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DESCRIPCION
Calibracion para ensayos de miultiples componentes
Campo de la invencion

La invencion se refiere a la medicién de propiedades intensivas de una muestra biolégica usando un ensayo, en
particular, cuando el ensayo tiene al menos dos componentes.

Antecedentes y técnica relacionada

La aplicaciéon de funciones no lineales como modelos de calibracion para ensayos de diagnostico es estandar. En
particular, estos modelos permiten un aumento significativo del intervalo dinamico de un ensayo donde la relacién
sefial con respecto a concentracién es no lineal. Sin embargo, existe una clase especifica de ensayos donde se
usan diferentes procesos bioquimicos para obtener resultados exactos y precisos en todo el intervalo dinamico, el
intervalo de medicion. Para estos ensayos, se debe demostrar que los modelos no lineales convencionales no estan
a la altura de las necesidades clinicas. Esto ha dado lugar al uso de modelos de spline, que, sin embargo, tienen
desventajas, ya que no pueden discriminar hasta un punto entre el error de medicién y del modelo.

La publicacion de solicitud de patente europea EP 2 357 475 A1 divulga un procedimiento de medicion de cistatina C
en el liquido corporal humano. En este procedimiento, un procedimiento de inmunoensayo potenciado con particulas
utiliza una combinacién de particulas recubiertas con anticuerpos en la que algunas particulas transportadoras
insolubles estan recubiertas con anticuerpos monoclonales contra cistatina C humana de un tipo que tienen afinidad
alta y en la que otras particulas transportadoras insolubles estan recubiertas con anticuerpos monoclonales contra
cistatina humana de una vez que reconocen un epitopo diferente del de los anticuerpos monoclonales del tipo
mencionado en primer lugar y que tienen afinidad relativamente baja.

La publicacién de solicitud de patente europea EP 0 898 169 B1 divulga un procedimiento de determinaciéon de una
curva de calibracién y un procedimiento de andlisis donde la curva se divide en tres regiones, una regién de
concentracién baja aproximada mediante una funciéon de multiples grados, una regién de concentracién intermedia
aproximada mediante una funcién exponencial y una regién de concentracién alta aproximada mediante una funcién
de multiples grados.

La publicacion de patente de Estados Unidos US 6.277.584 B2 divulga la calibracion de un ensayo convirtiendo la
respuesta de sefal normal de un analizador a través de una funcion aritmética antes de realizar el ajuste de la curva,
mejorando, de este modo, la exactitud del ajuste de la curva en una region de mayor interés diagnadstico.

La publicacién de patente europea EP 1 801 590 A1 divulga un procedimiento de aglutinacién de latex mediante el
que se extiende el intervalo de medicion y se incrementa la sensibilidad de la medicién en el intervalo de
concentracién baja. El procedimiento para medir un antigeno de prueba mediante aglutinacion de latex usa dos tipos
de particulas grandes y pequefas, que tienen diferentes tamafos de particula promedio. Cada particula de latex se
sensibiliza con un anticuerpo que se somete a una reaccidén antigeno-anticuerpo con el antigeno de prueba. La
pureza del anticuerpo inmovilizado en las particulas de latex esta dentro de un intervalo especifico. La proporcion de
la cantidad del anticuerpo inmovilizado por una particula de latex pequefia con respecto a la cantidad del anticuerpo
inmovilizado por una particula de latex grande; el tamafio de particula promedio de las particulas de latex grandes; el
tamafo de particula promedio de las particulas de latex pequefas; la concentracién de las particulas de latex
sensibilizadas grandes en el sistema de reaccidon antigeno-anticuerpo; y la concentracion de las particulas de latex
sensibilizadas pequefias en el sistema de reaccién estan dentro de un intervalo especifico. Las particulas de latex
sensibilizadas grandes y las particulas de latex sensibilizadas pequefias se hacen reaccionar con el antigeno de
prueba en un estado suspendido en un tamp6n, y, a continuacion, se mide Opticamente la aglutinaciéon de las
particulas de latex sensibilizadas.

El articulo de la revista cientifica Perez-Amodio et al., "Effects of the lonic Environment, Charge, and Particle Surface
Chemistry for Enhancing a Latex Homogeneous Immunoassay of C-Reactive Protein," Anal. Chem. 2001, 73, 14,
3417-3425 divulga un estudio del entorno en solucién para un inmunoensayo homogéneo potenciado con particulas
de latex con dispersion de luz de la proteina C-reactiva (CRP) que se ha investigado para evaluar y optimizar la
respuesta a la inmunoaglutinacion. Se acoplaron de forma covalente particulas de latex de tamafnos de 50-170 nm
con un anticuerpo policlonal IgG y se sometieron a una pauta de optimizaciéon extensiva. Esto consistié en
condiciones responsables, en diferentes grados, de las principales fuerzas de atraccidon/repulsion que afectan tanto a
la estabilidad coloidal como a la interaccion anticuerpo/antigeno: tamafo de particula, concentracion de anticuerpo,
fuerza i6nica y especies, pH y quimica de los aminoacidos de la superficie de particula.

Sumario

La invencion proporciona un procedimiento y un analizador automatico en las reivindicaciones independientes. Se
proporcionan modos de realizacion en las reivindicaciones dependientes.
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El término 'analizador' se refiere a un dispositivo que se hace funcionar para ejecutar uno o multiples analisis en
muestras bioldgicas tales como sangre, orina, saliva u otros tipos de muestras. Se hace funcionar un analizador para
determinar por medio de diversos procedimientos quimicos, biologicos, fisicos, 6pticos u otros técnicos un parametro
de la muestra o un componente de la misma, denominandose en lo que sigue el pardmetro 'valor de medicién'. Se
hace funcionar un analizador para medir dicho pardmetro de la muestra o de al menos un ensayo y devolver el valor
de medicion obtenido. La lista de posibles resultados de andlisis devueltos por el analizador comprende, sin
limitacion, las concentraciones del ensayo en la muestra, un resultado digital (si o no) que indica la existencia del
ensayo en la muestra (correspondiente con una concentracién por encima del nivel de deteccion), parametros
Opticos, secuencias de ADN o ARN, datos obtenidos de espectroscopia de masas de proteinas o metabolitos y
parametros fisicos o quimicos de diversos tipos.

Como se apreciara por un experto en la técnica, se pueden realizar aspectos de la presente invencién como un
aparato, procedimiento o producto de programa informatico. En consecuencia, los aspectos de la presente invencion
pueden tomar la forma de un modo de realizacién de equipo informatico completamente, un modo de realizacion de
programa informéatico completamente (incluyendo soporte |6gico inalterable, programa informatico residente,
microcodigo, etc.) o un modo de realizacién que combine aspectos de programa informético y de equipo informatico
que en conjunto se pueden denominar en el presente documento, en general, "circuito”, "modulo” o "sistema".
Ademas, los aspectos de la presente invencion pueden tomar la forma de un producto de programa informatico
realizado en uno o mas medios legibles por ordenador que tienen un codigo ejecutable por ordenador realizado en
los mismos.

Se puede utilizar cualquier combinacién de uno o mas medios legibles por ordenador. El medio legible por ordenador
puede ser un medio de sefal legible por ordenador o un medio de almacenamiento legible por ordenador. Un 'medio
de almacenamiento legible por ordenador' como se usa en el presente documento engloba cualquier medio de
almacenamiento tangible que pueda almacenar instrucciones que sean ejecutables por un procesador de un
dispositivo informatico. EI medio de almacenamiento legible por ordenador se puede denominar medio de
almacenamiento no transitorio legible por ordenador. El medio de almacenamiento legible por ordenador también se
puede denominar medio legible por ordenador tangible. En algunos modos de realizacién, un medio de
almacenamiento legible por ordenador también puede almacenar datos que se puedan acceder por el procesador
del dispositivo informatico. Los ejemplos de medios de almacenamiento legibles por ordenador incluyen, pero no se
limitan a: un disquete, un disco duro magnético, un disco duro de estado sélido, memoria rapida, una memoria USB,
memoria de acceso aleatorio (RAM), memoria de solo lectura (ROM), un disco optico, un disco magnetooptico y el
archivo de registros del procesador. Los ejemplos de discos 6pticos incluyen discos compactos (CD) y discos
versatiles digitales (DVD), por ejemplo, discos CD-ROM, CD-RW, CD-R, DVD-ROM, DVD-RW o DVD-R. El término
medio de almacenamiento legible por ordenador también se refiere a diversos tipos de medios de registro a los que
se puede acceder por el dispositivo informatico por medio de una red o enlace de comunicacion. Por ejemplo, se
pueden recuperar los datos a través de un médem, a través de internet o a través de una red de area local. Se
puede transmitir el codigo ejecutable por ordenador realizado en un medio legible por ordenador usando cualquier
medio apropiado, incluyendo, pero sin limitarse a, inalambrico, alambrico, cable de fibra éptica, RF, etc., o cualquier
combinacion adecuada de los anteriores.

Un medio de senal legible por ordenador puede incluir una sefal de datos propagada con co6digo ejecutable por
ordenador realizado en la misma, por ejemplo, en banda base o como parte de una onda de frecuencia alta. Dicha
sefial propagada puede tomar cualquiera de una variedad de formas, incluyendo, pero sin limitarse a,
electromagnética, optica o cualquier combinacion adecuada de las mismas. Un medio de sefal legible por ordenador
puede ser cualquier medio legible por ordenador que no sea un medio de almacenamiento legible por ordenador y
que pueda comunicar, propagar o transportar un programa para su uso mediante o en conexidon con un sistema,
aparato o dispositivo de ejecucion de instrucciones.

La 'memoria informatica o 'memoria’ es un ejemplo de un medio de almacenamiento legible por ordenador. La
memoria informatica es cualquier memoria que sea directamente accesible a un procesador. 'Almacenamiento
informatico' o 'almacenamiento’ es otro ejemplo de un medio de almacenamiento legible por ordenador. El
almacenamiento informéatico es cualquier medio de almacenamiento legible por ordenador no volatil. En algunos
modos de realizacion, el almacenamiento informatico también puede ser una memoria informatica o viceversa.

Un 'procesador' como se usa en el presente documento engloba un componente electrénico que puede ejecutar un
programa o instruccion ejecutable por maquina o cédigo ejecutable por ordenador. Las referencias al dispositivo
informatico que comprende "un procesador" se deben interpretar como que posiblemente contiene mas de un
procesador o nucleo de procesamiento. El procesador puede ser, por ejemplo, un procesador de multiples nucleos.
Un procesador también se puede referir a una coleccion de procesadores dentro de un Unico sistema informatico o
distribuidos entre miltiples sistemas informaticos. El término dispositivo informatico también se debe interpretar para
referirse posiblemente a una coleccion o red de dispositivos informaticos, comprendiendo cada uno un procesador o
procesadores. El cédigo ejecutable por ordenador se puede ejecutar mediante mdltiples procesadores que pueden
estar dentro del mismo dispositivo informatico o que incluso se pueden distribuir en multiples dispositivos
informaticos.
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El codigo ejecutable por ordenador o instrucciones ejecutables por maquina pueden comprender instrucciones
ejecutables por maquina o un programa que provoca que un procesador realice un aspecto de la presente invencién.
El codigo ejecutable por ordenador para llevar a cabo operaciones para aspectos de la presente invencion se puede
escribir en cualquier combinacién de uno o mas lenguajes de programacién, incluyendo un lenguaje de
programacion orientado a objetos, tal como Java, Smalltalk, C++ o similares, y lenguajes de programacién por
procedimientos convencionales, tales como el lenguaje de programacién "C" o lenguajes de programacion similares,
y compilar en instrucciones ejecutables por maquina. En algunos casos, el cddigo ejecutable por ordenador puede
estar en forma de un lenguaje de nivel alto o una forma precompilada y usarse junto con un intérprete que genera
las instrucciones ejecutables por maquina sobre la marcha.

Las instrucciones ejecutables por maquina se pueden ejecutar completamente en el ordenador del usuario,
parcialmente en el ordenador del usuario, como un paquete de programa informatico independiente, parcialmente en
el ordenador del usuario y parcialmente en un ordenador remoto o completamente en el ordenador remoto o
servidor. En la dltima situacion, el ordenador remoto se puede conectar al ordenador del usuario a través de
cualquier tipo de red, incluyendo una red de area local (LAN) o una red de area amplia (WAN), o se puede
establecer la conexion a un ordenador externo (por ejemplo, a través de internet usando un proveedor de servicios
de internet).

Se describen aspectos de la presente invencion con referencia a diagramas de flujo, ilustraciones y/o diagramas de
blogues de procedimientos, aparatos (sistemas) y productos de programa informatico de acuerdo con modos de
realizacién de la invencién. Se entendera que cada bloque o una parte de los bloques del diagrama de flujo,
ilustraciones y/o diagramas de bloques se puede implementar mediante instrucciones de programa informatico en
forma de codigo ejecutable por ordenador cuando sea aplicable. Se entiende ademas que, cuando no sean
mutuamente excluyentes, se pueden combinar combinaciones de bloques en diferentes diagramas de flujo,
ilustraciones y/o diagramas de bloques. Se pueden proporcionar estas instrucciones de programa informatico en un
procesador de un ordenador de prop6sito general, ordenador de propdsito especial u otro aparato de procesamiento
de datos programable para producir una maquina, de modo que las instrucciones, que se ejecutan por medio del
procesador del ordenador u otro aparato de procesamiento de datos programable, creen medios para implementar
las funciones/acciones especificadas en el diagrama de flujo y/o bloque o bloques del diagrama de bloques.

También se pueden almacenar estas instrucciones de programa informatico en un medio legible por ordenador que
pueda dirigir un ordenador, otro aparato de procesamiento de datos programable u otros dispositivos para que
funcionen de una manera particular, de modo que las instrucciones almacenadas en el medio legible por ordenador
produzcan un articulo de fabricacion, incluyendo instrucciones que implementan la funcién/accién especificada en el
diagrama de flujo y/o bloque o bloques del diagrama de bloques.

También se pueden cargar las instrucciones de programa informatico en un ordenador, otro aparato de
procesamiento de datos programable u otros dispositivos para provocar que se realice una serie de etapas de
funcionamiento en el ordenador, otro aparato programable u otros dispositivos para producir un procedimiento
implementado por ordenador, de modo que las instrucciones que se ejecutan en el ordenador u otro aparato
programable proporcionan procedimientos para implementar las funciones/acciones especificadas en el diagrama de
flujo y/o blogque o bloques del diagrama de bloques.

Una 'interfaz de equipo informatico' como se usa en el presente documento engloba una interfaz que posibilita que el
procesador de un sistema informatico interactie y/o controle un dispositivo y/o aparato informatico externo. Una
interfaz de equipo informatico puede permitir que un procesador envie sefiales de control o instrucciones a un
dispositivo y/o aparato informatico externo. Una interfaz de equipo informatico también puede posibilitar que un
procesador intercambie datos con un dispositivo y/o aparato informatico externo. Los ejemplos de una interfaz de
equipo informatico incluyen, pero no se limitan a: un bus serie universal, puerto IEEE 1394, puerto paralelo, puerto
IEEE 1284, puerto en serie, puerto RS-232, puerto IEEE-488, conexién bluetooth, conexién de red inaldmbrica de
area local, conexion TCP/IP, conexion por Ethernet, interfaz de voltaje de control, interfaz MIDI, interfaz de entrada
analogica e interfaz de entrada digital.

En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de analisis de una muestra bioldgica usando un
analizador y un ensayo. Se hace funcionar el analizador para medir una sefal indicativa de una propiedad intensiva
de un analito en la muestra bioldgica. Una propiedad intensiva es una propiedad fisica de la muestra biol6gica que
es invariante a escala. Por ejemplo, la concentracién de una molécula, compuesto o sustancia particular es una
propiedad intensiva. Una propiedad intensiva también se puede denominar una propiedad intrinseca, una cantidad
intensiva o una variable intensiva.

El ensayo se afiade a la muestra bioldgica y, a continuacion, se realiza una medicion usando el analizador. El
ensayo reacciona de alguna manera con el analito y también es responsable de generar la sefial. Por ejemplo, el
analizador puede tener un espectrofotometro de transmision donde se mide la transmision de luz a través de la
muestra bioldgica. El ensayo puede reaccionar con el analito de tal manera que se pueda determinar una propiedad
intensiva realizando mediciones de transmision especificas de la muestra bioldégica. Una muestra bioldégica como se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2768 198 T3

usa en el presente documento engloba una muestra que comprende material generado por un proceso bioquimico o
un sistema bioldgico. En algunos casos, un sistema biolégico puede incluir partes o productos de un organismo vivo
o productos quimicos o materiales derivados, replicados o copiados de un organismo. Por ejemplo, se puede copiar
ADN o ARN mediante un procedimiento de PCR, aunque el material no se genere directamente por un organismo,
se derivé de un sistema biolégico u organismo. La propiedad intensiva del analito puede ser una propiedad fisica de
la muestra biolégica que se puede medir.

El procedimiento comprende la etapa de proporcionar el ensayo. Se hace funcionar el ensayo para producir la sefal.
El ensayo tiene un numero predeterminado de componentes. Es decir, el ensayo es una mezcla de un nimero
predeterminado de componentes. Los componentes predeterminados son mayores que o iguales a 2. Cada uno del
numero predeterminado de componentes tiene una relacién distinta entre la propiedad intensiva y la sefial. En otras
palabras, el ensayo esta compuesto de dos 0 mas ensayos distintos. Estos dos ensayos se mezclan entre si para
formar el ensayo y cada uno de los componentes individuales tiene una relacién distinta entre la propiedad intensiva
y la senal. Puesto que todos los componentes individuales reaccionan y contribuyen a la sefal, la calibracién tiene
en cuenta la contribucion de cada uno de los componentes.

El procedimiento comprende ademds proporcionar un numero establecido o ndmero fijjado de muestras de
calibracion con valores conocidos para la propiedad intensiva. El procedimiento comprende ademas medir una sefal
de calibracién para cada una de las muestras de calibracion usando el analizador y el ensayo. Es decir, se afade el
ensayo a cada una de las muestras de calibracion y se mide una sefal de calibracién para cada una. El
procedimiento comprende ademas la etapa de determinar una calibracion ajustando una funcién de calibracion a la
sefial de calibracion para cada una de las muestras de calibracién y los valores conocidos para la propiedad
intensiva. La funcion de calibracion es equivalente a una constante mas un término de decaimiento exponencial para
cada uno del numero predeterminado de componentes. El término equivalente se usa aqui porque la funcién de
calibracion se puede obtener algebraicamente de diferentes maneras.

La funcién de calibracion se puede escribir en una variedad de maneras. Se puede considerar que una funcién de
decaimiento exponencial tiene la forma (1 - Exp(-p3*conc)) o Exp(-p3*conc),, en la que p3 es una constante o
parametro de calibracion. Si el ensayo tiene dos componentes, entonces la funcién de calibracion puede tener la
forma:

f(conc) = p1 +p2 * (1 - Exp(-p3*conc)) + p4 * (1 - Exp(-p5*conc)), 1)

donde p1, p2, p3, p4 y p5 son constantes que tienen su valor ajustado para definir la calibracion. f es el valor de la
sefal, por ejemplo, la concentracién conc del analito. Exp es la funcién exponencial. La ecuacién 1 se puede obtener
algebraicamente de una variedad de maneras. Por ejemplo, la siguiente ecuacién es equivalente a la ecuacién
previa:

f(conc) = K1- p2 * Exp(-p3*conc) - p4 * Exp(-p5*conc), (2)
donde K1 =p1 + p2 + p4.

El procedimiento comprende ademas la etapa de medir la sefial de la muestra bioldgica usando el analizador y el
ensayo. El procedimiento comprende ademas la etapa de calcular la propiedad intensiva usando la sefial y la
calibracion. Este modo de realizacién puede ser beneficioso porque cuando existe un ensayo con multiples
componentes y cada uno contribuye a la misma sefal, se puede realizar la calibracion usando un nimero mas
pequefio de muestras de calibracion.

Cada uno de los componentes del ensayo tiene una relacion distinta con la sefial. Dependiendo del sistema de
medicién y el ensayo particular, esto puede tener diferentes relaciones. Los diferentes componentes pueden tener
diferentes procesos quimicos que se siguen. Por ejemplo, pueden existir diferentes cambios en las longitudes de
onda, diferentes cambios en las temperaturas después de que se cambie el ensayo o diferentes propiedades de
transmisién. Se pueden usar diferentes modos para medir la sefal. Se pueden usar procedimientos
espectroscépicos que dependen de la transmision de la luz. En otros ejemplos, se puede usar quimioluminiscencia,
también se pueden realizar mediciones de temperatura o pH. El procedimiento también es aplicable a
procedimientos de resonancia magnética nuclear o RMN.

En la invencién, el nimero establecido es al menos 2 veces el numero predeterminado de componentes mas 1.
Cada término de decaimiento exponencial tiene dos parametros de calibracién. En este modo de realizacion, cada
nuamero predeterminado de componentes tiene un término de decaimiento exponencial que se corresponde con él.
El término de decaimiento exponencial se puede escribir de diferentes maneras; sin embargo, cada término de
decaimiento exponencial independientemente de su forma tendra dos parametros de calibracién. Un parametro de
calibracion es una constante que se puede ajustar para ajustar la curva de calibracién. Si el nimero establecido es
igual al numero de parametros de calibracion, entonces se puede calcular una solucién para la funciéon de
calibracion. En algunos ejemplos, también se usa un nimero mas grande que 2 veces el nimero predeterminado de
componentes mas 1. En este caso, se debe medir un nimero mas grande de muestras de calibracion. Si el
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procedimiento o las muestras tienen algo de ruido, puede ser beneficioso tener repeticiones adicionales de las
mediciones de calibracion.

En la invencion, el nimero establecido es dos veces el nimero predeterminado de componentes mas uno. Cada
término de decaimiento exponencial tiene dos parametros de calibracién. Entonces, el nimero de variables en la
ecuacion de calibracién es 2 veces el numero de términos de decaimiento exponencial més uno. Los dos parametros
de calibraciéon para cada término de decaimiento exponencial son dos variables que contribuyen a la ecuacién de
calibracion. Este modo de realizacién puede ser beneficioso porque el nimero de muestras es exactamente el
ndmero necesario para proporcionar una solucion a la funcién de calibracion.

En la invencién, el nimero establecido es dos veces el nimero predeterminado de componentes mas dos, tres,
cuatro o cinco. Cada término de decaimiento exponencial tiene dos parametros de calibracién. En este modo de
realizacién, el nimero de componentes es uno, dos, tres 0 cuatro mas de lo que es necesario para proporcionar una
solucién a la funcién de calibracion. Esto puede proporcionar una calibracion eficaz con un namero limitado de
mediciones adicionales que se pueden usar para comprobar errores o para permitir el uso de un algoritmo de ajuste.

En un ejemplo, el nimero establecido es dos veces el niumero predeterminado de componentes mas 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14 o0 15. Cada término de decaimiento exponencial tiene dos parametros de calibracion. En este
modo de realizacion, el nimero de componentes es mayor de lo que es necesario para proporcionar una soluciéon a
la funcién de calibracion. Esto puede proporcionar una calibracion eficaz con un nimero limitado de mediciones
adicionales que se pueden usar para comprobar errores o para permitir el uso de un algoritmo de ajuste.

En un ejemplo, la funcion de calibracién tiene una serie de parametros de calibracion. EI nimero establecido es igual
0 mas grande que el numero de parametros de calibracion. Los parametros de calibracién como se menciona
anteriormente son constantes que se pueden ajustar en la funcién de calibracién.

En otro modo de realizacion, la sefial comprende una cualquiera de las siguientes: una medicién electroquimica, una
medicién de quimioluminiscencia, una medicién nefelométrica, una medicién de desintegracién radioactiva o de
recuento radioactivo, una medicién de transmision fotométrica, una medicién de dispersion fotométrica y
combinaciones de las mismas.

En otro modo de realizacién, la propiedad intensiva es una concentracion del analito. En algunos ejemplos, la
concentracién puede ser una concentracion molecular.

En otro modo de realizacion, el analizador comprende un moédulo de medicion fotométrica que se hace funcionar
para medir la sefial, en el que la sefal es al menos una parte de un espectro de transmisién fotométrica.

En otro modo de realizacion, la concentracién molecular es una concentracién molecular de proteina C-reactiva. El
numero predeterminado de componentes es de 2. El nimero predeterminado de componentes comprende particulas
de primer tamafo y particulas de segundo tamafo. Las particulas de primer tamafio son de 130 nm (+/-20 nm) de
diametro y estan recubiertas con anticuerpo monoclonal murino. Las particulas de segundo tamafo son de 200 nm
(+/-20 nm) y estan recubiertas con diferentes anticuerpos monoclonales murinos. Las particulas son diferentes en
tamano y las afinidades de los anticuerpos monoclonales murinos en los dos tipos son diferentes por naturaleza.

La solicitud de patente europea EP 0 790 500 B1 divulga el uso de particulas de 89 nm, 124 nm, 221 nm y una
combinacion de 89 nm y 221 nm recubiertas con anticuerpo monoclonal murino.

En otro modo de realizacién, el analizador es un analizador automatico. Un analizador automatico como se usa en el
presente documento es un analizador que automatiza al menos una parte del procedimiento de andlisis de la
muestra bioldgica. Esto puede incluir mediciones y el registro de datos. En otros ejemplos, se hace funcionar el
analizador automatico para preparar la muestra, tal como afadiendo una solucién o ensayo o incluso diluyente a la
muestra biolodgica. En otros modos de realizacion, el analizador automatico también puede cargar y descargar
automaticamente diferentes muestras bioldgicas. Por ejemplo, se puede hacer funcionar el analizador automatico
para recibir el conjunto de muestras de calibracion y realizar la calibracién automaticamente sin intervencion
humana.

En otro aspecto, la invencion proporciona un analizador automatico para analizar la muestra biologica. Se hace
funcionar el analizador para medir una senal descriptiva de una propiedad intensiva de un analito en la muestra
biolégica usando un ensayo. Es decir, se mezcla el ensayo con la muestra biol6gica y, a continuacion, el analizador
mide la sefnal. En algunos ejemplos, se puede hacer funcionar el analizador automatico para realizar el ensayo
automaticamente en la muestra biologica antes de realizar la medicién. Se hace funcionar el analizador automatico
para recibir el ensayo. El ensayo tiene un nimero predeterminado de componentes. El nimero predeterminado de
componentes es mayor que o igual a 2. Cada uno del nimero predeterminado de componentes tiene una relacion
distinta entre la propiedad intensiva y la sefal. El analizador automatico comprende una memoria para almacenar
instrucciones ejecutables por maquina. El analizador automatico comprende un procesador para controlar el
analizador automatico. La ejecucion de las instrucciones provoca que el procesador reciba una calibracion. La
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calibracion se define mediante una funcién de calibracion equivalente a una constante mas un decaimiento
exponencial para cada uno de los componentes predeterminados. La ejecucion de las instrucciones provoca ademas
que el procesador afada el ensayo a la muestra biolégica usando el analizador automatico. La ejecucion de las
instrucciones provoca ademas que el procesador mida la sefial de la muestra biolégica usando el analizador
automatico. La ejecucion de las instrucciones provoca ademas que el procesador calcule la propiedad fisica usando
la sefial y la calibracion.

En otro modo de realizacion, la ejecucién de las instrucciones provoca ademas que el procesador reciba un numero
establecido de muestras de calibracién con valores conocidos para la propiedad intensiva usando el analizador. La
ejecucion de las instrucciones provoca ademas que el procesador mida una sefal de calibracion para cada una de
las muestras de calibracion usando el analizador y el ensayo. En algunos ejemplos, la ejecucion de las instrucciones
también puede provocar que el procesador distribuya el ensayo en cada una de las muestras de calibracién usando
el analizador. La ejecucién de las instrucciones provoca ademas que el procesador determine una calibracién
ajustando la funcién de calibracién a la sefnal de calibracién para cada una de las muestras de calibracién y el valor
conocido de la propiedad intensiva. En algunos ejemplos, el nimero establecido es al menos 2 veces el niumero
predeterminado de componentes mas 1. Cada uno de los términos de decaimiento exponencial tiene dos
parametros de calibracion. Ademas, en algunos ejemplos, la funcién de calibracién tiene una serie de parametros de
calibracion. El nimero establecido es igual a o mayor que el nimero de parametros de calibracion.

En otro modo de realizacion, la ejecucion de las instrucciones provoca ademas que el procesador reciba informacion
de parametros descriptiva de la calibracién. Por ejemplo, la informacion de parametros puede ser datos de
calibraciéon previamente medidos, valores para constantes en la funcién de calibracién y/o intervalos de valores para
constantes en la funcién de calibracion. Por ejemplo, los valores o el intervalo de valores pueden ser conocidos con
antelacién para un lote particular o tipo de ensayo. Esto puede reducir adicionalmente el numero de muestras de
calibracion que se necesitan usar. También se puede usar la informacion de parametros junto con sefiales de
calibracion medidas para determinar la funcion de calibracion.

En otro modo de realizacion, el analizador automatico comprende el ensayo.

En otro modo de realizacion, la sefial comprende uno cualquiera de los siguientes: una medicién electroquimica, una
medicién de quimioluminiscencia, una medicion nefelométrica, una desintegracion o recuentos radioactivos, una
medicién de dispersion fotométrica, una medicion de transmisién fotométrica y combinaciones de los mismos.

En otro modo de realizacién, la propiedad intensiva es una concentracion.

En otro modo de realizacion, el analizador comprende un moédulo de medicion fotométrica que se hace funcionar
para medir la sefial. La sefial es al menos una parte del espectro de transmision fotométrica.

En otro modo de realizacion, la concentracion es la concentracion de proteina C-reactiva. El nimero predeterminado
de componentes es de 2. El nimero predeterminado de componentes comprende particulas de primer tamafo y
particulas de segundo tamano. Las particulas de primer tamafo son de aproximadamente 130 nm de didmetro y
estan recubiertas con un anticuerpo monoclonal murino. Las particulas de segundo tamafo son de
aproximadamente 220 nm y estan recubiertas con un anticuerpo monoclonal murino con afinidad diferente.

Se entiende que uno o méas de los modos de realizacién mencionados anteriormente de la invencién o ejemplos se
pueden combinar siempre que la combinacion no sea mutuamente excluyente.

Breve descripcion de los dibujos

En lo que sigue, se explican modos de realizacion de la invenciéon con mayor detalle, solo a modo de ejemplo,
haciendo referencia a los dibujos, en los que:

la fig. 1 ilustra un ejemplo de un procedimiento;

la fig. 2 ilustra otro ejemplo de un procedimiento;

la fig. 3 ilustra la combinacién de varias funciones de decaimiento exponencial; y

la fig. 4 ilustra un ejemplo de un analizador automético.

Descripcion detallada

Elementos numerados de la misma forma en estas figuras son elementos equivalentes o realizan la misma funcién.

Los elementos que se han analizado previamente no se analizaran necesariamente en figuras posteriores si la
funcion es equivalente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2768 198 T3

La fig. 1 muestra un diagrama de flujo que ilustra un ejemplo de un procedimiento para analizar la muestra bioldgica
usando un analizador y un ensayo. Se hace funcionar el analizador para medir una sefal indicativa de la propiedad
intensiva de un analito en la muestra biolégica. En la etapa 100, se proporciona un ensayo. Se hace funcionar el
ensayo para producir una sefal. Se puede hacer funcionar el ensayo para producir una sefial cuando se mide con el
analizador. El ensayo tiene un numero predeterminado de componentes. EI nidmero predeterminado de
componentes es > 0 = a 2. Cada uno del nimero predeterminado de componentes tiene una relacion distinta entre la
propiedad intensiva y la sefal. Luego, en la etapa 102, se proporciona un conjunto de muestras de calibracion.

Las muestras de calibracion tienen valores conocidos para la propiedad intensiva. Por ejemplo, las muestras de
calibracion pueden tener diferentes concentraciones de un compuesto o producto quimico en particular. Luego, en la
etapa 104, se mide una sefal de calibracion para cada una de las muestras de calibracién usando el analizador y el
ensayo. Por ejemplo, se puede distribuir el ensayo en cada una de las muestras de calibracién. Luego, en la etapa
106, se determina una calibracion ajustando una funcién de calibracién a la sefal de calibraciéon para cada una de
las muestras de calibraciéon y los valores conocidos para la propiedad intensiva. La funcion de calibracion es
equivalente a una constante mas un término de decaimiento exponencial para cada uno del nimero predeterminado
de componentes. Luego, en la etapa 108, se mide la sefial de la muestra biolégica usando el analizador y el ensayo.
Finalmente, en la etapa 110, se calcula la propiedad intensiva usando la sefal y la calibracién.

La fig. 2 muestra otro ejemplo de un procedimiento de analisis de una muestra bioldégica usando un analizador y un
ensayo. En el ejemplo de la fig. 2, en primer lugar se realiza una calibracién y, a continuacién, se usa la calibracién
para la determinacién de una propiedad fisica o propiedad intensiva de un analito. En la etapa 200, los valores del
punto de ajuste del calibrador se descargan en un analizador. Estos son equivalentes a los valores conocidos para la
propiedad intensiva. En la etapa 202, la medicién de los puntos de ajuste del calibrador se realiza usando el
analizador. Esto proporciona valores de sefal. Los valores de sefal son equivalentes a las sefales de calibracién
para cada una de las muestras de calibracién. A continuacion, en la etapa 204, los valores de concentracion y los
valores de sefal proporcionan un conjunto de datos para cada punto de ajuste del calibrador. Luego, en la etapa
206, se calcula la curva de calibracion. En algunos ejemplos, esto se puede describir mediante la férmula de la curva
y los parametros de la curva. La férmula de la curva y los parametros de la curva son la funcion de calibracion. Los
parametros de la curva son los parametros de calibracion o las constantes que varian en la funcién de calibracién.
Este célculo de la calibracién se puede realizar, por ejemplo, mediante regresion de los conjuntos de datos de senal
y concentracion usando un algoritmo de ajuste iterativo para minimizar la desviacion entre los conjuntos de datos y
la curva ajustada. Esto se puede realizar de una variedad de maneras. Una simple manera de realizar esto seria
usando un procedimiento de ajuste de minimos cuadrados. Si el niumero de puntos de datos de sefal y
concentracién es igual a 2 x el numero predeterminado de componentes + 1, entonces se pueden resolver los
parametros de la curva de calibracion. La etapa 206 proporciona una funcién de calibracion o una curva de
calibracion con parametros. Luego, en la etapa 208, se mide una muestra usando el analizador. Por ejemplo, esto
puede ser una muestra del paciente o alguna clase de material de control para comprobar la calibracién. Esto
proporciona un valor de sefal o sefial. En la etapa 210, se realiza el calculo de la concentracién en la muestra o
propiedad intensiva usando la sefal de la muestra y una curva de calibracién ajustada.

La fig. 3 muestra un grafico de varias funciones. El eje x esté en unidades arbitrarias 300 y el eje y 302 también esta
en unidades arbitrarias. La funcion 304 representa el valor de la curva de 1-e elevada a -x. 304 es un ejemplo de un
término de decaimiento exponencial. La curva 306 es la funcién 1-e elevada a -5x. La curva 306 ilustra otro ejemplo
de una funcién de decaimiento exponencial. La curva 308 es la suma de las curvas 304 + 306. Se puede observar
que tras el examen, la curva 308 parece similar a un término de decaimiento exponencial. Cuando se realiza una
calibracion, uno puede tratar de ajustar en realidad un término de decaimiento exponencial a la curva 308 por si
mismo. Sin embargo, debido a la suma de las curvas 304 y 306, el ajuste seria mediocre en el mejor de los casos.
La fig. 3 ilustra como, cuando existen multiples componentes que contribuyen a la misma sefal 308, la invencion
puede proporcionar un mejor medio de ajuste de una curva de calibracion.

La fig. 4 muestra un ejemplo de un analizador automatico 400. Se hace funcionar el analizador automatico 400 para
analizar una muestra biol6gica 404. Existe un distribuidor 406 que se hace funcionar para distribuir un ensayo 408
en una muestra bioloégica 404. La muestra biolégica comprende un analito. Por ejemplo, el ensayo 208 se puede
localizar dentro de un cartucho. El ensayo 208 comprende al menos dos componentes que también son ensayos.

Aunque no se muestra en esta fig., el analizador automatico 400 puede tener un aparato para situar multiples
muestras biol6gicas 404 para distribuir el analito y también para analizarse mediante un médulo de medicion 410. El
médulo de medicion 410 es representativo de muchos tipos diferentes de sensores o instrumentos que pueden
realizar mediciones en una muestra bioldgica 404.

El distribuidor 406 y el médulo de medicién 410 estan conectados a una interfaz de equipo informatico 414 de un
sistema informatico 412. El ordenador 412 comprende ademas un procesador 416 que esta en conexion con la
interfaz de equipo informatico 414, una interfaz de usuario 418, almacenamiento informatico 420 y memoria de
ordenador 422.

El almacenamiento informatico 420 se muestra como que contiene los valores 430 para las propiedades intensivas
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de las muestras de calibracién. El almacenamiento informatico 420 se muestra ademas como que contiene senales
de calibracion para las muestras de calibracion 432. El almacenamiento informatico se muestra ademas como que
contiene una calibracion 434 que se ha calculado usando los valores 430 y las sefales de calibracién 432. El
almacenamiento informatico 420 muestra ademas la sefal de una muestra biolégica 436 que se ha medido por el
médulo de medicion 410. El almacenamiento informatico 420 se muestra ademas como que contiene un valor 438
de una propiedad intensiva calculada usando la sefial 436 y la calibracién 434.

La memoria informatica 422 se muestra como que contiene un modulo de control 440. El mddulo de control 440
comprende un cddigo ejecutable por ordenador que posibilita que el procesador 416 controle el funcionamiento y la
funcion del analizador automatico 400. Por ejemplo, posibilita que el procedimiento 416 envie comandos por medio
de la interfaz de equipo informatico 414 y reciba informacién desde el distribuidor 406 y el médulo de medicién 410.
Si estan presentes, este modulo también posibilita que el procesador 416 controle el enrutamiento automatico y el
procesamiento de la muestra bioldgica 404. La memoria informatica 422 se muestra ademas como que contiene un
médulo de ajuste de la curva 442. El médulo de ajuste de la curva contiene un cédigo ejecutable por ordenador que
posibilita que el procesador 416 calcule la calibracion 434 usando las sefiales de calibracion 432 y los valores 430.
La memoria informatica 422 se muestra ademas como que contiene un moédulo de determinacion de propiedades
intensivas 444. El médulo 444 usa la calibracion 434 y la sefal 436 para calcular el valor 438.

En algunos ejemplos, las curvas de calibracion conocidas pueden no coincidir bien con la forma de la curva de
calibracion. En este caso, a menudo se usa el modelo de spline, una spline lineal o bien cubica. Sin embargo, el uso
de una spline puede requerir una gran nimero de mediciones de calibracién. Se pueden aplicar ejemplos de la
funcién de calibracion a la llamada prueba de CRP. CRP es una abreviatura para proteina C-reactiva. Las proteinas
C-reactivas son proteinas encontradas en la sangre cuyos niveles se elevan en respuesta a una inflamacion. La
CRP es una proteina de la fase aguda clasica para reacciones inflamatorias. Se sintetiza por el higado y consiste en
cinco cadenas polipeptidicas idénticas que forman un anillo de cinco miembros que tiene un peso molecular de
120000 daltons. La CRP es la mas sensible de los reactivos de la fase aguda y su concentracion se incrementa
rapidamente durante los procesos de inflamacion. Obviamente, las personas sanas solo tienen una concentracion
muy baja de la proteina C-reactiva en la sangre. Los valores de referencia de acuerdo con la normalizaciéon de
proteinas segun IFCC/ERM son de menos de 5mg por litro. Durante los procesos de inflamacién aguda, las
concentraciones de CRP en suero y/o plasma se pueden incrementar hasta 1000 veces. El ensayo de CRP, por lo
tanto, se enfrenta a dos inconvenientes. Las concentraciones bajas de CRP en suero de personas obviamente
sanas, especialmente alrededor del intervalo de decision de 5mg por litro, se deben medir con exactitud y
sensibilidad altas, asi como el ensayo debe poder detectar concentraciones altas de CRP en suero en pacientes con
procesos inflamatorios agudos sin tasas de repeticion demasiado altas. Algunos ensayos de CRP pueden detectar
CRP sin repeticiones dentro del intervalo de concentracién de 0,3 mg por litro y 350 mg por litro. Esto se puede
lograr con la ayuda de dos microparticulas diferentes (DuRel). Una particula de tamafio pequefio de
aproximadamente un tamafio de 130 nm, recubierta con MAb frente a CRP con afinidad baja y una particula de
tamafo mas grande de aproximadamente 220 nm recubierta con un MAb frente a CRP con afinidad alta. La
combinacion de estos dos tipos de particulas en un reactivo da lugar a un solapamiento de curvas de unién o curvas
de calibracién. Un fuerte incremento de la sefial a concentraciones bajas de CRP inducido por las particulas grandes
se combina con un incremento moderado de la sefal a concentraciones mayores, inducido por las particulas
pequerias. La curva de sefial de la dosis es una combinacion de las dos curvas de unién y su forma no es tipica para
ensayos turbidimétricos basados en latex. Los seis puntos de ajuste disponibles se deben distribuir en la mayoria de
un intervalo de concentracién menor de la curva de calibracién, cuatro puntos entre 0 y 9 mg por litro, dos entre 90 y
350 mg por litro, para lograr la exactitud necesaria en un intervalo de concentracion menor. El ajuste de las curvas
de calibracion resultantes con funciones de calibraciéon estandar es un problema que no se ha resuelto con la
exactitud necesaria hasta la fecha. La mayoria de las funciones de calibracién no lineales no cumplen
adecuadamente con los puntos de ajuste. Por lo tanto, no son adecuadas, porque la exactitud en el punto de
decisiébn médica es insuficiente. En realidad, un modelo lineal no es adecuado para cubrir el intervalo de medicion
completo entre 0,3 y 350 mg por litro. Incluso el modelo de Rodbard no lineal mencionado anteriormente no puede
proporcionar ajustes lo suficientemente exactos, especialmente en el intervalo de decisibn médica,
aproximadamente 5 mg por litro.

Hasta el momento, el estado de la técnica actual ha sido ajustar una funcion spline. Sin embargo, como ya se ha
analizado, la funcién spline implica desventajas con respecto a la solidez y exactitud. Los ejemplos pueden
proporcionar un nuevo procedimiento de calibracion de pruebas de diagnéstico usando una nueva curva de
calibracion. Para la prueba de CRP que usa dos tamanos de particula, se puede usar una funcién modelo de cinco
parametros.

En el inicio temprano del historial de calibracion para el ensayo, se restringio el ajuste de la curva a simples lineas
rectas. El ajuste es facil y siempre ha sido uno de los mejores conjuntos de parametros. A menudo fue necesario un
gran esfuerzo para hacer que la reacciéon quimica fuera lineal en el intervalo objetivo. Con requisitos crecientes para
el intervalo de medicién, este enfoque estuvo limitado muy temprano. Otro enfoque es el uso de modelos locales,
por ejemplo, la spline. Especialmente, las splines que implican términos de mayor orden se ajustan perfectamente a
la medicién, pero no mantienen una curva global estable, ni tampoco se adaptan al error de medicién.
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La siguiente generacién de curvas de calibracion son curvas sigmoidales no lineales. Se originan a partir de la teoria
de la respuesta a la dosis que se introdujo para modelar reacciones enzimaticas por Rodbard. Estos modelos son el
estado de la técnica y estan disponibles en casi todos los analizadores en el mercado. Modelan la reaccion de un
reactivo dado con el analito dentro de la muestra humana. Estos modelos funcionan bien para muchos ensayos
inmunoloégicos y permiten ampliar muy significativamente los intervalos de medicién. Con otro incremento de los
requisitos, especialmente con respecto al intervalo de medicion, se necesitan formatos de ensayo méas complejos.
Finalmente, los multiples flujos de reacciones superpuestas ayudan a explicar los requisitos potenciados. El modelo
sigmoidal clasico, el modo de reaccion Unica clasico no esta a la altura de los nuevos tipos de multiples reacciones
superpuestas con suficiente rendimiento. La idea de reacciones superpuestas en el lado quimico necesita una
respuesta apropiada en el lado matematico. Comenzando a partir de la cinética basica, la idea de superposicion se
analiz6 y transfirio de una manera muy sistematica para satisfacer los nuevos requisitos cumplidos.

Un punto clave es la estrategia para la seleccion y la evaluacion del modelo matematico. Aunque la seleccion es
mas o menos sencilla: cualquier nimero de parametro pequefio analitico no lineal de funcién escalar que pueda
modelar curvas monétonas suaves es un candidato valido. La evaluacion de la nueva funcion del algoritmo es un
procedimiento complejo. Para hacer que todas las etapas pertinentes sean lo mas claras posible, tiene sentido
referirse a la solucion final: al final del todo se quiere tener solo unos pocos calibradores, 4-5, para modelar la
relacién entre la concentracién y la sefal sin sesgo y la variabilidad debida a la calibracién. Esto debe ser verdadero
para todo el intervalo de medicion y especialmente para el area donde el resultado es clinicamente critico.

Al comienzo, se debe establecer la relacién completa y verdadera entre sefial y concentracién. Esto se realiza
mediante un gran conjunto de calibradores, por ejemplo, mas de diez, que cubren todo el intervalo de medicién. Los
datos deben cubrir varios dispositivos, varias tandas para explicar el posible sistema de medicién y las fluctuaciones
en los reactivos. Ademas, también deben estar implicados los preparativos automaticos y manuales de los
calibradores, dilucién, por varios operadores, si resulta apropiado. Sobre esta base, se pueden establecer una o
multiples curvas tipicas, por ejemplo, especificas de sistema.

La siguiente etapa es buscar una funcion adecuada que pueda describir adecuadamente la relacion sefal con
respecto a concentracién. Sin embargo, la funcidn matematica es solo la mitad de la historia. Se puede realizar la
optimizacién no lineal siguiendo diferentes enfoques. Basicamente, en el ajuste de parametros, se minimiza una
forma cuadratica. Al final del dia, un algoritmo de optimizacién finalmente da lugar a un conjunto final de parametros
para la funcion de calibracion seleccionada. Se examinaron diferentes algoritmos de estrategia de optimizacion
como 'Nelder-Mead', Taylor', 'Levenberg-Marquardt' o recocido simulado.

Comenzando con muchos calibradores, por ejemplo, mas de 10, la forma de la curva se fija bien y la curva ajustada
se puede verificar facilmente comprobando la proximidad de la concordancia entre los datos y la curva en un
conjunto grande y bien definido de datos de la curva de calibraciéon. Una vez que se hayan identificado buenas
soluciones para el gran conjunto de calibradores, se debe demostrar que el modelo matematico y el procedimiento
de ajuste también funciona para la rutina con 4-5 calibradores. El objetivo aqui es demostrar que no existe pérdida
de calidad de ajuste cuando se pasa de 20 a 5 calibradores. Un criterio importante para evaluar los modelos
candidatos son los residuos, asi como la desviacion global de una solucién de 5 calibradores de la solucién de n,
n>10, calibradores original.

Otra estrategia para la evaluacién de soluciones candidatas potenciales reside en las simulaciones. Comenzando a
partir de una curva dada por los parametros, es posible leer puntos de la curva en una posicién de concentracion
tipica que se conocen a partir de los calibradores. A continuacién, se afiade a la sefal algun ruido tipico que se
espera del andlisis de errores de medicion. Esto se puede repetir dentro de las simulaciones y ayuda a identificar los
intervalos de concentracion donde el ajuste puede estar sesgado, es decir, la curva se desvia en la misma direccion.
Este analisis asegura que los modelos elegidos no estén sesgados localmente, ni la solidez con respecto a las
fluctuaciones en la medicion sea insuficiente.

La variabilidad de los datos de las mediciones practicas es dificil de capturar por completo mediante simulaciones,
puesto que la funcién seleccionada en el algoritmo demuestra preferentemente con datos del mundo real una
determinada cantidad de solidez. Para examinar la solidez, la simulaciéon es, de nuevo, un procedimiento de
eleccion. Se comenzo, de nuevo, como se describe anteriormente, pero ahora se incrementa el tamafo del ruido
que se ha afadido a la sefal. Si el ruido excede determinados niveles, se pueden observar mas y mas ajustes
fallidos. Esto ilustra muy facilmente la solidez en el campo. Ademas, para la generacion de ruido aleatorio, estan
disponibles dos modelos de error diferentes. EI modelo de error estadisticamente independiente es una variante muy
conservadora y so6lida, porque el ruido de diferentes calibradores no esta correlacionado. El segundo modo usa la
correlacion real de errores analizando las sefiales de un conjunto, >10, de diferentes curvas de calibracion. El ultimo
procedimiento permite predicciones reales con respecto al rendimiento y el primer modelo significa una fuerza
incrementada para el algoritmo.

Un ejemplo concreto de una férmula de calibracién que es sélida es la ecuacion 1, que se puede usar con el ensayo
de CRP analizado previamente.
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Los ejemplos de la funcion de calibracion pueden tener la ventaja de proporcionar una calibracion valida en un gran
intervalo de medicion y también discriminar entre el error de medicién y del modelo. Para cumplir con los
complicados requisitos médicos en el disefio del ensayo, el procedimiento de deteccién puede tener diferentes
procesos bioquimicos. Asi, por ejemplo, los diferentes tamafios de las particulas de latex del ensayo de CRP de
estan implicados en la misma formulacion de ensayo para detectar concentraciones bajas y altas de CRP,
respectivamente. Este disefio da lugar a curvas de calibraciéon para el ensayo que son diferentes en las diferentes
pautas de concentraciéon y constituyen un inconveniente para el procedimiento clasico de deteccién Unica que
modela funciones matematicas usadas en calibraciones no lineales. Como consecuencia, a menudo estos ensayos
se ajustan mediante funciones spline, que tienen desventajas inherentes bien conocidas. En particular, en cuanto al
modelo de spline no global, que cubre todo el intervalo de medicidn, la funcion existe en la calibracion, no
pudiéndose realizar ninguna distinciéon entre el error de medicién, en la sefal del calibrador, y un error del modelo.
Los procedimientos de deteccién de errores que se podrian implementar con el enfoque del modelo global no lineal
no son factibles para el modelo de spline. Los ejemplos pueden usar funciones matematicas no lineales disefiadas
especificamente que permiten un excelente ajuste basado en el modelo de toda la medicion, cubriendo, de este
modo, multiples procedimientos de deteccidon. Para los ejemplos particulares del ensayo de CRP, que se basa en
dos tamanos de particulas de latex y usa dos procedimientos de deteccién en la misma formulaciéon de ensayo, se
ha demostrado que la superposicion especifica de dos funciones de decaimiento exponencial permite un ajuste
perfecto de la curva de calibracién que se compone de una curva y una seccién mas o menos recta.

Lista de numeros de referencia
300 eje x

302 ejey

304 y(x) =1 - Exp(-x)

306 y(x) =1 - Exp(-5x)
308 y(x) = 2 - Exp(-x) - Exp(-5x)
400 analizador automatico
404 muestra bioldgica

406 distribuidor

408 ensayo

410 modulo de medicion

412 ordenador

414 interfaz de equipo informatico

416 procesador

418 interfaz de usuario

420 almacenamiento informatico

422 memoria informatica

430 valores para propiedad intensiva de muestras de calibracion
432 sefales de calibracion para muestras de calibracion
434 calibracion

436 senal

438 valor que representa una propiedad intensiva

440 modulo de control

442 médulo de ajuste de la curva
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444 médulo de determinacién de propiedades intensivas
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de andlisis de una muestra biologica (404) usando un analizador (400) y un ensayo (408), en el
que se hace funcionar el analizador para medir una sefal (436) indicativa de una propiedad intensiva (438) de un
analito en la muestra bioldgica, en el que la propiedad intensiva es una concentracion del analito, en el que el
analizador comprende un médulo de medicion fotométrica que se hace funcionar para medir la sefial, y en el que la
sefal es al menos una parte de un espectro de transmision fotométrica, en el que el procedimiento comprende:

- proporcionar (100) el ensayo, en el que se hace funcionar el ensayo para producir la sefal, en el que el ensayo
tiene un niumero predeterminado de componentes, en el que el nimero predeterminado de componentes es dos, en
el que cada uno del nimero predeterminado de componentes tiene una relacién distinta entre la propiedad intensiva
y la sefial, en el que cada uno del nimero predeterminado de componentes es un ensayo distinto;

- proporcionar (102, 200) un nimero establecido de muestras de calibracion con valores conocidos (430) para la
propiedad intensiva, en el que el nimero establecido es dos veces el nimero predeterminado de componentes mas
uno, dos, tres, cuatro o cinco;

- medir (104, 202) una sefal de calibracion (432) para cada una de las muestras de calibracién usando el analizador
y el ensayo;

- determinar (106, 206) una calibracion (434) ajustando una funcién de calibracién a la sefal de calibracion para
cada una de las muestras de calibracién y los valores conocidos para la propiedad intensiva, en el que la funcion de
calibracion es equivalente a una constante mas un término de decaimiento exponencial para cada uno del nimero
predeterminado de componentes, en el que la funcidon de calibracién es una suma de dos términos de decaimiento
exponencial, en el que cada término de decaimiento exponencial tiene dos parametros de calibracion;

- medir (108, 208) la sefal (436) de la muestra biolégica usando el analizador y el ensayo; y
- calcular (110, 210) la propiedad intensiva usando la sefal y la calibracion.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la sefial comprende ademas una cualquiera de las siguientes:
una medicién electroquimica, una medicion de quimioluminiscencia, una medicion nefelométrica, una medicién de
desintegracién radioactiva, una medicién de dispersion fotométrica y combinaciones de las mismas.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que la concentracién molecular es la concentracion molecular de
proteina C-reactiva, en el que el nimero predeterminado de componentes es dos, en el que el nimero
predeterminado de componentes comprende particulas de primer tamafo y particulas de segundo tamano, en el que
las particulas de primer tamafno son de aproximadamente 130 nm de diametro y estan recubiertas con anticuerpo
monoclonal murino, y en el que las particulas de segundo tamafio son de aproximadamente 220 nm y estan
recubiertas con anticuerpo monoclonal murino con afinidad diferente.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, 2 0 3, en el que el analizador es un analizador automatico.

5. Un analizador automatico (400) para analizar una muestra biolégica (404), en el que se hace funcionar el
analizador para medir una sefal (436) descriptiva de una propiedad intensiva (438) de un analito en la muestra
biolégica usando un ensayo (408), en el que la propiedad intensiva es una concentracion del analito, en el que el
analizador comprende un médulo de medicion fotométrica que se hace funcionar para medir la sefial, y en el que la
sefial es al menos una parte de un espectro de transmisién fotométrica, en el que se hace funcionar el analizador
automatico para recibir el ensayo, en el que el ensayo tiene un nimero predeterminado de componentes, en el que
el nimero predeterminado de componentes es dos, en el que cada uno del nimero predeterminado de componentes
tiene una relacién distinta entre la propiedad intensiva y la sefal, en el que cada uno del nimero predeterminado de
componentes es un ensayo distinto, en el que el analizador automatico comprende una memoria para almacenar
instrucciones ejecutables por maquina, en el que el analizador automatico comprende un procesador (416) para
controlar el analizador automatico, en el que la ejecucion de las instrucciones provoca que el procesador:

- recibir (102, 200) un ndmero establecido de muestras de calibracidén con valores conocidos (430) para la propiedad
intensiva usando el analizador y/o recibir informacion de parametros descriptiva de una calibracion, en el que el
nuamero establecido es dos veces el nimero predeterminado de componentes mas uno dos, tres, cuatro o cinco,

- medir (104, 202) una sefial de calibracion para cada una de las muestras de calibracion usando el analizador y el
ensayo;

- determinar (106, 206) la calibracién ajustando una funcién de calibracion a la sefal de calibracion para cada una de
las muestras de calibracién y los valores conocidos para la propiedad intensiva y/o la informacién de parametros;

- recibir (106) la calibracion (434), en el que la calibracion se define mediante la funcion de calibracion, en el que la
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funcion de calibracion es equivalente a una constante mas un decaimiento exponencial para cada uno de los
componentes predeterminados, en el que la funciéon de calibracién es una suma de dos términos de decaimiento
exponencial, en el que cada término de decaimiento exponencial tiene dos parametros de calibracion;

- anadir el ensayo a la muestra biolégica usando el analizador automatico;

- medir (108, 208) la sefal de la muestra biolégica usando el analizador automatico; y

- calcular (110, 210) la propiedad fisica usando la sefal y la calibracion.

6. El analizador automatico de la reivindicacion 5, en el que el analizador automatico comprende el ensayo.

7. El analizador automatico de la reivindicacién 5 o 6, en el que la sefial comprende ademas una cualquiera de las
siguientes: una medicién electroquimica, una medicion de quimioluminiscencia, una medicién nefelométrica, una
medicién de desintegracion radioactiva, una medicion de dispersién fotométrica y combinaciones de las mismas.

8. El analizador automatico de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la concentracion es la
concentracién de proteina C-reactiva, en el que el numero predeterminado de componentes es dos, en el que el
nuamero predeterminado de componentes comprende particulas de primer tamafo y particulas de segundo tamafo,
en el que las particulas de primer tamafo son de aproximadamente 130 nm de diametro y estan recubiertas con un

anticuerpo monoclonal murino, y en el que las particulas de segundo tamafo son de aproximadamente 220 nm y
estan recubiertas con un anticuerpo monoclonal murino con afinidad diferente.
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