) y/o la subunidad microfluidica (3) puede estar construido y/o hecho de un
material para que sea desechable o reutilizable, y no se pretende que el alcance de la invencion esté limitado al tipo
o la clase de material usado para construir o hacer el cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) y/o la
subunidad microfluidica (3) ya sea conocido actualmente o desarrollado posteriormente en el futuro.

La subunidad microfluidica (3) contiene una serie de canales microfluidicos y microvalvulas (4) que dirigen una
muestra, incluyendo una muestra de un paciente, tal como suero, plasma, liquido cefalorraquideo, orina, sangre,
etc., desde el al menos un pocillo de entrada de muestra (2) a canales independientes y aislados fluidicamente (5)
que contienen uno o mas recipientes de reaccion (19), que se han funcionalizado con un resto de captura o
moléculas de captura tales como anticuerpos, antigenos u oligémeros, tal como se muestra en la Figura 1(b). En la
Figura 1b, cada canal de aislamiento (5) se muestra teniendo cuatro recipientes de reaccion (19) para un total
combinado de 16 recipientes de reaccion es los canales C1, C2, C3, C4, aunque no se pretende que el alcance de la
invencion esté limitado a ningun nuimero particular de recipientes de reaccion (19) en cada canal de aislamiento (5),
consistente con lo descrito en el presente documento. Reactivos de ensayo (7) que incluyen los reactivos R1, R2,
R3, R4, tal como anticuerpos marcados, se introduciran en los canales de aislamiento independientes (5) por medio
de los canales microfluidicos (8) y las microvalvulas (4). Adicionalmente, los canales microfluidicos (8) y las
microvalvulas (9) se proporcionan para introducir reactivos tales como un sustrato enzimatico (10) para producir una
sefial luminosa emitida y una disolucién de lavado (11) para eliminar cualquier proteina o anticuerpo unido de
manera inespecifica. La disolucion de lavado (11), junto con proteinas o anticuerpos unidos de manera inespecifica,
se captura en un receptaculo de residuos a bordo (12). Las reacciones quimicas que tienen lugar en los recipientes
de reaccion (19) se interrogan mediante un sistema de deteccion (13). (Se observa que la adicion del sustrato
enzimatico (10) forma parte de una técnica de realizacion del ensayo bioldgico, que puede contrastarse con una
técnica alternativa descrita a continuacién en relacion con la Figura 6. Véanse también las realizaciones alternativas
descritas en relacion con la Figura 1(c).)

La Figura 2 muestra mas detalladamente tal como se indica generalmente mediante (6) el canal de aislamiento (5) y
el recipiente de reaccion (19) incrustado en el mismo que se ha disefiado de modo que puede tolerar una gran
region o zona confocal (18), y en consecuencia puede no requerir una optica de alta resoluciéon para evitar
fluorescencia de fondo. Ademas, el canal de aislamiento y el recipiente de reaccion se han disefiado para posibilitar
una fabricacion de muy bajo coste, y pueden incluir aprovechar la fibra 6ptica y la tecnologia de plastico moldeado
por inyeccion existente. Este bajo coste se consigue proporcionando al mismo tiempo calidades 6pticas muy buenas,
una sensibilidad aumentada, un tiempo de reaccidn reducido, un gran intervalo dinamico y requisitos de volimenes
de muestra bajos.

Las reacciones bioldgicas tienen lugar dentro de al menos un elemento hueco (14) que se ha funcionalizado con un
resto o moléculas de captura (15), para formar el recipiente de reaccién (19). A modo de ejemplo, el al menos un
elemento hueco (14) puede configurarse o fabricarse estirando un tubo de vidrio con un diametro exterior y un
diametro interior, y cortandolo o rebanandolo, por ejemplo, con una sierra rebanadora. El al menos un elemento
hueco (14) también puede configurarse o fabricarse exponiendo mediante grabado el nucleo de varillas o fibras
opticas de silice fundida de AN alta disponibles comercialmente, que proporcionan una calidad O&ptica
extremadamente alta a un coste muy bajo. La presente invencion se describe a modo de ejemplo estando el al
menos un elemento hueco (14) hecho de vidrio; sin embargo, el alcance de la invencion pretende incluir la
preparacion del al menos un elemento hueco (14) a partir de otros tipos o clase de material ya sea conocido
actualmente o desarrollado posteriormente en el futuro, incluyendo otros tipos o clases de materiales distintos del
vidrio. El al menos un elemento hueco (14) puede estar suspendido en un alojamiento (16) con una cantidad
significativa de espacio de aire (17) rodeando el diametro exterior del al menos un elemento hueco (14). Este
espacio de aire (17) proporciona la gran zona confocal (18) proporcionando un area que esta libre de cualquier
fluorescencia de fondo introducida. El al menos un elemento hueco (14) puede instalarse con un encaje a presion o
por friccion en y estar recibido por las paredes del alojamiento (16), lo que se describe mas detalladamente a
continuacion, que dirigiran la muestra a través del diametro interior del al menos un elemento hueco (14), e
impediran que la muestra entre en el espacio de aire (17) que rodea el al menos un elemento hueco (14). El al
menos un elemento hueco (14) puede configurarse o disefiarse con una cavidad o camara que tiene un diametro
interior muy pequerio (por ejemplo, un diametro interior (DI) de aproximadamente 10 um) y una relacién de aspecto
de longitud con respecto a DI de, por ejemplo, aproximadamente 20:1 (aproximadamente 200 um L). Esta
configuracion proporciona el recipiente de reaccion (19) con una relaciéon de area superficial con respecto a volumen
muy alta, que a su vez lleva a una cinética de reaccion rapida. Ademas, el efecto de que la muestra se fuerce a
través de un recipiente de reaccion de volumen muy pequefio aumenta la probabilidad de un acontecimiento de
union, porque una mayor proporcion de la muestra entra en contacto con la superficie funcionalizada del elemento
hueco, aumentando de ese modo la sensibilidad. En la Figura 2 se entiende que el detalle del canal de aislamiento y
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el recipiente de reaccion adopta la forma de al menos un elemento hueco (14) que esta funcionalizado con el resto o
las moléculas de captura (15), y esta dispuesto en y acoplado con el alojamiento (16) en un canal de aislamiento (5)
tal como se muestra.

Tal como se muestra en la Figura 2, la luz Lenraga procedente de una fuente luminosa (20) puede pasarse a través de
un divisor de haz dicroico (22), una lente (24) y el espacio de aire (17) hasta la gran regiéon o zona confocal (18); y la
luz Lsaiga puede pasarse de vuelta a través del espacio de aire (17), la lente (24), el divisor de haz dicroico (22), una
lente (26) hasta el detector (13).

En una realizacion alternativa de esta invencion, una pluralidad de elementos huecos (14) de diametros interiores
decrecientes pueden funcionalizarse y ponerse en linea para abordar densidades de analito variables, impedir la
sobresaturacion y ampliar el intervalo dinamico de las capacidades de analisis de los sistemas. Alternativamente,
una pluralidad de elementos huecos del mismo diametro que se han funcionalizado con diferentes densidades de
carga del resto o las moléculas de captura pueden ponerse en linea para abordar densidades de analito variables,
impedir la sobresaturacion y ampliar el intervalo dinamico. También esta previsto que puedan emplearse
combinaciones de la configuracion anterior para conseguir resultados optimizados.

No se pretende que el alcance de la invencion esté limitado a ningun tipo o clase particular de muestra que forma
parte del proceso de ensayo, y se pretende que incluya muestras de sustancia tanto conocidas actualmente como
desarrolladas posteriormente en el futuro.

El al menos un pocillo de entrada de muestra (2)

En la Figura 1, cada uno del al menos un pocillo de entrada de muestra (2) del cartucho o dispositivo desechable de
ensayo microfluidico (1) corresponde a una respectiva subunidad microfluidica (3) incrustada dentro del cartucho
desechable de ensayo microfluidico (1). Sin embargo, se pretende que el alcance de la invencién incluya también
realizaciones en las que multiples pocillos de entrada de muestra (2) del cartucho o dispositivo desechable de
ensayo microfluidico (1) estan configurados para corresponderse con una respectiva subunidad microfluidica (3) por
medio de, por ejemplo, un dispositivo colector (no mostrado).

Los reactivos de ensayo y el canal

En la Figura 1, cada reactivo de ensayo R1, R2, R3, R4 puede corresponderse con, alimentarse a y asignarse a un
respectivo canal de aislamiento C1, C2, C3, C4. Sin embargo, también se pretende que el alcance de la invencion
incluya realizaciones en las que cada reactivo de ensayo R1, R2, R3, R4 alimenta multiples canales C1, C2, C3, C4.

El sistema de deteccion (13)

En la Figura 1, cada una de las subunidades microfluidicas (3) incrustadas dentro del cartucho desechable de
ensayo microfluidico (1) tiene un respectivo sistema de deteccion (13). Sin embargo, también se pretende que el
alcance de la invencién incluya realizaciones en las que multiples subunidades microfluidicas (3) estan configuradas
para corresponderse con un respectivo sistema de deteccion (13). A modo de ejemplo, una primera columna o grupo
de cuatro subunidades microfluidicas (3) puede corresponderse con un primer sistema de deteccion (13); una
segunda columna o grupo de cuatro subunidades microfluidicas (3) puede corresponderse con un segundo sistema
de deteccion (13);...; y una sexta columna o grupo de cuatro subunidades microfluidicas (3) puede corresponderse
con un sexto sistema de deteccion (13). Alternativamente, a modo de ejemplo, una primera fila o grupo de seis
subunidades microfluidicas (3) puede corresponderse con un primer sistema de deteccion (13); una segunda fila o
grupo de seis subunidades microfluidicas (3) puede corresponderse con un segundo sistema de deteccién (13);...; y
una cuarta fila o grupo de seis subunidades microfluidicas (3) puede corresponderse con un cuarto sistema de
deteccion (13). También se pretende que el alcance de la invencion incluya realizaciones en las que N subunidades
microfluidicas (3), siendo N, por ejemplo, igual a 24 de manera correspondiente a lo mostrado en la Figura 1, estan
configuradas para corresponderse con un unico sistema de deteccion (13). También se pretende que el alcance de
la invencion incluya realizaciones en las que el sistema de deteccion (13) esta a bordo y forma parte de la subunidad
microfluidica (3), asi como realizaciones en las que el sistema de deteccion (13) no esta a bordo, sino que forma
parte de otro dispositivo, aparato o equipo ya sea conocido actualmente o desarrollado posteriormente en el futuro.

El controlador (140)

El aparato también puede incluir un controlador (140) para implementar la funcionalidad asociada con el ensayo
realizado por la subunidad microfluidica (3) incrustada dentro del cartucho o dispositivo desechable de ensayo
microfluidico (1). El controlador (140) puede estar configurado para ejecutar un cédigo de programa informatico y
para proporcionar la sefalizacion a lo largo de trayectos de sefal, por ejemplo, So, S1, Sz, S3, S4, Ss, S,..., S10 a
cada canal microfluidico (8) y/o microvalvulas (4, 9) con el fin de realizar el ensayo. En funcionamiento, el
controlador (140) puede estar configurado para ejecutar el codigo de programa informatico y para intercambiar
sefializacion a lo largo del trayecto de sefial Sy con el sistema de deteccion (13), incluyendo recibir una sefal de
sistema de deteccion que contiene informacion sobre las reacciones que tienen lugar en los recipientes de reaccion
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(19) que se interrogan mediante el sistema de deteccion (13). El controlador (140) también puede estar configurado
para recibir una(s) sefal(es) de entrada a lo largo del trayecto de sefial Sentrada, Y para proporcionar una(s) sefial(es)
de salida a lo largo del trayecto de sefial Ssaiisa- A modo de ejemplo, la sefial de salida a lo largo del trayecto de sefial
Ssaiida puede contener o bien la sefal de sistema de deteccion sin procesar que contiene informacién sobre las
reacciones que tienen lugar en los recipientes de reaccion (19) que se interrogan mediante el sistema de deteccion
(13), o una sefal de sistema de deteccion procesada que contiene informacién sobre las reacciones que tienen lugar
en los recipientes de reaccion (19) que se interrogan mediante el sistema de deteccion (13). A modo de ejemplo, la
sefial de entrada a lo largo del trayecto de sefal Senrada puede contener informacion para controlar o modificar la
funcionalidad del controlador (140), incluyendo una sefial que solicita la provisién de la sefial de salida a lo largo del
trayecto de sefal Ssaiga- NO se pretende que el alcance de la invencion esté limitado al tipo o la clase de informacion
que esta proporcionandose a o recibiéndose mediante el controlador (140) por medio de la sefial de entrada a lo
largo del trayecto de sefial Sentrada O €l tipo 0 la clase de informacién que esta proporcionandose desde el controlador
(140) por medio de la sefial de salida a lo largo del trayecto de sefial Ssaigza Ya sea conocido actualmente o
desarrollado posteriormente en el futuro. Adicionalmente, a modo de ejemplo, el controlador (140) puede
implementarse usando hardware, software, firmware o una combinacién de los mismos. En una implementacion de
software tipica, el controlador (140) incluirda una o mas arquitecturas basadas en microprocesador que tienen un
procesador o microprocesador, una memoria tal como una memoria de acceso aleatorio (RAM) y/o una memoria de
solo lectura (ROM), dispositivos de entrada/salida y buses de control, datos y direccionamiento que los conectan. Un
experto en la técnica podra programar un microcontrolador o implementacion basada en microprocesador de este
tipo con el cédigo de programa informatico para realizar la funcionalidad descrita en el presente documento sin
experimentacion excesiva. No se pretende que el alcance de la invencioén esté limitado a ninguna implementacién de
arquitectura basada en microprocesador particular usando tecnologia ya sea conocida actualmente o desarrollada
posteriormente en el futuro.

Se conciben realizaciones en las que el controlador (140) o bien esta a bordo y forma parte del aparato (50), o bien
no esta a bordo sino que forma parte de otro aparato, dispositivo, sistema o equipo que actia conjuntamente con el
aparato (50) en relacion con la implementacion del proceso de ensayo con la tecnologia microfluidica dada a
conocer en el presente documento.

En la Figura 1(a), la subunidad microfluidica (3) se muestra, a modo de ejemplo, con microvalvulas (4, 9) dispuestas
en relacién con el sustrato (10), el lavado (11) y los reactivos de ensayo (7) para controlar la introduccion de los
reactivos de ensayo en los canales de aislamiento (5) en respuesta a la sefializacién a lo largo de trayectos de
sefializacion So, Si1, S2, S3, S4, Ss, S, ..., S10 usando las etapas 3-8 descritas a continuaciéon y expuestas en el
diagrama de flujo mostrado en la Figura 1 (c). También se conciben realizaciones en las que las microvalvulas (4)
proporcionan informacioén de vuelta al controlador (140) por medio de una sefalizacion correspondiente a lo largo de
trayectos de sefalizacion Sy, S1, S, S3, S4, Ss, S, ..., S1o, para controlar la introduccién de los reactivos de ensayo
(7), el sustrato (10) y el lavado (11). También se conciben realizaciones en las que otras microvalvulas se disponen
en otros puntos en relacion con cada canal microfluidico (8), por ejemplo tal como las microvalvulas (4a) en la Figura
1(b) dispuestas en relacién con la superficie de contacto entre cada canal microfluidico (8) y el al menos un pocillo
de entrada de muestra (2) para controlar la provision de la muestra al interior del canal microfluidico (8) con
sefalizacion a lo largo del trayecto de sefial So. También se conciben realizaciones en las que otras microvalvulas se
disponen en relacion con los canales de aislamiento (5), incluyendo en cada uno o ambos extremos, para controlar
el paso de la disolucion, los reactivos o el tampon a través de los canales de aislamiento (5). No se pretende que el
alcance de la invencion esté limitado al nimero, la posicion o las disposiciones de las microvalvulas, como (4) o (4a)
o (9).

A modo de ejemplo, las microvalvulas (4, 4a, 9), los canales de aislamiento (5), el sistema de deteccién (13), junto
con otros componentes o dispositivos mostrados y descritos en el presente documento en relacion con la Figura 1, o
bien se conocen en la técnica o bien pueden implementarse para realizar la funcionalidad deseada sin
experimentacion excesiva por parte de un experto en la técnica; y no se pretende que el alcance de la invencién esté
limitado a ningun tipo o clase particular de la misma ya sea conocido actualmente o desarrollado posteriormente en
el futuro. Ademas, basandose en la divulgacion en el presente documento, un experto en la técnica podra
implementar el aparato 50 mostrado en la Figura 1, incluyendo el cartucho de ensayo microfluidico (1) mostrado en
la Figura 1(a) y la subunidad microfluidica (3) incrustada en el mismo mostrada en la Figura 1(b), para realizar la
funcionalidad deseada sin experimentacion excesiva.

La presente invencion se describe usando microvalvulas configuradas para controlar el flujo de uno o mas de la
muestra, los reactivos de ensayo (7), el sustrato (10) y el lavado (13) al interior del al menos un canal de aislamiento
(5) independiente y aislado fluidicamente. Sin embargo, se pretende que el alcance de la invencion incluya usar
otros tipos o clase de técnicas ya sean conocidas actualmente o desarrolladas posteriormente en el futuro para
controlar el flujo de uno o mas de la muestra, los reactivos de ensayo (7), el sustrato (10) y el lavado (13) al interior
del al menos un canal de aislamiento (5) independiente y aislado fluidicamente, por ejemplo, tal como usando una
configuracion para proporcionar una presion positiva para empujar y provocar €l flujo de uno o mas de la muestra,
los reactivos de ensayo (7), el sustrato (10) y el lavado (13) al interior del al menos un canal de aislamiento (5)
independiente y aislado fluidicamente, o tal como usando una configuracion para proporcionar una presion negativa
(por ejemplo un vacio) para tirar (o extraer) y provocar el flujo de uno o mas de la muestra, los reactivos de ensayo
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(7), el sustrato (10) y el lavado (13) al interior del al menos un canal de aislamiento (5) independiente y aislado
fluidicamente (5), o tal como usando alguna combinacién de empujar y/o tirar para provocar el flujo de uno o mas de
la muestra, los reactivos de ensayo (7), el sustrato (10) y el lavado (13) al interior del al menos un canal de
aislamiento (5) independiente y aislado fluidicamente. La configuracién para proporcionar una presion positiva puede
estar configurada en el extremo superior (tal como se muestra en la Figura 1(b)) del al menos un canal de
aislamiento (5) independiente y aislado fluidicamente en relacién con los reactivos de ensayo (7) y los canales C1,
C2, C3, C4, mientras que la configuracion para proporcionar una presion negativa puede estar configurada en el
extremo inferior (tal como se muestra en la Figura 1 (b)) del al menos un canal de aislamiento (5) independiente y
aislado fluidicamente en relacion con los residuos (12) y los canales C1, C2, C3, C4.

Proceso de inmunoensayo para ELISA intercalados

A modo de ejemplo, el proceso de llevar a cabo un inmunoensayo en un cartucho segun la presente invencion
usando un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) intercalado puede implicar alguna combinacion de
las siguientes:

Etapa 1: Un anticuerpo de captura especifico para el analito diana de interés se reticula quimicamente sobre la
superficie del elemento hueco (14) en la Figura 2 para formar el recipiente de reaccion (19)).

Etapa 2: El recipiente de reaccién (19), una vez colocado en el canal de aislamiento (5), esta entonces listo para
recibir la muestra del paciente (suero, plasma, liquido cefalorraquideo, orina, sangre, etc.).

Etapa 3: Un volumen preciso de la muestra del paciente se introduce entonces haciendo fluir el material al interior
del recipiente de reaccion (19), por ejemplo mediante presion o bien positiva o bien negativa, tiempo durante el cual
el analito diana de interés se retiene gracias a la union especifica al anticuerpo de captura recubierto sobre la
superficie interna del recipiente de reaccion (19).

Etapa 4: El recipiente de reacciéon (19) se enjuaga entonces con un tampon para eliminar mediante lavado la
proteina no unida.

Etapa 5: El segundo anticuerpo, denominado anticuerpo de deteccién dado que esta acoplado a una etiqueta
fluorescente capaz de emitir una sefal luminosa, se hace fluir entonces al interior del recipiente de reaccién (19) tras
lo cual se une al analito diana retenido sobre la superficie interna por medio del anticuerpo de captura.

Etapa 5a: Una realizacién alternativa de este proceso puede ser usar un segundo anticuerpo sin un conjugado
fluorescente, y entonces afiadir el conjugado fluorescente en una etapa posterior. Obsérvese que esto también
puede incluir una etapa de enjuagado adicional antes de afiadir el conjugado fluorescente.

Etapa 6: El recipiente de reaccion (19) se enjuaga entonces de nuevo con un tampon para eliminar la proteina no
unida, y el exceso de etiqueta fluorescente.

Etapa 7: La cantidad del analito diana capturado se cuantifica entonces mediante la cantidad de luz fluorescente
emitida por el anticuerpo de deteccién como resultado de la irradiacion de la etiqueta quimica fluorescente con la
longitud de onda de excitacion apropiada sobre el recipiente de reaccioén (19).

Etapa 8: La cantidad de analito dentro del recipiente de reaccién (19) es proporcional a la cantidad de luz emitida por
la etiqueta fluorescente del anticuerpo de deteccion, y por tanto es directamente proporcional a la cantidad de analito
dentro de la muestra del paciente.

El controlador (140) mostrado en la Figura 1(b) puede implementarse y configurarse para proporcionar la
sefializacion para realizar el ensayo bioldgico usando, por ejemplo, las etapas 3-8 expuestas anteriormente.

El alcance de la invencion se describe a modo de ejemplo usando la técnica de ensayo bioldgico ELISA intercalado.
Sin embargo, no se pretende que el alcance de la invencion esté limitado a usar la técnica de ensayo biolégico
ELISA intercalado, por ejemplo, también se conciben realizaciones que usan otros tipos o clase de técnicas de
ensayo biolégico ya sea conocidas actualmente o desarrolladas posteriormente en el futuro, incluyendo un ELISA
“indirecto”, un ELISA competitivo, un ELISA inverso, asi como otras técnicas distintas de ELISA.

Figura 3: Geometria de canal
A modo de ejemplo, la Figura 3 muestra la geometria de canal de un canal de aislamiento (5) que puede formar
parte de la subunidad microfluidica (3) mostrada en la Figura 1 (b) segun algunas realizaciones de la presente

invencion.

La Figura 3a muestra ejemplos de un canal cuadrado, un canal llenado parcialmente y un canal neumatico.
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En algunas realizaciones, el canal puede llenarse parcialmente con un corddn de seccion triangular de
polidimetilsiloxano (PDMS) para formar una superficie de conformacion para un sello de membrana, configurada
para acoplarse a una superficie externa del elemento hueco (14). Véase la Figura 3c. A modo de ejemplo, el llenado
parcial de un canal con PDMS puede usarse para acoplarse a la superficie exterior del elemento hueco para reducir
el volumen libre en torno al cilindro.

. Si no se usa relleno (canal cuadrado), entonces el canal no puede cerrarse mediante la membrana, que
puede adoptar la forma de una capa muy delgada de PDMS. Véase la Figura 3b, en la que la presion del
aire, por ejemplo del control neumatico de una microvalvula, puede empujar parcialmente la membrana
hacia abajo al interior del canal, pero todavia puede dar como resultado un trayecto de fuga fluidico, tal
como se muestra.

. Alternativamente, el uso de un mayor grado de relleno reduce la tensién sobre la membrana, reduce la
presion del aire requerida, pero crea una oclusion de canal.

El PDMS es un material que pertenece a un grupo de compuesto de organosilicio polimérico que se denominan
comunmente siliconas. El material de PDMS no fluoresce, lo que es importante en el procesamiento de la sefial
luminosa recibida de vuelta desde el recipiente de reaccioén (19).

Las Figuras 3e(1) y 3e(2) muestran el elemento hueco (14) encajado dentro de las paredes W1, W2 del alojamiento
(16) que forma parte del canal de aislamiento (5). Véanse la Figura 1b y la Figura 3b. El elemento hueco (14) se
retiene en el canal mediante encaje por friccion con las paredes W1, W2. Existe un espacio libre entre el exterior del
elemento hueco (14) y las paredes de canal W1, W2.

Las Figuras 3f(1) y 3(f)2 muestran el elemento hueco (14) encajado dentro de las paredes W1, W2 del alojamiento
(16) que forma parte del canal de aislamiento (5) con el relleno. Véase la Figura 1 b y las Figuras 3b y 3c. El
elemento hueco (14) se retiene en el canal (5) mediante un material de relleno que puede adoptar la forma de un
material de tipo epoxi, caucho de silicona, etc., colocado en el suelo del canal antes de la insercion del encaje de
elemento hueco (14). Alternativamente, el canal de aislamiento (5) puede llenarse completamente alrededor del
encaje de elemento hueco (14) pata bloquear completamente el flujo alrededor de la particula.

En la Figura 3g, una matriz de seleccidon de epoxi muestra filas de epoxi en relacion con columnas de parametros,
que incluyen indicacion de tipo, viscosidad, disponible, fluorescencia de fondo, método de curado, comentario y
aceptable. El material de PDMS incluye los materiales Sylgard 184, Sylgard 186 y Nusil enumerados.

Figura 4: Bomba activada neumaticamente

La Figura 4 muestra, a modo de ejemplo, un prototipo de una bomba accionada neumaticamente que tiene valvulas,
un piston, un canal fluidico y conductos neumaticos segun algunas realizaciones de la presente invencion. En la
Figura 4, el desplazamiento de piston para este prototipo es de aproximadamente 200 nl (nanolitros), que puede ser
mas lejos que lo que es probable que se requiera.

Figura 5: Operacion de bombeo

La Figura 5 muestra un ejemplo de la operacion de bombeo en relacion con valvulas y un pistdn dispuesto entre un
depdsito de entrada y un destino segun algunas realizaciones de la presente invencion. En la Figura 5, la operacion
de bombeo incluye un bombeo que se lleva a cabo combinando 2 valvulas accionadas neumaticamente V1, V2 con
al menos un pistéon accionado neumaticamente ubicado entre las dos valvulas V1, V2. El propdsito del pistén es
simplemente desplazar fluido, o bien tirando de él desde un depdsito o bien empujandolo en la direccién del flujo.
Las valvulas V1, V2, que respaldan el pistén, garantizan un flujo unidireccional. La operacion completa se lleva a
cabo accionando los 3 componentes en una secuencia particular. Por ejemplo, para mover fluido desde el depdsito
de entrada hasta el destino, tal como se muestra en la Figura 5, una secuencia de valvula puede implicar lo
siguiente: cerrar la valvula V1, comprimir el pistén, cerrar la valvula V2, abrir la valvula V1, descomprimir el piston,
cerrar la valvula V1, abrir la valvula V2 y comprimir el piston. En una red mayor de canales y valvulas, el flujo puede
generarse combinando cualquier conjunto de 2 valvulas y un piston. En otras palabras, las valvulas pueden usarse
doblemente como valvulas de apertura y cierre simple o pueden incorporarse en una bomba como se describe en
este caso.

Figura 6: Diversas arquitecturas cuadruplex

A modo de ejemplo, las Figuras 6a(1), 6b, 6¢c y 6d muestran diversas arquitecturas cuadruplex para realizar un
ensayo segun algunas realizaciones de la presente invencion. Por ejemplo, la Figura 6a(1) muestra una arquitectura
cuadruplex con control de bombeo independiente y depdsitos de residuos individuales, y la Figura 6a(2) muestra los
estados NC (accionados por vacio) para el bombeo de tampén (1 ciclo completo) para la arquitectura cuadruplex
mostrada en la Figura 6a(1), segun algunas realizaciones de la presente invencion. En la red fluidica mostrada en la
Figura 6a(1), hay varios canales fluidicos C1, C2, C3, C4 con valvulas accionadas neumaticamente V ubicadas en
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diversas ubicaciones a lo largo de los canales. Las valvulas V conectadas entre si se accionan simultaneamente. El
conjunto de valvula 3 son pistones y el conjunto de valvula 4 son las valvulas de salida y se usan para todas las
operaciones de bombeo independientemente de la fuente de fluido. Dependiendo de qué fluido se esté bombeando
(muestra, tampon o Ab de deteccion) la valvula particular usada en combinacién para proporcionar bombeo puede
ser 1, 8 6 7 respectivamente. La Figura 6a(2) mostrada en el diagrama de estados para una secuencia completa
requerida para bombear el tampon desde la fuente a través de los canales principales y fuera de sus respectivos
depositos de residuos.

A modo de ejemplo, la Figura 6b muestra una arquitectura cuadruplex con control de bombeo independiente similar
al cuadruplex en la Figura 6a(1), pero con un deposito de residuos comun W que alimenta desde los canales de
aislamiento (5).

A modo de ejemplo, la Figura 6¢c muestra un ejemplo de una arquitectura cuadruplex con un control de bombeo
comun y un deposito de residuos comun similar al cuadruplex en la Figura 6b, pero con un canal de derivaciéon que
alimenta desde el microcanal hasta el depdsitos de residuos comunes.

A modo de ejemplo, la Figura 6d muestra un ejemplo de una arquitectura cuadruplex con un control de bombeo
comun, un depdésito de residuos comin y un canal de derivacion similar al cuadruplex en la Figura 6c¢, pero con un
canal de rehidratacion de anticuerpo.

Método para realizar un ensayo usando una técnica de separacion

La presente invencion también puede adoptar la forma de un método para realizar el proceso de ensayo usando una
técnica de separacion nueva y Unica consistente con lo expuesto anteriormente. El método puede implementarse
proporcionando los medios expuestos anteriormente para separar automaticamente componentes en los que se
producen reacciones cruzadas negativas, y empleando el cartucho desechable de ensayo microfluidico que
automatizara algunas de las etapas manuales asociadas normalmente con estos tipos de pruebas. La técnica de
separacion expuesta en el presente documento para realizar el proceso de ensayo eliminara la necesidad de disefio
en torno a la reactividad cruzada.

A modo de ejemplo, el método para realizar un ensayo puede implementarse usando la tecnologia microfluidica en
la Figura 1 tal como sigue:

proporcionar un cartucho de ensayo microfluidico (1) que contiene al menos un pocillo de entrada de muestra (2)
configurado para recibir una muestra; y una subunidad microfluidica (3) asociada con el cartucho de ensayo
microfluidico (1) y configurada para recibir de manera controlable la muestra desde el cartucho de ensayo
microfluidico (1); comprendiendo la subunidad microfluidica (3) canales microfluidicos (8), microvalvulas (4, 4a, 9) y
al menos un canal de aislamiento independiente y aislado fluidicamente (5), y al menos un recipiente de reaccion
(19), comprendiendo el recipiente de reaccion (19)) al menos un elemento hueco (14) que se ha funcionalizado con
un resto de captura o moléculas de captura (15);

responder a sefalizacion que contiene informacion sobre la realizacion del ensayo con los canales microfluidicos (8)
y microvalvulas (4, 9), y recibir de manera controlable la muestra y el al menos un reactivo en el al menos un
recipiente de reaccion (19), para proporcionar luz que contiene informacion sobre el ensayo realizado en la muestra
dentro del al menos un elemento hueco (14) como resultado del al menos un reactivo.

El método también puede comprender responder a la sefializacién que contiene informacién sobre la realizacion del
ensayo con los canales microfluidicos (8) y las microvalvulas (4, 9) e introducir en el recipiente de reaccion (19) lo
siguiente:

reactivos de ensayo (7), incluyendo una pluralidad de reactivos (R1, R2, R3, R4), tal como anticuerpos marcados,
reactivos, incluyendo un sustrato enzimatico (10), para producir una sefial emitida, y

una disolucion de lavado (11) para eliminar cualquier proteina o anticuerpo unido de manera inespecifica; y

permitir con el al menos un recipiente de reaccion (19) que tengan lugar reacciones quimicas para realizar el
ensayo, y proporcionar la luz emitida que contiene informacion sobre el ensayo realizado que debe interrogarse, por

ejemplo mediante el sistema de deteccion (13).

Adicionalmente, a modo de ejemplo, el método para realizar un ensayo también puede implementarse usando la
tecnologia microfluidica en la Figura 2.

Ademas, a modo de ejemplo, el método para realizar un ensayo bioldgico también puede implementarse usando las
etapas expuestas anteriormente, incluyendo las expuestas en relacion con la Figura 1(c).
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El ensayo

Pueden realizarse muchos tipos y clases diferentes de ensayos usando la presente invencion, incluyendo un ensayo
quimico o un ensayo bioldgico.

Por ejemplo puede realizarse un ensayo biolégico singular y multiplexado usando al menos un cilindro, tubo o
particula de vidrio hueco funcionalizado (14) en un canal de aislamiento diferente (5), usando muiltiples cilindros,
tubo o particulas de vidrio huecos funcionalizados (14) en el mismo canal de aislamiento (5), o usando multiples
cilindros, tubo o particulas de vidrio huecos funcionalizados (14) en multiples canales de aislamiento (5).

Adicionalmente puede realizarse un ensayo multiplexado bioldgico usando multiples recipientes de reaccion, cada
uno con diferentes concentraciones de moléculas de captura, todos ubicados en un Unico canal de aislamiento. Por
ejemplo, un primer canal de aislamiento C1 puede incluir tres recipientes de reacciéon, uno con una baja
concentracion de moléculas de captura inmovilizadas sobre el mismo, un segundo recipiente de reaccién con una
alta concentracion de moléculas de captura inmovilizadas sobre el mismo, y un tercer recipiente de reaccién con una
concentracion incluso mayor de moléculas de captura inmovilizadas sobre el mismo. Un segundo canal de
aislamiento podra incluir recipientes de reaccion con el mismo intervalo de concentraciones de captura o un intervalo
completamente diferente de concentraciones de captura o un conjunto de recipientes de reaccién todos con la
misma concentracion de reaccion. Adicionalmente puede realizarse un ensayo multiplexado biolégico usando
multiples recipientes de reaccién, cada uno con diferentes diametros interiores, todos ubicados en el mismo canal de
aislamiento. Por ejemplo, un primer canal de aislamiento C1 puede incluir tres recipientes de reaccion, uno con un
diametro interior y area superficial pequefios, un segundo recipiente de reaccion con un diametro interior y un area
superficial grandes, y un tercer recipiente de reaccion con un diametro interior y un area superficial incluso mayores,
para introducir diferentes cinéticas de reaccion. Un segundo canal de aislamiento C2 podra contener el mismo
conjunto de recipientes de reaccion con el mismo intervalo de diametros interiores o contener un conjunto
completamente diferente de recipientes de reaccién con un intervalo diferente de diametros interiores o todos con los
mismos diametros.

Todavia adicionalmente puede realizarse un ensayo multiplexado biolégico usando controles positivos y negativos.
Por ejemplo, un primer canal de aislamiento C1 puede incluir usar un control positivo, y un control negativo mientras
que un segundo canal de aislamiento C2 también puede incluir usar un control positivo y negativo que no debe
reaccionar. Ademas, ensayos bioldgicos con controles +/- pueden incluir usar cilindros, tubos o particulas de vidrio
huecos funcionalizados (14) que tienen diferentes anticuerpos, en los que el control + alcanza su maximo y el control
- no reacciona, pero puede usarse, por ejemplo, para obtener informacion sobre fluorescencias de fondo.

Todavia adicionalmente puede realizarse un ensayo multiplexado biolégico usando diferentes canales que tienen
diferentes numeros de analitos, por ejemplo, un primer canal de aislamiento C1 pueden incluir un primer nimero de
analitos (por ejemplo 1), un segundo canal de aislamiento C2 puede incluir un segundo nimero de analitos (por
ejemplo 3) y un tercer canal de aislamiento C3 puede incluir un tercer nimero de analitos,..., un Nésimo canal de
aislamiento tiene un numero Nésimo de analitos.

Todavia adicionalmente puede realizarse un ensayo multiplexado biolégico usando diferentes canales de
aislamiento que tiene diferentes ensayos bioldgicos. Por ejemplo, un primer canal de aislamiento C1 puede incluir un
primer ensayo biolégico A, un segundo canal de aislamiento C2 puede incluir un segundo ensayo bioldgico B y un
tercer canal de aislamiento C3 puede incluir un tercer ensayo biolégico A+B, de modo que los canales pueden
mirarse individual y conjuntamente, ensayo bioldégico de canal B y ensayo bioldgico de canal A + B que pueden
usarse para proporcionar informacion adicional sobre el ensayo biolégico de canal A.

En resumen, la presente invencion proporciona la posibilidad de un intervalo amplio de conceptos multiples hibridos
(o convencionales), incluyendo (1) multiples recipientes de reaccion en el mismo canal de aislamiento,
funcionalizado con diferentes densidades de carga para ampliar el intervalo dinamico; (2) multiples recipientes de
reaccion con diferentes diametros interiores, en el mismo canal de aislamiento, para introducir diferentes cinéticas de
reaccion; (3) multiples recipientes de reaccion que tienen recipientes de reaccién de control positivo y negativa en el
mismo canal de aislamiento; (4) multiples recipientes de reaccién con diferentes restos de captura en el mismo canal
de aislamiento, para el propodsito de proporcionar una reaccion multiplexada (convencional); y (5) multiples
recipientes de reaccion para llevar a cabo reacciones monoplex y multiplex de modo que los resultados pueden
compararse.

También se pretende que el alcance de la invencion incluya otros tipos o clases de ensayos, incluyendo un ensayo
quimico o un ensayo biolégico, ya sea conocido actualmente o desarrollado posteriormente en el futuro.

Figura 7
En las Figuras 7a y 7b, un chip microfluidico que consiste en canales fluidicos, incluyendo aislamiento con tres
recipientes de reaccion incrustados, conductos de control neumatico y orificios de entrada/salida, en el que los tres

recipientes de reaccion estan incrustados en el canal de aislamiento. A modo de ejemplo, los recipientes de reaccion

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 649 559 T3

tienen una longitud de aproximadamente 500 micras, tienen un diametro exterior (DE) = aproximadamente 150 um, y
tienen un diametro interior (DI) = aproximadamente 30 um.

Las Figuras 7c¢(1) y 7c(2) muestran la evolucion de sefal en tiempo real debido a la union de Ac secundario (IL6) a
antigeno capturado previamente dentro de 3 recipientes de reaccion incrustados, e imagenes de fluorescencia de
tres recipientes de reaccion incrustados tomadas 15 minutos tras hacer fluir Ab de deteccioén a través del canal de
aislamiento y el recipiente de reaccion incrustado.

La Figura 7d muestra curvas de dosis-respuesta para un ensayo de intercalacion de IL6 realizado en los recipientes
de reaccion en modo discontinuo. Cada punto de datos representa un subconjunto de recipientes de reaccion,
tomados del mismo lote original de recipientes de reaccion, pero mezclados con diferentes concentraciones de
antigeno IL6 que oscilan entre 0 pg/ml y 100.000 pg/ml. Se muestra claramente la respuesta al cambio de
concentracion de antigeno. Este proceso de modo discontinuo se usara tanto para caracterizar un conjunto particular
de recipientes de reaccién como para verificar la calidad del lote en el componente muy barato.

Las ventajas de recipientes de reaccion incrustados incluyen las siguientes:

(1) Los recipientes de reaccion se preparan rebanando hilos largos de tubos de vidrio huecos con la dimensiones
externa e interna preferida para dar secciones cortas de aproximadamente 100-500 um de longitud.

(2) Dado que el material de partida de vidrio esta hecho con un proceso de fabricacion de fibras dpticas, que se ha
optimizado sumamente a lo largo de las Ultimas 2 décadas, y se rebana con maquinas de corte con diamante de
precision, el control de dimension de los recipientes de reaccion es bastante excelente.

(3) Dado que el interior del recipiente de reaccién se funcionaliza en un proceso discontinuo, lo que significa que
hasta miles de recipientes de una vez se recubren con la misma disolucion de Ab, puede conseguirse un control
estadistico estrecho del resto de unién activo.

(4) Lotes grandes de recipientes de reaccion significa que el control de calidad estricto y la caracterizacion del
elemento activo del ensayo bioldgico pueden realizarse a un coste muy bajo y con una alta significancia estadistica.

(5) El interior de los recipientes de reaccion esta protegido por la superficie externa, lo que posibilita técnicas simples
y robustas para recoger y colocar los recipientes de reaccion en los canales de aislamiento sin riesgo de dafiar la
superficie fragil.

Figura 8

La Figura 8 muestra que el elemento hueco puede estar configurado como panal de abeja con multiples cavidades o
camaras axiales que proporciona, cuando esta funcionalizado, una razén de superficie con respeto a volumen
altamente aumentada en comparacion con un recipiente de reaccién que tiene una Unica cavidad o camara axial que
proporciona el beneficio de cinéticas de reaccion superiores y que también proporciona una interrogacion de sefal
aumentada para el mismo volumen efectivo.

La tecnologia microfluidica

A modo de ejemplo, el término “microfluidica” se entiende generalmente que significa o trata sobre el
comportamiento, control preciso y manipulacion de fluidos que estan restringidos geométricamente a una escala
pequefia, normalmente submilimétrica. En la presente solicitud, la tecnologia microfluidica descrita en el presente
documento pretende incluir la tecnologia dimensionada en un intervalo de aproximadamente 20 micras a
aproximadamente 1000 micras, aunque no se pretende que el alcance de la invencion esté limitado a ningun
intervalo particular.
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REIVINDICACIONES

1.- Un aparato para realizar un ensayo, incluyendo un ensayo quimico, bioldgico o bioquimico, en una muestra que
comprende:

un cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) que contiene al menos un pocillo de entrada de muestra (2)
configurado para recibir una muestra; y

una subunidad microfluidica (3) asociada con el cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) que comprende
canales microfluidicos (5; C4, Ca, Cs, Cs), microvalvulas (4, 4a, 9) y al menos una region de superficie, estando
funcionalizada la al menos una region de superficie con un resto o moléculas de captura (15) para formar al menos
una region de reaccion;

estando los canales microfluidicos (5; C1, C2, Cs, C4) y las microvalvulas (4, 4a, 9) configurados para responder a
sefializacién que contiene informacion sobre la realizacion del ensayo y para recibir de manera controlable la
muestra y al menos un reactivo en la al menos una region de reaccion, caracterizado porque: la region de reaccion
incluye al menos un elemento hueco (14), estando funcionalizado el al menos un elemento hueco (14) en su
superficie interna con un resto o moléculas de captura (15) para formar al menos un recipiente de reaccién (19),
estando configurado el aparato para proporcionar desde el al menos un recipiente de reaccion (19) luz que contiene
informacion sobre el ensayo realizado en la muestra dentro del al menos un recipiente de reacciéon (19) como
resultado de dicho al menos un reactivo;

en el que el cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) contiene el al menos un elemento hueco (14) dentro
de uno de los canales (5; C4, Cy, Cs, C4), en el que existe un espacio libre entre un exterior del elemento hueco (14)
y las paredes de canal; y

en el que el canal (5; C4, Cy, Cs, C4) tiene un pistdn (P) entre dos microvalvulas (V) formando una bomba.

2.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que el elemento hueco (14) es un cilindro, tubo o particula hueco.

3.- El aparato segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el elemento hueco (14) que forma el recipiente de reaccion
(19) tiene un diametro mas pequefio que los canales microfluidicos (5; C1, Cz, Cs, Ca).

4.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que el elemento hueco (14) que forma el recipiente de reaccion (19)
puede prepararse estirando un tubo de vidrio y cortando o rebanando dicho tubo de vidrio.

5.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que el elemento hueco (14) que forma el recipiente de reaccién (19)
tiene una longitud de 100 a 500 pm y en el que el elemento hueco (14) que forma el recipiente de reaccion (19) tiene
un diametro mas pequeiio que los canales microfluidicos (5; C+, Cz, Cs, Ca).

6.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que una pluralidad de los elementos huecos (14) que forman los
recipientes de reaccion (19) se colocan en el mismo canal microfluidico (5; C4, Ca, Cs, Ca).

7.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que multiples cilindros o tubos de vidrio huecos funcionalizados (14)
estan en el mismo canal (5; C4, Cy, C3, C4) 0 en cada uno de multiples canales de aislamiento.

8.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que al menos un cilindro o tubo de vidrio hueco funcionalizado (14)
esta en diferentes canales (5; C4, Cz, Cs, Ca).

9.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que el aparato se construye para realizar un ensayo multiplexado
usando diferentes canales (5; C1, C2, Cs3, C4) que tienen diferentes ensayos biolégicos.

10.- El aparato segun la reivindicacién 1, en el que el aparato se produce mediante un método que incluye
funcionalizar el interior del recipiente de reaccion (19) en un proceso discontinuo en el que muchos recipientes se
recubren de una vez con la misma disolucion.

11.- Un aparato segun la reivindicacion 1, en el que los canales microfluidicos (5; C4, Cz, C3, C4) y las microvalvulas
(4, 4a, 9) estan configurados para responder a la sefializacién que contiene informacién sobre la realizacion del
ensayo y para introducir en el al menos un recipiente de reaccion (19) uno o mas de los siguientes:

reactivos de ensayo (7), incluyendo una pluralidad de reactivos de ensayo (R1, R2, R3, R4), que incluyen
anticuerpos marcados, y

reactivos, incluyendo un sustrato enzimatico (10), para producir una sefial emitida, y
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estando configurado el al menos un recipiente de reaccion (19) para permitir que tengan lugar reacciones para
realizar el ensayo.

12.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que el piston (P) y las microvalvulas (V) estan asociados con
conductos de control neumatico.

13.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que al menos un elemento hueco funcionalizado (14) esta en
diferentes canales (5; C+, Cy, Cs, C4) y en el que, respecto a cada uno de los diferentes canales (5; C1, Cz, C3, Ca) el
cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) contiene el al menos un elemento hueco (14) dentro de un canal
(5; C1, Cy, Cs, C4) que tiene un pistdon microfluidico (P) asociado con microvalvulas (V) formando una bomba.

14.- El aparato segun la reivindicacion 13, en el que cada uno del piston (P) y las valvulas (V) esta asociado con
conductos de control neumatico.

15.- El aparato segun la reivindicacion 12 o la reivindicacién 14, en el que los conductos de control estan dispuestos
para provocar que los pistones y las valvulas asociadas se hagan funcionar bajo un control de bombeo comun.

16.- El aparato segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un elemento hueco (14) esta configurado como panal
de abeja con multiples cavidades o camaras axiales.

17.- Un método para realizar un ensayo, incluyendo un ensayo quimico o biolégico, en una muestra que comprende:

proporcionar un cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) que contiene al menos un pocillo de entrada de
muestra (2) configurado para recibir una muestra; y

una subunidad microfluidica (3) asociada con el cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) y configurada para
recibir de manera controlable dicha muestra desde dicho cartucho de ensayo microfluidico (1);

la subunidad microfluidica (3) que comprende una pluralidad de canales microfluidicos (5; Ci, Ca, Cs, Ca),
microvalvulas (4, 4a, 9) y al menos una region de superficie, estando funcionalizada la al menos una regién de
superficie con un resto de captura o moléculas de captura para formar al menos una regién de reaccion
independiente y aislada fluidicamente;

responder a sefalizacion que contiene informacion sobre la realizacion del ensayo con los canales microfluidicos (5;
C1, Cy, C3, Cy) y las microvalvulas (4, 4a, 9), y recibir de manera controlable la muestra y el al menos un reactivo en
la al menos una regién de reaccion, caracterizado porque:

la region de reaccion incluye al menos un elemento hueco (14), estando funcionalizado el al menos un elemento
hueco en su superficie interna con un resto o moléculas de captura (15) para formar al menos un recipiente de
reaccion (19), estando configurado el aparato para proporcionar desde el al menos un recipiente de reaccion (19) luz
que contiene informacion sobre el ensayo realizado en la muestra dentro del al menos un recipiente de reaccion (19)
como resultado de dicho al menos un reactivo; y

en el que el cartucho o dispositivo de ensayo microfluidico (1) contiene el al menos un elemento hueco (14) dentro
de uno de los canales (5; C4, Cy, Cs, C4), en el que existe un espacio libre entre un exterior del elemento hueco (14)
y las paredes de canal; y

en el que los canales (5; C4, Cy, Cs, C4) tienen un piston (P) entre dos microvalvulas (V) formando una bomba.
18.- El método segun la reivindicacion 17, comprendiendo el método ademas:

introducir un volumen preciso de una muestra, incluyendo una muestra de un paciente, incluyendo suero, plasma,
liquido cefalorraquideo, orina, sangre, etc., haciendo fluir el material al interior del recipiente de reaccion (19) que
tiene al menos un elemento hueco (14), incluyendo al menos un elemento hueco (14) funcionalizado con un resto de
captura, incluyendo mediante presién o bien positiva o bien negativa, tiempo durante el cual un analito diana de
interés se retiene gracias a la unién especifica a un anticuerpo de captura recubierto sobre la superficie del al menos
un elemento hueco (14);

enjuagar el recipiente de reaccion (19) con una disolucion tampén para eliminar mediante lavado la proteina no
unida;

o bien hacer fluir un segundo anticuerpo, denominado anticuerpo de deteccion, basandose al menos parcialmente
en el hecho de que el segundo anticuerpo esta acoplado a una etiqueta fluorescente capaz de emitir una sefal
luminosa, al interior del recipiente de reaccion (19), tras lo cual el segundo anticuerpo se une al analito diana
retenido sobre la superficie del al menos un elemento hueco (14) por medio del anticuerpo de captura, o
alternativamente hacer fluir un segundo anticuerpo sin un conjugado fluorescente, enjuagar el recipiente de reaccion

15
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(19) con un tampodn para eliminar mediante lavado la proteina no unida, y entonces afiadir un conjugado fluorescente
en una etapa posterior;

enjuagar el recipiente de reaccion (19) con una disolucidon tampdn para eliminar la proteina no unida;

irradiar una etiqueta quimica fluorescente con una longitud de onda de excitacion apropiada sobre el recipiente de
reaccion (19);

detectar una cantidad de luz fluorescente emitida por el anticuerpo de deteccién como resultado de la irradiacion;
cuantificar una cantidad del analito diana capturado por la cantidad de luz fluorescente emitida por el anticuerpo de
deteccion como resultado de la irradiacion de la etiqueta quimica fluorescente con la longitud de onda de excitacion
apropiada sobre el recipiente de reaccion (19), siendo la cantidad de analito en la superficie del al menos un
elemento hueco (14) dentro del recipiente de reaccion (19) proporcional a la cantidad de luz emitida por la etiqueta
fluorescente del segundo anticuerpo, y por tanto siendo directamente proporcional a la cantidad de analito dentro de
la muestra del paciente.

19.- El método segun la reivindicacion 17, en el que el elemento hueco (14) tiene una longitud de 100 a 500 um.

20.- El método segun la reivindicacion 17, en el que el elemento hueco (14) tiene un diametro mas pequefio que los
canales microfluidicos (5; C+, Cz, Cs, Ca).

21.- El método segun la reivindicacion 17, en el que el elemento hueco (14) que forma el recipiente de reaccion (19)

tiene una longitud de 100 a 500 pm y en el que el elemento hueco (14) que forma el recipiente de reaccién (19) tiene
un diametro mas pequeiio que los canales microfluidicos (5; C+, Cz, Cs, Ca).
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Figura 1(c): UN METODO PARA REALIZAR UN ENSAYOQ BIOLOGICO:

Funcionalizar el elemento hueco (14} reticulando quimicamente un anticuerpo de captura
especifico para el analito diana de interés sobre la superficie del elemento hueco (14) para
formar un elemento hueco funcionalizado (14)

Colocar el elemento hueco funcionalizado (14) en una célula de flujo o el recipiente de reaccion
(19) que esta listo para recibir la muestra del paciente, por ejemplo suero, plasma, liquido
cefalorraquideo, orina, sangre, etc.

Introducir un valumen preciso de la muestra del paciente haciendo fluir el material al interior del

recipiente de reaccién (19), incluyendo presién o bien positiva o bien negativa, tiempo durante el
cual un analito diana de interés se retiene gracias a la unidn especifica a un anticuerpo de captura
recubierto sobre la superficie del elemento hueco funcionalizado (14)

Enjuanar el recipiente de reaccion (19) con una disolucion tampdn para eliminar mediante lavado
la proteina no unida

© bien hacer fluir un segundo anticuerpo, denominado anticuerpo de deteccion basandose al menos
parcialmente en el hecho de que el segundo anticuerpo esta acoplado a una etigueta fluorescente capaz de
emitir una sefial luminosa, al interior del recipiente de reaccidn (19), tras lo cual el anticuerpo de deteccidn
se une al analito diana retenido en la superficie del elemento hueco funcionalizado (14) por medio del
anticuerpo de captura, o alternativamente hacer fluir un segundo anticuerpo sin un conjugado fluorescente,
enjuagar el recipiente de reaccidn (19} con un tampdn para eliminar mediante lavado la proteina no unida, y
entonces afiadir un conjugado fluorescente en una etapa posterior

Enjuagar el recipiente de reaccion (19) con una disolucién tampdn para eliminar la proteina no
unida

Irradiar una etiqueta quimica fluorescente con una longitud de onda de excitacién apropiada sobre
el recipiente de reaccién (19)

Detectar una cantidad de luz fluorescente emitida mediante el anticuerpo de deteccién como
resultado de la irradiacian

Cuantificar una cantidad del analito diana capturado por la cantidad de luz fluorescente emitida
por el anticuerpo de deteccién como resultado de la irradiaciéon de la etiqueta quimica
fluorescente con la longitud de onda de excitacién apropiada sobre el recipiente de reaccidn (19},
siendo la cantidad de analito en la superficie del elemento hueco funcionalizado (14) dentro del
recipiente de reaccién (19) proporcional a la cantidad de luz emitida mediante la etiqueta
fluorescente de anticuerpo de deteccién marcado fluocrescentemente, y siendo por tanto
directamente proporcional a la cantidad de analito dentro de la muestra del paciente
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