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DESCRIPCION

Dispositivo de colorante polimérico multiplexado y métodos para usar la misma referencia cruzada con aplicaciones
relacionadas

De conformidad con el 35 U.S.C. § 119(e), la presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad con respecto a
la fecha de presentacidon de la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos n.° 62/326.640, presentada
el 22 de abril de 2016.

Introduccién

Los ensayos para determinar la presencia y concentracién de analitos en un fluido de muestra biolégica suelen
basarse en la unién especifica de un marcador detectable al analito diana. El marcador detectable puede ser un
marcador visualizable a simple vista o detectable por espectroscopia, como la fluorescencia o la espectroscopia
UV-vis. Como marcador detectable, normalmente se pueden utilizar colorantes fluorescentes, donde el colorante
fluorescente incluye un fluorocromo concreto. Un fluorocromo puede tener ciertas propiedades, como su espectro
de absorcién, su coeficiente de extinciéon a una longitud de onda conveniente para la excitacién, su espectro de
emisién y su eficiencia cuéntica. La eficiencia cuantica es el nimero de fotones emitidos por cada fotén absorbido.

Las propiedades de un fluorocromo pueden depender del entorno que lo rodea. Por ejemplo, algunos fluorocromos, como
la fluoresceina, son sensibles al pH. La fluorescencia también puede extinguirse mediante una interaccidén con otra molécula
donde la energia de emisidn del colorante se disipa por una transicién no radiante. En algunos casos, la fluorescencia
detectable de un fluorocromo puede extinguirse por interacciones entre las moléculas de otro fluorocromo, como un
fluorocromo de otro colorante. Este efecto puede observarse como una interaccién no deseada entre los colorantes, en
donde la fluorescencia de un colorante es significativamente menor de lo que cabria esperar en comparacién con la
fluorescencia del colorante en ausencia de otros colorantes interferentes. ReaPan 34845 describe tubos de reaccidn para,
p. €j., citometria de flujo con cuatro colorantes diferentes en forma seca en la pared interior del recipiente.

Resumen

Se proporcionan dispositivos de colorantes poliméricos multiplexados. Los aspectos de los dispositivos incluyen un
dispositivo de reactivos que tiene un soporte sélido y primera y segunda composiciones de colorante polimérico
secas claramente posicionadas en relacién con una superficie del soporte sélido. Ademas, los aspectos de la
invencién incluyen ademas métodos para producir y usar los dispositivos, p. €j., en aplicaciones de deteccién de
analitos, asi como en kits que contienen los dispositivos.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 es una ilustracién de un dispositivo de reactivos que incluye tres composiciones de colorante polimérico
secas claramente posicionadas, segln realizaciones de la presente descripcion.

La Figura 2 muestra gréficas de los resultados de citometria de flujo de un analisis realizado utilizando un dispositivo
de reactivos con tres composiciones de colorante polimérico secas claramente posicionadas, segun realizaciones
de la presente descripcién.

La Figura 3 muestra una imagen de un dispositivo de reactivos que incluye tres composiciones de colorante polimérico
secas claramente posicionadas y siete colorantes no poliméricos, segun realizaciones de la presente descripcién.

La Figura 4 muestra gréficas de resultados de citometria de flujo de un analisis realizado utilizando un dispositivo
de reactivos con tres composiciones de colorante polimérico secas claramente posicionadas y siete colorantes no
poliméricos, segun realizaciones de la presente descripcién.

Descripcion detallada

Se proporcionan dispositivos de colorantes poliméricos multiplexados. Los aspectos de los dispositivos incluyen un
soporte sélido y primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas claramente posicionadas en relacion
con una superficie del soporte sélido. Ademés, los aspectos de la invencién incluyen ademas métodos para producir
y usar los dispositivos, p. €j., en aplicaciones de deteccién de analitos, asi como en kits que contienen los dispositivos.

Antes de describir con mayor detalle las realizaciones de la presente descripcién, debe entenderse que estas
realizaciones no se limitan a las realizaciones particulares descritas, ya que estas pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene por objeto describir solamente realizaciones
particulares, y no pretende ser limitativa, ya que el alcance de las realizaciones de la presente descripcién se
limitard anicamente por las reivindicaciones adjuntas.
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Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte de la
unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de
ese intervalo y cualquier otro valor indicado o intermedio en ese intervalo indicado, esta abarcado dentro de las
realizaciones de la presente descripcién.

Los limites superior e inferior de estos intervalos més pequefios pueden incluirse independientemente en los
intervalos mas pequefios, y también estan abarcados dentro las realizaciones de la presente descripcién, sujeto a
cualquier limite especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluya uno o ambos
limites, los intervalos que excluyen cualquiera o ambos de esos limites incluidos también se incluyen en las
realizaciones de la presente descripcion.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta descripcién. Aunque cualquier
método y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria también se puede usar en la practica o prueba
de las realizaciones de la presente descripcion, ahora se describen métodos y materiales ilustrativos representativos.

La cita de cualquier publicacién es para su descripcién anterior a la fecha de presentacién, y no debe interpretarse
como una admisién de que las realizaciones de la presente descripcién no tienen derecho a anteceder dicha
publicacién en virtud de la invencién anterior. Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser
diferentes de las fechas de publicacion reales, que pueden necesitar ser confirmadas independientemente.

Cabe sefialar que tal como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”,
“una”y “ellla” incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se observa ademas
que las reivindicaciones se pueden redactar para excluir cualquier elemento opcional. Como tal, esta declaracién
pretende servir como base antecedente para el uso de terminologia exclusiva como “Unicamente”, “solamente” y
similares en relacién con la recitacién de los elementos de las reivindicaciones, o el uso de una limitacién “negativa”.

Cualquier método recitado puede llevarse a cabo en el orden de los eventos recitados o en cualquier otro orden
que sea légicamente posible.

Como se ha resumido anteriormente, la presente descripcién proporciona dispositivos de reactivos que incluyen un
soporte sélido y primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas claramente posicionadas con
respecto a una superficie del soporte sélido. Al describir con mas detalle varias realizaciones de la invencién, se
describen primero con més detalle los presentes dispositivos de reactivos. A continuacién, se describen métodos
de utilizacion de los presentes dispositivos de reactivos. Ademés, también se proporcionan métodos para fabricar
los presentes dispositivos de reactivos, asi como kits que incluyen los presentes dispositivos de reactivos.

Dispositivos de reactivos

Los aspectos de la presente descripcién incluyen dispositivos de reactivos. En ciertas realizaciones, los dispositivos
de reactivos son Utiles en ensayos, por ejemplo, ensayos de una muestra liquida, como una muestra biolégica, p. €j.,
para detectar la presencia de uno o mas analitos en la muestra. Los dispositivos de reactivos segun ciertas
realizaciones de la presente descripcién incluyen un soporte sélido y primera y segunda composiciones de colorante
polimérico secas claramente posicionadas en relacién con una superficie del soporte sélido.

El soporte sélido incluido en las realizaciones del dispositivo de reactivos puede ser cualquier soporte sélido
conveniente que sea compatible con la muestra liquida y/o reactivos o analitos en contacto con el dispositivo de
reactivos. Por ejemplo, el soporte sélido puede ser un soporte sélido compatible con liquidos para dispositivos de
reactivos configurados para contener una muestra liquida. En algunos casos, la muestra liquida puede ser una
muestra liquida acuosa, y en estos casos, el soporte sélido puede ser compatible con muestras acuosas. Por
“compatible” se entiende que el soporte sélido es sustancialmente inerte (p. €j., no reacciona significativamente
con) el liquido y/o los reactivos o analitos en contacto con el soporte sélido.

El soporte sélido puede estar configurado como un recipiente, en donde el recipiente esta configurado para contener
un cierto volumen de un fluido (p. ej.,, gas o liquido). En determinadas realizaciones, el soporte sélido esta
configurado como un recipiente para liquidos. Por ejemplo, el recipiente para liquidos puede estar configurado para
contener un volumen de un liquido. El tamafio del recipiente para liquidos puede depender del volumen de liquido
que se vaya a contener en él. Por ejemplo, el recipiente para liquidos puede estar configurado para contener un
volumen (p. €j., un volumen de liquido) en el intervalo de 0,1 ml a 1000 ml, tal como de 0,1 mla 900 ml, o de 0,1 ml
a800ml, ode 0,1 mla 700 ml, o de 0,1 mla 600 ml, o de 0,1 mla 500 ml, o de 0,1 ml a 400 ml, o de 0,1 ml a
300ml,0de 0,1 mla200ml,ode0,1mla100ml,ode 0,1 mla50ml,ode01mla25ml,ode0,1Tmla10ml o
de 0,1mla5ml ode 0,1mla1ml o de 0,1ml a 0,5ml En ciertos casos, el recipiente para liquidos esta
configurado para contener un volumen (p. €j., un volumen de un liquido) en el intervalo de 0,1 ml a 200 ml.

La forma del soporte sélido también puede variar y puede depender del uso del dispositivo de reactivos. Por ejemplo, como
se describe en la presente memoria, el dispositivo de reactivos puede utilizarse en un ensayo, como el ensayo de una
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muestra liquida (p. €j., una muestra biolégica). En estos casos, el soporte sélido puede configurarse con una forma
compatible con el ensayo y/o el método u otros dispositivos utilizados para realizar el ensayo. Por ejemplo, el soporte sélido
puede configurarse con la forma de un equipo de laboratorio tipico utilizado para realizar el ensayo o con una forma que sea
compatible con otros dispositivos utilizados para realizar el ensayo. Como se ha descrito anteriormente, el soporte sélido
puede configurarse como un recipiente para liquidos. En estas realizaciones, el recipiente para liquidos puede ser un vial o
un tubo de ensayo. En algunos casos, el recipiente para liquidos es un vial. En algunos casos, el recipiente para liquidos es
un tubo de ensayo. Como se ha descrito anteriormente, el recipiente para liquidos puede estar configurado para contener
un volumen (p. ej., un volumen de un liquido). En las realizaciones en donde el recipiente para liquidos es un vial o un tubo
de ensayo, el recipiente para liquidos puede estar configurado para contener un volumen (p. €j., un volumen de liquido) en
el intervalo de 0,1 mla 1000 ml, tal como de 0,5 mla 900 ml, o de 0,5 mla800 ml, ode 0,5 mla 700 ml, o de 0,5 mla 600 ml,
0de05mla500ml,ode0,5mlad400ml,0ode0,5mla300ml, 0de0,5mla200ml, ode0,5mla100ml,ode0,5mla
50ml,0de0,5mla25ml,o0de0,5mla10ml, 0de0,5mla5 ml ode 1 mla5ml En ciertos casos, el vial o tubo de ensayo
esté configurado para contener un volumen (p. €j., un volumen de un liquido) en el intervalo de 0,5 ml a 5 ml.

En otras realizaciones, el soporte sélido estd configurado como una placa multipocillo. En estos casos, el soporte
sélido puede incluir una pluralidad de recipientes para liquidos (p. €j., pocillos), tal como 2 0 mas, 0 10 o mas, 0 50 o
mas, o 75 o mas, o 100 o mas, o 300 o mas, o 500 o mas, o 750 o mas, o0 1000 o mas, o 1500 o mas, o 2000 o mas
recipientes para liquidos (p. ej., pocillos). Algunos ejemplos de soportes sélidos configurados como placas multipocillo
pueden incluir, por ejemplo, 6, 24, 96, 384 o 1536 recipientes para liquidos (p. €j., pocillos). En las realizaciones en
donde el recipiente para liquidos es un pocillo de una placa multipocillo, un pocillo individual puede estar configurado
para contener un volumen (p. €j., un volumen de liquido) en el intervalo de 0,1 ml a 1000 ml, tal como de 0,1 ml a
900ml, 0de 0,1 mla800ml, ode0,1mla700ml, ode 0,1 mla600ml ode0,1mla500ml ode0,1mla400ml o
de 0, 1mla300ml,ode0,1Tmla200ml, 0ode0,1ma100ml, ode0,1mla50ml, ode0,1mla25ml, ode0,1mla
10ml,0ode 0,1mla5ml, ode0,1mla1ml ode0,1mla 05ml En ciertos casos, el vial o tubo de ensayo esta
configurado para contener un volumen (p. €j., un volumen de un liquido) en el intervalo de 0,1 ml a 25 ml.

Como se ha descrito anteriormente, las realizaciones del soporte sélido del dispositivo de reactivos pueden ser compatibles
con la muestra liquida y/o reactivos o analitos en contacto con el dispositivo de reactivos. Algunos ejemplos de materiales
del soporte sélido adecuados para los dispositivos de reactivos incluyen, entre otros, el vidrio y el pléastico. Por ejemplo, el
soporte sélido puede estar compuesto de vidrio, tal como, pero sin limitacién, vidrio silicatado, vidrio borosilicatado, vidrio de
borosilicato de sodio (p. ej., PYREX™), vidrio de cuarzo fundido, vidrio de silice fundida, y similares. Otros ejemplos de
materiales de soporte sélido adecuados para los dispositivos de reactivos incluyen plasticos, tales como, pero sin limitacién,
polipropileno, polimetilpenteno, politetrafluoroetileno (PTFE), perfluoroéteres (PFE), etileno propileno fluorado (FEP),
perfluoroalcoxi alcanos (PFA), tereftalato de polietileno (PET), polietileno (PE), polieteretercetona (PEEK), y similares.

En algunas realizaciones, como se ha descrito anteriormente, el soporte sélido estad configurado como un recipiente,
en donde el recipiente esta configurado para contener un cierto volumen de un fluido (p. €j., gas o liquido). En algunos
casos, un soporte sélido se configura como un recipiente (p. ej., un recipiente para liquidos). En algunas realizaciones
en donde el soporte sélido estd configurado como un recipiente para liquidos, el recipiente para liquidos puede estar
sellado. Es decir, el recipiente para liquidos puede incluir un cierre que impide sustancialmente que el contenido del
recipiente para liquidos (p. ej., el liquido dentro del recipiente para liquidos) salga del recipiente para liquidos. El cierre
del recipiente para liquidos también puede impedir sustancialmente que otras sustancias entren en el recipiente para
liquidos. Por ejemplo, el cierre puede ser un cierre hermético que impida sustancialmente que los liquidos entren o
salgan del recipiente, o puede ser un cierre hermético que impida sustancialmente que los gases entren o salgan del
recipiente. En algunos casos, cierre es desprendible o rompible, de manera que el contenido del recipiente para
liquidos pueda quedar expuesto al entorno cuando se desee, p. €], si se desea extraer una parte del contenido del
recipiente para liquidos. En algunos casos, el cierre esta hecho de un material elastico para proporcionar una barrera
(p- €j., un cierre estanco y/o hermético) para retener una muestra en el recipiente. Los tipos particulares de cierres
incluyen, entre otros, peliculas, como las de polimero, tapas, etc., en funcién del tipo de recipiente. Los materiales
adecuados para el cierre incluyen, por ejemplo, cierres de caucho o polimeros, tal como, pero sin limitacién, goma de
silicona, caucho natural, goma de estireno butadieno, copolimeros de etileno-propileno, policloropreno, poliacrilato,
polibutadieno, poliuretano, estireno butadieno y similares, y combinaciones de los mismos. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, el cierre es un septo perforable por una aguja, jeringa o canula. El cierre también puede proporcionar
un acceso cémodo a la muestra contenida en el recipiente, asi como una barrera protectora que recubre la abertura
del recipiente. En algunos casos, el cierre es un cierre desprendible, como un tapén roscado o a presién u otro
elemento de cierre adecuado que pueda aplicarse a la abertura del recipiente. Por ejemplo, puede enroscarse un
tapén roscado sobre la abertura antes o después de afiadir una muestra al recipiente.

Como se ha descrito anteriormente, el soporte sélido puede estar configurado como un recipiente, en donde el recipiente
esta configurado para contener un cierto volumen de un fluido (p. €j., gas o liquido). En algunos casos, un soporte sélido
que esta configurado como un recipiente (p. €j., un recipiente para liquidos) tiene una superficie interior y una superficie
exterior. En estas realizaciones, la superficie interior del soporte sélido (p. €j., el recipiente) es la superficie del soporte
sélido (p. ej., el recipiente) orientada hacia el interior del soporte sélido (p. €j., el recipiente). La superficie interior puede
estar en contacto con el contenido del recipiente. Como tal, el soporte sélido puede incluir una superficie interior del
recipiente, tal como una superficie interior de un recipiente para liquidos. La superficie exterior del soporte sélido (p. €.,
el recipiente) es la superficie del soporte sélido (p. ej., el recipiente) que da al exterior del interior del soporte sélido (p. ej.,
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el recipiente). La superficie exterior no entra en contacto con el contenido del recipiente. Como tal, el soporte sélido puede
incluir una superficie exterior del recipiente, tal como una superficie exterior de un recipiente para liquidos.

En ciertas realizaciones, el dispositivo de reactivos incluye una composicién de colorante colocada sobre una
superficie del soporte sélido. El dispositivo de reactivos puede incluir una o mas composiciones de colorante en la
superficie del soporte sélido, tal como 2 0 mas composiciones de colorante, 0 3 omas, 04 o0 mas,o50mas, 060
mas, o 7omas, u8omas,o9omas, o010 o mas, u11omas, 0 12o0mas, o0 13 0 mas, o0 14 o mas, o 15 0 mas, o 16
omas, 017 omas, 0 18 omas, 0 19 o méas, 0 20 o mas, 0 25 o mas, o 30 o mas, 0 35 0 mas, 0 40 o mas, 0 45 o mas,
0 50 o mas composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido. En algunas realizaciones, el dispositivo de
reactivos incluye de 2 a 50 composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido, tal como de 2 a 40, o de 2
a30ode2a200de2a15 0de2a10,0de2a 7, 0de2ab composiciones de colorante en la superficie del soporte
sélido. Por ejemplo, el dispositivo de reactivos puede incluir2,03,04,05,06,07,u8,09,010,u11,012, 013, 0
14,015,016, 017, 0 18, 0 19, 0 20 composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido. En ciertos casos,
el dispositivo de reactivos incluye 2 composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido. En ciertos casos,
el dispositivo de reactivos incluye 5 composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido. En ciertos casos,
el dispositivo de reactivos incluye 7 composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido. En ciertos casos,
el dispositivo de reactivos incluye 10 composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido.

Como se ha descrito anteriormente, el dispositivo de reactivos puede incluir dos 0 mas composiciones de colorante
colocadas en relacién con una superficie del soporte sélido. Las composiciones de colorante pueden situarse en la
superficie del soporte sélido en distintas posiciones. Por ejemplo, la primera y segunda composiciones de colorante
pueden colocarse claramente sobre la superficie del soporte sélido. Por “posicién clara” o “claramente posicionada”
se entiende que una composicién de colorante estd dispuesta en una posicién distinta de la posicién de otra
composicién de colorante. La posicion de una composicion de colorante puede referirse a la ubicacion de la
composicién de colorante en la superficie del soporte sélido, y/o puede referirse a la posiciéon de la composicidén de
colorante en relacién con la superficie del soporte sélido. En algunos casos, una composicién de colorante ocupa un
volumen de espacio definido. Por ejemplo, una composicién de colorante puede ocupar un volumen de espacio en
una superficie del soporte sélido. Una composicién de colorante claramente posicionada puede ocupar un volumen de
espacio que no coincide ni se solapa significativamente con un volumen de espacio ocupado por otra composicidén de
colorante, donde en algunos casos no coincide ni se solapa en absoluto con un volumen de espacio ocupado por otra
composicién de colorante. Las realizaciones donde las composiciones de colorante se colocan en posiciones distintas
pueden minimizar las interacciones entre colorantes entre cada una de las composiciones de colorante.

Dicho de otro modo, una composicién de colorante claramente posicionada no se mezcla significativamente con otra
composicién de colorante polimérico, p. €., practicamente ninguna porcién de la composicién de colorante claramente
posicionada se mezcla con una porcién de otra composicién de colorante polimérico. En algunos casos, una composicion
de colorante claramente posicionada no se mezcla con otra composicién de colorante polimérico, por ejemplo, ninguna
porcién de la composicién de colorante claramente posicionada se mezcla con una porcién de otra composicién de colorante
polimérico. En ciertas realizaciones, una composicién de colorante claramente posicionada incluye un Unico colorante. Por
ejemplo, una composicion de colorante claramente posicionada puede estar compuesta sustancialmente por un Unico
colorante y no incluir otro colorante en una cantidad significativa. Una composiciéon de colorante claramente posicionada
puede incluir un gran exceso de un colorante con respecto a cualquier otro colorante que pueda haber en la composicién de
colorante, tal como, por ejemplo, un 75 % en peso 0 mas, tal como un 80 % en peso 0 mas, o un 85 % en peso 0 mas, o un
90 % en peso 0 més, o un 95 % en peso 0 mas, o un 97 % en peso 0 mas, o un 99 % en peso o mas, o un 100 % en peso
de un colorante con respecto a cualquier otro colorante que pueda haber en la composicidn de colorante.

En algunos casos, las composiciones de colorante estdn separadas entre si en lugares distintos de la superficie del
soporte sélido. Una composiciéon de colorante espaciada de otra composicién de colorante puede estar fisicamente
separada de composiciones de colorante adyacentes. Por ejemplo, las composiciones de colorante claramente
posicionadas pueden colocarse en la superficie del soporte sélido en ubicaciones separadas de forma que haya una
distancia determinada entre un borde de la composicién de colorante y un borde de una composicién de colorante
adyacente. En algunas realizaciones, la distancia entre las ubicaciones separadas de las composiciones de colorante en
la superficie del soporte sélido es de 0,1 mm o mas, tal como 0,5 mm o mas, o 1 mm o mas, 0 2 mm o mas, 0 3 mm o
mas, o4 mmomas,o5mmomas, o6 mmomas, 07 mmomas, u8mmomas, o9 mmo mas, o 10 mm o mas, o
12mm o mas, 0 14 mm o mas, o 16 mm o mas, 0 18 mm o mas, o0 20 mm o mas, o0 25 mm o mas, o0 30 mm o mas, 0
35 mm o mas, 0 40 mm o mas, 0 50 mm o mas, 0 60 mm o mas, o 70 mm o mas, u 80 mm o mas, o0 90 mm o mas, o
100 mm o mas, 0 110 mm o mas, o 120 mm o mas, o 130 mm o mas, 0 140 mm o mas, o 150 mm o mas, o 160 mm o
més, 0 170 mm, o mas, o0 180 mm o mas, 0 190 mm o mas, o 200 mm o més. Por ejemplo, la distancia entre las distintas
ubicaciones de las composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido estar en el intervalo de 0,1 mm a
200 mm, tal como, por ejemplo de 0,1 mm a 190 mm, o de 0,1 mm a 180 mm, o de 0,1 mma 170 mm, o de 0,1 mm a
160 mm, o de 0,1 mma 150 mm, o de 0,1 mm a 140 mm, o de 0,1 mma 130 mm, o de 0,1 mm a 120 mm, o de 0,1 mm
a110mm,o0de 0,1 mma 100 mm,o0de 0,1 mma 9 mm,ode 0,1 mma 80 mm, ode 0,1 mma70 mm,ode 0,1 mma
60 mm, o de 0,1 mma 50 mm, o de 0,1 mm a 40 mm, o de 0,1 mm a 30 mm, o de 0,1 mma 20 mm, o de 0,1 mm a
10mm,o0de 0,1 mma9mm,oded,1mma8mm,oded,1mma7mm ode01mma6émm, ode01mmadmm,o
de0, 1 mmad4mm,ode01mma3mm, ode0,1mma2mm,ode(0,1mma1mm,ode0,1mma05mm. En ciertos
casos, la distancia entre las ubicaciones separadas de las composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido
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se encuentra en el intervalo de 0,1 mm a 200 mm. En algunos casos, la distancia entre las ubicaciones separadas de las
composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido se encuentra en el intervalo de 0,1 mma 10 mm.

En ciertas realizaciones, las composiciones de colorante claramente posicionadas se colocan adyacentes entre si
en la superficie del soporte sélido, pero no estédn espaciadas entre si. En estos casos, un borde de una composicién
de colorante puede entrar en contacto con el borde de una composicién de colorante adyacente. Por ejemplo, el
volumen de espacio ocupado por una composicién de colorante puede entrar en contacto, pero no solaparse
significativamente con un volumen de espacio ocupado por otra composicién de colorante (adyacente). En estas
realizaciones, las composiciones de colorante adyacentes pueden entrar en contacto entre si, pero no se mezclan
significativamente entre si, p. ej., sustancialmente ninguna porcién de la composicién de colorante claramente
posicionada se mezcla con una porcién de otra composicién de colorante (adyacente).

En la misma superficie del soporte sélido estan presentes composiciones de colorante posicionadas claramente,
pero dispuestas en distintas posiciones sobre la superficie del soporte sélido o en relacién con ella. Por ejemplo,
como se ha descrito anteriormente, el soporte sélido puede configurarse como un recipiente para liquidos y, como
tal, puede incluir una superficie interior y una superficie exterior. En ciertos casos, las composiciones de colorante
se colocan en una superficie (p. €., una superficie interior) del recipiente para liquidos. En algunos casos, las
composiciones de colorante se colocan claramente en una superficie interior del recipiente para liquidos.

Algunos ejemplos de composiciones de colorante claramente posicionadas incluyen realizaciones donde una
composicidn de colorante esta dispuesta sobre una superficie de un soporte sélido en una ubicaciéon determinada y otra
composicidn de colorante también esté dispuesta sobre la superficie del soporte sélido en una ubicacién diferente. Como
tal, las composiciones de colorante claramente posicionadas pueden colocarse en ubicaciones separadas en la superficie
del soporte sélido. Por ejemplo, las realizaciones de los dispositivos de reactivos pueden incluir la primera y segunda
composiciones de colorante, donde la primera composicién de colorante se coloca en un lugar determinado de la
superficie del soporte sélido y la segunda composicién de colorante se coloca en la superficie del soporte sélido en un
lugar diferente al de la primera composicién de colorante. Como se ha descrito anteriormente, la primera y segunda
composiciones de colorante pueden estar separadas entre si de manera que haya una distancia entre las ubicaciones
separadas de la primera y segunda composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido. La distancia entre la
primera y segunda composiciones de colorante puede ser segln los intervalos y valores descritos anteriormente.

Pueden proporcionarse composiciones de colorante adicionales en la superficie del soporte sélido. Por ejemplo, el dispositivo
de reactivos puede incluir una tercera composicién de colorante claramente posicionada en la superficie del soporte sélido.
La tercera composicion de colorante puede estar claramente posicionada con respecto a la primera composiciéon de
colorante, y también puede estar claramente posicionada con respecto a la segunda composicién de colorante. Como tal,
cada una de las composiciones de colorante (p. ej., las composiciones de colorante primera, segunda y tercera) puede estar
claramente posicionada una con respecto a la otra en la superficie del soporte sélido, como se describe en la presente
memoria. En la superficie del soporte sélido pueden colocarse composiciones de colorante adicionales, tal como 4 o0 mas
composiciones de colorante, 0 5 0 més, 7 o mas, 10 o0 més, etc., tal como se ha descrito anteriormente.

Otros ejemplos de composiciones de colorante claramente posicionadas incluyen realizaciones donde una
composicién de colorante esta dispuesta sobre una superficie de un soporte sélido en un lugar determinado y otra
composicidén de colorante esta situada en el mismo lugar. De este modo, las composiciones de colorante claramente
posicionadas pueden colocarse en el mismo lugar de la superficie del soporte sélido. Las composiciones de colorante
pueden estar ubicadas en el mismo lugar y, sin embargo, estar claramente posicionadas. Por ejemplo, las
composiciones de colorante pueden estar separadas entre si por un material no colorante. En algunos casos, el
material no colorante se interpone entre las composiciones de colorante claramente posicionadas. El material no
colorante puede cubrir sustancialmente una superficie de una composicién de colorante de manera que una
composicién de colorante adyacente quede separada de la composicién de colorante. Por ejemplo, una composicion
de colorante puede tener un material no colorante dispuesto sobre la superficie de la composicién de colorante, y otra
composicién de colorante puede estar dispuesta sobre una superficie del material no colorante. En estos casos, la
composicién de colorante puede estar fisicamente separada de otras composiciones de colorante por el material no
colorante. En algunos casos, las composiciones de colorante claramente posicionadas pueden proporcionarse como
capas alternas de una composiciéon de colorante y un material no colorante sobre una superficie del soporte sélido.
Como tal, en ciertas realizaciones, dos 0 mas composiciones de colorante estan claramente posicionadas una respecto
a la otra y también estan colocadas en el mismo lugar de la superficie del soporte sélido.

En ciertas realizaciones, el material no colorante es un material compatible con otros componentes del ensayo
(p. ej., reactivos, tampones, analitos, etc.) que pueden estar presentes en el dispositivo de reactivos durante su
uso. El material no colorante puede ser sustancialmente inerte con respecto a los demas componentes del ensayo
(p. ej., reactivos, tampones, analitos, etc.) que pueden estar presentes en el dispositivo de reactivos durante su
uso, de forma que no se produzca una reaccion significativa entre el material no colorante y los demés componentes
del ensayo. Algunos ejemplos de materiales no colorantes incluyen, pero sin limitacién, estabilizantes, tampones,
materiales inertes solubles (p. ej., materiales inertes solubles acuosos), y similares. Los estabilizantes de interés
incluyen, pero sin limitacién: azlcares y polialcoholes. Los azlcares y polialcoholes adecuados para su uso en
composiciones de colorante liofilizadas incluyen azlicares que son compatibles con los demés reactivos, tampones,
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colorantes y componentes de la muestra que se utilizan. Algunos ejemplos de azlcares adecuados incluyen, pero
sin limitacién, sacarosa, maltosa, trehalosa, 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (P- HPCD), lactosa, glucosa, fructosa,
galactosa, glucosamina, y similares, y combinaciones de los mismos. En algunos casos, el azlcar es un disacarido.
Por ejemplo, el disacarido puede ser sacarosa. Algunos ejemplos de polialcoholes adecuados incluyen, pero sin
limitacidén, manitol, glicerol, eritritol, treitol, xilitol, sorbitol y similares, y combinaciones de los mismos. Los materiales
no colorantes pueden incluir, por ejemplo, albiumina de suero bovino (BSA), azida sédica, glicerol, fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF), acido etilendiaminotetraacético (EDTA), tampén citrato, solucién salina tamponada
con fosfato (PBS), cloruro sédico, paraformaldehido, y similares, y combinaciones de los mismos.

Por ejemplo, las realizaciones de los dispositivos de reactivos pueden incluir la primera y segunda composiciones de
colorante, donde la primera composicién de colorante se coloca en un lugar determinado de la superficie del soporte
sélido y la segunda composiciéon de colorante esta colocada en el mismo lugar que la primera composicién de
colorante. Como se ha descrito anteriormente, la primera y segunda composiciones de colorante pueden estar
separadas entre si de manera que haya una distancia entre la primera y segunda composiciones de colorante. Por
ejemplo, la primera y segunda composiciones de colorante pueden estar separadas entre si por un material no
colorante, como se ha descrito anteriormente. La distancia entre la primera y segunda composiciones de colorante
puede ser segln los intervalos y valores descritos anteriormente. Por ejemplo, el material no colorante puede
interponerse entre la primera y segunda composiciones de colorante. En estas realizaciones, la primera composicién
de colorante puede colocarse sobre una superficie del soporte sélido, el material no colorante puede disponerse como
una capa sobre una superficie de la primera composicién de colorante, y la segunda composicién de colorante puede
disponerse sobre la superficie de la composicién no colorante. En estos casos, la primera composicién de colorante
puede estar fisicamente separada de las segundas composiciones de colorante por el material no colorante. Como
tal, en ciertas realizaciones, la primera y segunda composiciones de colorante estan claramente posicionadas una
respecto a la otra y también estan colocadas en el mismo lugar de la superficie del soporte sélido. Por ejemplo, la
capa de material no colorante sobre la superficie de la primera composicién de colorante puede cubrir sustancialmente
toda la superficie de la primera composicidn de colorante. En estos casos, una segunda composicién de colorante
dispuesta sobre la superficie de la composiciéon no colorante puede no entrar en contacto significativo con la primera
composicién de colorante. En algunos casos, el material no colorante es una capa sustancialmente contigua de
material no colorante sobre la superficie de la primera composicién de colorante. Por ejemplo, el material no colorante
puede cubrir una parte sustancial de la superficie de la primera composicidén de colorante, tal como el 75 % o mas de
la superficie de la primera composicién de colorante, o0 el 80 % o més, 0 el 85 % o més, 0 el 90 % o mas, o el 95 % o
mas, o el 97 % o mas, o el 99 % o mas de la superficie de la primera composicién de colorante. Las realizaciones
donde la superficie de la primera composicién de colorante esta sustancialmente cubierta por el material no colorante
pueden minimizar las interacciones entre colorantes entre la primera y segunda composiciones de colorante.

En determinadas realizaciones, el material no colorante tiene un grosor en el intervalo de 0,01 mm a 5 mm, por
ejemplo de 0,05 mm a 5mm, o de 0,1 mma 5mm, o de 0,1 mm a4 mm, o de 0,1 mma 3mm, ode 0,1 mma
2mm,ode01mmal1mm ode01mmal09mm,ode0,1Tmma08mm,ode0,1mma0,7mm, ode0,1mma
0,6 mm, o de 0,1 mm a 0,5 mm. En ciertos casos, el material no colorante tiene un grosor de 0,1 mma 1 mm. En
algunos casos, el material no colorante tiene un grosor de 0,1 mm a 0,05 mm.

También pueden proporcionarse composiciones de colorante adicionales. Por ejemplo, el dispositivo de reactivos puede
incluir una tercera composicién de colorante claramente situada con respecto a la primera y segunda composiciones de
colorante. Como tal, la tercera composicién de colorante puede estar claramente posicionada en relacién con la primera
composicidn de colorante, y también puede estar claramente posicionada en relacién con la segunda composicién de
colorante. Por tanto, cada una de las composiciones de colorante (p. ej., las composiciones de colorante primera,
segunda y tercera) puede estar claramente posicionada una con respecto a la otra, como se describe en la presente
memoria. En algunos casos, cada una de las composiciones de colorante puede estar separada de la otra por un material
no colorante. Por ejemplo, cada una de las composiciones de colorante puede estar separada de la otra por un material
no colorante. En algunos casos, el material no colorante se interpone entre cada una de las composiciones de colorante
claramente posicionadas. En ciertos casos, cada una de las composiciones de colorante claramente posicionadas se
proporciona como una capa con una capa de material no colorante entre cada una de las composiciones de colorante
claramente posicionadas. Pueden colocarse capas adicionales de composiciones de colorante, tal como 4 o mas
composiciones de colorante, 0 5 0 mas, 7 o mas, 10 o mas, etc,, tal como se ha descrito anteriormente. Como tal, una
pluralidad de composiciones de colorante puede estar claramente posicionadas unas respecto a otras y también
colocadas en el mismo lugar de la superficie del soporte sélido.

En ciertas realizaciones, las composiciones de colorante en la superficie del soporte sélido son composiciones de
colorante secas. Una composicion de colorante seca es una composicioén de colorante que incluye una baja cantidad
de disolvente. Por ejemplo, las composiciones de colorante secas pueden incluir una cantidad baja de un liquido,
tal como agua. En algunos casos, una composicién de colorante seca no incluye practicamente ningun disolvente.
Por ejemplo, las composiciones de colorante secas pueden no contener practicamente ningln liquido, tal como
agua. En ciertas realizaciones, una composicioén de colorante seca incluye un 25 % en peso 0 menos de disolvente,
tal como un 20 % en peso 0 menos, o un 15 % en peso 0 menos, o un 10 % en peso 0 menos, o un 5 % en peso o
menos, o un 3 % en peso 0 menos, o un 1 % en peso 0 menos, o un 0,5 % en peso o menos de disolvente. En
algunos casos, una composicién de colorante seca no es un fluido. En algunos casos, una composicion de colorante
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seca es sustancialmente un sélido. Por ejemplo, una composicién de colorante seca puede tener una viscosidad
elevada, tal como una viscosidad de 10.000 cP o mas, 0 25.000 cP o mas, 0 50.000 cP o mas, o 75.000 cP o mas,
0 100.000 cP o mas, o 150.000 cP o mas, o0 200.000 cP o mas, o0 250.000 cP o mas en condiciones estandar.

En algunos casos, las composiciones de colorante son composiciones de colorante liofilizadas. En ciertos casos, una
composicién de colorante liofilizada es una composicién de colorante donde se ha eliminado el agua de la composicién de
colorante por sublimacién, donde el agua de la composicién de colorante experimenta una transicién de fase de sélido a
gas. Por ejemplo, una composicién de colorante liofilizada puede ser una composicién de colorante en donde se ha eliminado
el agua de la composicién congelando la composicion de colorante (p. €., congelando el agua en la composicién de
colorante) y reduciendo a continuacién la presién que rodea la composicion de colorante de manera que el agua en la
composicién de colorante experimenta sublimacién. En ciertos casos, una composicién de colorante liofilizada incluye agua
en una cantidad baja, tal como un 25 % o menos, o un 20 % o menos, o un 15 % o menos, o un 10 % o menos, o un9 % o
menos, o un 8 % o menos, o un 7 % o menos, o un 6 % o menos, o un 5 % o menos, o un 4 % o menos, o un 3 % o Mmenos,
oun 2 % omenos, o un 1% o menos, o un 0,5 % o menos, o un 0,25 % o menos, o un 0,1 % o menos de agua medida por
valoracion de Karl Fischer (KF). En algunos casos, una composicion de colorante liofilizada tiene un 3 % o menos de agua,
medida por valoracién de Karl Fischer. En algunos casos, una composicién de colorante liofilizada tiene un 1 % o menos de
agua, medida por valoracién de Karl Fischer. En algunos casos, una composicién de colorante liofilizada tiene 0,5 % o menos
de agua, medida por valoracion de Karl Fischer. Las composiciones de colorante liofilizadas pueden incluir aditivos y/o
excipientes, como un estabilizante. En algunos casos, la composicién de colorante liofilizada incluye un estabilizante, tal
como un azlcar o un polialcohol. Los azlcares y polialcoholes adecuados para su uso en composiciones de colorante
liofilizadas incluyen azlcares que son compatibles con los demas reactivos, tampones, colorantes y componentes de la
muestra que se utilizan. Algunos ejemplos de azlcares adecuados incluyen, pero sin limitacién, sacarosa, maltosa,
trehalosa, 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (P-HPCD), lactosa, glucosa, fructosa, galactosa, glucosamina, y similares, y
combinaciones de los mismos. En algunos casos, el azlcar es un disacérido. Por ejemplo, el disacarido puede ser sacarosa.
Algunos ejemplos de polialcoholes adecuados incluyen, pero sin limitacién, manitol, glicerol, eritritol, treitol, xilitol, sorbitol y
similares, y combinaciones de los mismos.

El colorante de la composicién de colorante puede utilizarse como marcador detectable. En ciertos casos, el colorante
incluye restos o marcadores detectables que son detectables basandose, por ejemplo, en los maximos de emisién de
fluorescencia, la polarizacién de fluorescencia, el tiempo de vida de la fluorescencia, la dispersién de la luz, la masa, la
masa molecular o combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones, el marcador detectable es un fluoréforo
(es decir, un marcador fluorescente, un colorante fluorescente, etc.). Los fluordforos de interés pueden incluir, entre otros,
colorantes adecuados para su uso en aplicaciones analiticas (p. €j., citometria de flujo, formacidén de imagenes, etc.).

En algunos casos, el fluoréforo (es decir, el colorante) es un colorante polimérico (p. €j., un colorante polimérico fluorescente).
Los colorantes poliméricos fluorescentes que se utilizan en los métodos y sistemas descritos son variados. En algunos casos
del método, el colorante polimérico incluye un polimero conjugado. Los polimeros conjugados (PC) se caracterizan por una
estructura electrénica deslocalizada que incluye una estructura de enlaces insaturados alternos (p. ej., enlaces dobles y/o
triples) y enlaces saturados (p. €j., enlaces simples), donde los electrones T pueden moverse de un enlace a otro. Como tal,
el armazén conjugado puede conferir una estructura lineal extendida en el colorante polimérico, con angulos de enlace
limitados entre las unidades repetidas del polimero. Por ejemplo, las proteinas y los acidos nucleicos, aunque también son
poliméricos, en algunos casos no forman estructuras de varilla extendida, sino que se pliegan en formas tridimensionales de
orden superior. Ademas, los PC pueden formar armazones poliméricos de “varilla rigida™ y experimentar un angulo de giro
limitado (p. €j., torsién) entre las unidades de repeticion de mondémero a lo largo de la cadena del armazén polimérico. En
algunos casos, el colorante polimérico incluye un PC que tiene una estructura de varilla rigida. Las caracteristicas
estructurales de los colorantes poliméricos pueden influir en las propiedades de fluorescencia de las moléculas.

En los presentes métodos y dispositivos puede utilizarse cualquier colorante polimérico conveniente. En algunos casos, un
colorante polimérico es un multicroméforo que tiene una estructura capaz de recoger luz para amplificar la salida fluorescente
de un fluoréforo. En algunos casos, el colorante polimérico es capaz de recoger luz y convertirla eficazmente en luz emitida
a una longitud de onda més larga. En algunos casos, el colorante polimérico tiene un sistema multicroméforo captador de
luz que puede transferir energia eficazmente a especies luminiscentes cercanas (p. €j., un “croméforo de sefializacién™).
Los mecanismos de transferencia de energia incluyen, por ejemplo, la transferencia de energia de resonancia (p. ej., la
transferencia de energia de resonancia de Forster (o fluorescencia), FRET), el intercambio de carga cuéantica (transferencia
de energia de Dexter), y similares. En algunos casos, estos mecanismos de transferencia de energia tienen un alcance
relativamente corto; es decir, la proximidad del sistema multicroméforo de captacion de luz al croméforo de sefializacion
permite una transferencia de energia eficiente. En condiciones de transferencia eficiente de energia, la amplificacion de la
emisién del croméforo de sefalizacién se produce cuando el numero de croméforos individuales en el sistema
multicroméforo de captacion de luz es grande; es decir, la emisiéon del croméforo sefializador es mas intensa cuando la luz
incidente (la “luz de excitacién”) tiene una longitud de onda que es absorbida por el sistema multicroméforo captador de luz
que cuando el croméforo sefializador es excitado directamente por la fuente de luz.

El mutticroméforo puede ser un polimero conjugado. Los polimeros conjugados (PC) se caracterizan por una estructura
electrénica deslocalizada y pueden utilizarse como indicadores opticos altamente sensibles para dianas quimicas y
biolégicas. Dado que la longitud efectiva de conjugacién es sustancialmente menor que la longitud de la cadena polimérica,
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el armazén contiene un gran nimero de segmentos conjugados muy préximos entre si. Por tanto, los polimeros conjugados
son eficaces para la captacién de luz y permiten la amplificacién éptica mediante la transferencia de energia de Forster.

Algunos colorantes poliméricos de interés incluyen, entre otros, los descritos por Gaylord y col. en las publicaciones
estadounidenses n.° 20040142344, 20080293164, 20080064042, 20100136702, 20110256549, 20120028828,
20120252986 y 201 30190193; y Gaylord y col., J. Am. Chem. Soc., 2001, 123 (26), pags. 6417-6418; Feng y col,,
Chem. Soc. Rev., 2010,39, 2411-2419; y Traina y col., J. Am. Chem. Soc., 2011, 133 (32), pags. 12600-12607.

En algunas realizaciones, el colorante polimérico incluye un polimero conjugado que incluye una pluralidad de
primeras unidades 6pticamente activas que forman un sistema conjugado, que tiene una primera longitud de onda
de absorcién (p. ej., como se describe en la presente memoria) a la que las primeras unidades 6pticamente activas
absorben la luz para formar un estado excitado. El polimero conjugado (PC) puede ser policatiénico, polianiénico
y/o un polimero conjugado de carga neutra.

Los PC pueden ser solubles en agua para su uso en muestras bioldgicas. Puede incluirse cualquier grupo sustituyente
conveniente en los colorantes poliméricos para proporcionar una mayor solubilidad en agua, como un grupo sustituyente
hidréfilo, p. ej., un polimero hidréfilo, o un grupo sustituyente cargado, p. €j., grupos cargados positiva o negativamente
en una solucidén acuosa, p. €j., en condiciones fisioldégicas. En los presentes multicroméforos captadores de luz puede
utilizarse cualquier grupo soluble en agua (WSG). El término “grupo soluble en agua™ se refiere a un grupo funcional que
se disuelve bien en medios acuosos y que confiere una solubilidad en agua mejorada a las moléculas a las que esta
unido. En algunas realizaciones, un WSG aumenta la solubilidad del multicroméforo en una solucién predominantemente
acuosa (p. ej., como se describe en la presente memoria), en comparaciéon con un multicroméforo que carece del WSG.
Los grupos solubles en agua pueden ser cualquier grupo hidréfilo conveniente que se disuelva bien en medios acuosos.
En algunos casos, el grupo hidréfilo soluble en agua esta cargado, p. €], positiva 0 negativamente. En ciertos casos, el
grupo hidréfilo soluble en agua es un grupo hidréfilo neutro. En algunas realizaciones, el WSG es un polimero hidréfilo,
p. €j., un polietilenglicol, una celulosa, un quitosano o un derivado de los mismos.

En la presente memoria, los términos “éxido de polietileno”, “PEO”, “polietilenglicol” y “PEG” se utilizan
indistintamente y se refieren a un polimero que incluye una cadena descrita por la féormula -(CH2-CH2-O-)n-, 0 un
derivado del mismo. En algunas realizaciones, “n” es 5000 o menos, tal como 1000 o0 menos, 500 o0 menos, 200 o
menos, 100 o menos, 50 o menos, 40 o menos, 30 o menos, 20 0 menos, 15 0 menos, tal como de 5 a 15, o de 10
a 15. Se entiende que el polimero de PEG puede ser de cualquier longitud conveniente y puede incluir una variedad
de grupos terminales, entre los que se incluyen, pero sin limitacién, grupos terminales alquilo, arilo, hidroxilo, amino,
acilo, aciloxi, y amido. Entre los PEG funcionalizados que pueden adaptarse para su uso en los presentes
multicroméforos se incluyen los PEG descritos por S. Zalipsky, “Functionalized poly(ethylene glycol) for preparation
of biologically relevant conjugates”, Bioconjugate Chemistry 1995, 6(2), 150-165. Los grupos solubles en agua de
interés incluyen, pero sin limitacién, carboxilato, fosfonato, fosfato, sulfonato, sulfato, sulfinato, éster,
polietilenglicoles (PEG) y PEG modificados, hidroxilo, amina, amonio, guanidinio, poliamina y sulfonio,
polialcoholes, sacaridos de cadena lineal o ciclica, aminas y poliaminas primarias, secundarias, terciarias o
cuaternarias, grupos fosfonato, grupos fosfinato, grupos ascorbato, glicoles, incluidos poliéteres, -COOM', -SOsM',
-POsM', -NRs*, Y', (CH2CH20)rR y mezclas de los mismos, donde Y' puede ser cualquier halégeno, sulfato,
sulfonato o anién que contenga oxigeno, p puede ser de 1 a 500, cada R puede ser independientemente H o un
alquilo (tal como metilo) y M' puede ser un contraién catiénico o hidrégeno, -(CH2CH20)yyCH2CH2XRYY, -
(CH2CH20)yyCH2CH2X-, - X(CH2CH20)yyCH2CH2-, glicol y polietilenglicol, en donde yy se selecciona entre 1 y 1000,
X se selecciona entre O, S y NR?Z, y R#Z y RYY se seleccionan independientemente entre H y alquilo C1s.

El colorante polimérico puede tener cualquier longitud conveniente. En algunos casos, el niUmero concreto de
unidades o segmentos monoméricos repetidos del colorante polimérico puede estar comprendido entre 2 y 500.000,
tal como de 2 a 100.000, de 2 a 30.000, de 2 a 10.000, de 2 a 3.000 o de 2 a 1.000 unidades o segmentos, o tal
como de 100 a 100.000, de 200 a 100.000 o de 500 a 50.000 unidades o segmentos.

Los colorantes poliméricos pueden ser de cualquier peso molecular (MW) conveniente. En algunos casos, el MW
del colorante polimérico puede expresarse como peso molecular medio. En algunos casos, el colorante polimérico
tiene un peso molecular medio de 500 a 500.000, tal como de 1.000 a 100.000, de 2.000 a 100.000, de 10.000 a
100.000 o incluso un peso molecular medio de 50.000 a 100.000. En ciertas realizaciones, el colorante polimérico
tiene un peso molecular medio de 70.000.
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donde CP1, CP2, CP3sy CP4 son independientemente un segmento de polimero conjugado o una estructura oligomérica,
en donde uno o més de CP+, CP2, CPsy CP4 son unidades repetidas n-conjugadas reductoras de la banda prohibida, y
cada n y cada m son independientemente 0 o un numero entero de 1 a 10.000 y p es un namero entero de 1 a 100.000.

En algunos casos, el colorante polimérico incluye la siguiente estructura:
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donde cada R' es independientemente un grupo solubilizante o un enlazador-colorante; L' y L? son enlazadores
opcionales; cada R? es independientemente H o un sustituyente arilo; cada A’ y A? es independientemente H, un
sustituyente arilo o un fluoréforo; G' y G? se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste
en un grupo terminal, un segmento conjugado 1T, un enlazador y un miembro de unién especifica enlazado; cada n
y cada m son independientemente 0 o un nimero entero de 1 a 10.000; y p es un nimero entero de 1 a 100.000.
Los grupos solubilizantes de interés incluyen grupos alquilo, arilo y heterociclo sustituidos ademas con un grupo
hidréfilo como un polietilglicol (p. ej., un PEG de 2—20 unidades), un amonio, un sulfonio, un fosfonio y similares.

En algunos casos, el colorante polimérico incluye, como parte del armazdn polimérico, un segmento conjugado que
tiene una de las siguientes estructuras:

g
74

RY R RY

donde cada R® es independientemente un grupo alquilo o arilo opcionalmente sustituido; Ar es un grupo arilo o heteroarilo
opcionalmente sustituido; y cada n es un nimero entero de 1 a 10.000. En ciertas realizaciones, R® es un grupo alquilo
opcionalmente sustituido. En ciertas realizaciones, R® es un grupo arilo opcionalmente sustituido. En algunos casos, R3 esta
sustituido por un polietilenglicol, un colorante, un grupo funcional quimioselectivo o un resto de unién especifico. En algunos
casos, Ar se sustituye con un polietilenglicol, un colorante, un grupo funcional quimioselectivo o un resto de unién especifico.

En algunos casos, el colorante polimérico incluye la siguiente estructura:
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donde cada R' es independientemente un grupo solubilizante o un grupo enlazador-colorante; cada R? es
independientemente H o un sustituyente arilo; cada L' y L2 son independientemente enlazadores opcionales; cada
A' y A3 son independientemente H, un fluoréforo, un grupo funcional o un resto de unién especifico (p. €j., un
anticuerpo); y n y m son cada uno independientemente 0 o un nimero entero de 1 a 10.000, en donde n+m>1.

El colorante polimérico puede tener una o mas propiedades espectroscépicas deseables, tal como una determinada
longitud de onda méxima de absorcién, una determinada longitud de onda maxima de emisién, coeficiente de extincion,
rendimiento cuantico y similares (véase, p. ej., Chattopadhyay y col., “Brilliant violet fluorophores: A new class of
ultrabright fluorescent compounds for immunofluorescence experiments™. Cytometry Part A, 81A(6), 456-466, 2012).

En algunas realizaciones, el colorante polimérico tiene una curva de absorcién entre 280 nmy 475 nm. En ciertas
realizaciones, el colorante polimérico tiene un méaximo de absorcién (méximo de excitacién) en el intervalo de
280 nm y 475 nm. En algunas realizaciones, el colorante polimérico absorbe la luz incidente con una longitud de
onda comprendida entre 280 nmy 475 nm.

En algunas realizaciones, el colorante polimérico tiene una longitud de onda méaxima de emisién en el intervalo de
400 nm a 850 nm, tal como de 415 nm a 800 nm, donde los ejemplos especificos de méaximos de emisién de interés
incluyen, pero sin limitacién: 421 nm, 510 nm, 570 nm, 602 nm, 650 nm, 711 nm y 786 nm. En algunos casos, el
colorante polimérico tiene una longitud de onda méxima de emisién en un intervalo seleccionado entre el grupo que
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consiste en de 410 nm a 430 nm, de 500 nm a 520 nm, de 560 nm a 580 nm, de 590 nm a 610 nm, de 640 nm a
660 nm, de 700 nm a 720 nm, y de 775 nm a 795 nm. En ciertas realizaciones, el colorante polimérico tiene una
longitud de onda maxima de emisién de 421 nm. En algunos casos, el colorante polimérico tiene una longitud de onda
méxima de emision de 510 nm. En algunos casos, el colorante polimérico tiene una longitud de onda maxima de
emisién de 570 nm. En ciertas realizaciones, el colorante polimérico tiene una longitud de onda maxima de emisién
de 602 nm. En algunos casos, el colorante polimérico tiene una longitud de onda maxima de emisién de 650 nm. En
ciertos casos, el colorante polimérico tiene una longitud de onda méaxima de emisién de 711 nm. En algunas
realizaciones, el colorante polimérico tiene una longitud de onda méxima de emisién de 786 nm. En ciertos casos, el
colorante polimérico tiene una longitud de onda méxima de emisién de 421 nm £ 5 nm. En algunas realizaciones, el
colorante polimérico tiene una longitud de onda maxima de emisiéon de 510 nm + 5 nm. En ciertos casos, el colorante
polimérico tiene una longitud de onda maxima de emisiéon de 570 nm £ 5 nm. En algunos casos, el colorante polimérico
tiene una longitud de onda méxima de emisién de 602 nm = 5 nm. En algunas realizaciones, el colorante polimérico
tiene una longitud de onda méaxima de emisiéon de 650 nm + 5 nm. En ciertos casos, el colorante polimérico tiene una
longitud de onda maxima de emisién de 711 nm = 5 nm. En algunos casos, el colorante polimérico tiene una longitud
de onda maxima de emisién de 786 nm £ 5 nm. En ciertas realizaciones, el colorante polimérico tiene un maximo de
emisién seleccionado entre el grupo que consiste en 421 nm, 510 nm, 570 nm, 602 nm, 650 nm, 711 nmy 786 nm.

En algunos casos, el colorante polimérico tiene un coeficiente de extincion molar de 1 x 108 cm™M' o mas, tal como
2x 108 ecm ™™™ 0 maés, 2,5 x 108 cm™™M™ 0 més, 3 x 108 cm™M" 0 maés, 4 x 106 cm'M' 0 mas, 5 x 108 cm™'M"' 0 mas,
6 x 10° cm M 0 mas, 7 x 108 cm™M™ o méas u 8 x 10° cm™M! 0 mas. En ciertas realizaciones, el colorante polimérico tiene
un rendimiento cuantico de 0,05 o mas, tal como 0,1 o mas, 0,15 o més, 0,2 o mas, 0,25 o mas, 0,3 o mas, 0,35 o mas, 0,4
o mas, 0,45 o més, 0,5 o0 més, o incluso mas. En ciertos casos, el colorante polimérico tiene un rendimiento cuantico de 0,1
0 mas. En ciertos casos, el colorante polimérico tiene un rendimiento cuantico de 0,3 0 més. En ciertos casos, el colorante
polimérico tiene un rendimiento cuéntico de 0,5 o méas. En algunas realizaciones, el colorante polimérico tiene un coeficiente
de extincion de 1 x 10% 0 mas y un rendimiento cuantico de 0,3 o mas. En algunas realizaciones, el colorante polimérico
tiene un coeficiente de extincién de 2 x 108 0 mas y un rendimiento cuantico de 0,5 0 més.

En ciertas realizaciones, como se ha descrito anteriormente, el dispositivo de reactivos incluye méas de una
composicién de colorante, tal como, por ejemplo, dos composiciones de colorante (p. ej., la primera y segunda
composiciones de colorante). En estas realizaciones, las composiciones de colorante pueden ser composiciones
de colorante polimérico, como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, el dispositivo de reactivos puede incluir
la primera y segunda composiciones de colorante polimérico. Como se ha descrito anteriormente, el primer y
segundo colorantes poliméricos pueden ser polimeros conjugados (PC). En ciertos casos, el primer y segundo
colorantes poliméricos son polimeros conjugados solubles en agua, como se ha descrito anteriormente. En algunos
casos, las composiciones de colorante incluidas en el dispositivo de reactivos pueden ser composiciones de
colorante diferentes, tales como composiciones de colorante polimérico diferentes. Las diferentes composiciones
de colorante pueden diferir entre si en términos de composicién quimica y/o en términos de una o méas propiedades
de los colorantes. Por ejemplo, las diferentes composiciones de colorantes pueden diferir entre si por al menos uno
de los méximos de excitacién y de emisién. En algunos casos, las diferentes composiciones de colorantes difieren
entre si por sus maximos de excitacion. En algunos casos, las diferentes composiciones de colorantes difieren entre
si por sus maximos de emisién. En algunos casos, las diferentes composiciones de colorantes difieren entre si tanto
por sus méximos de excitacidn como por sus maximos de emisién. Como tal, en las realizaciones que incluyen el
primer y segundo colorantes, el primer y segundo colorantes pueden diferir entre si por al menos uno de los
maximos de excitacién y maximos de emisién. Por ejemplo, el primer y segundo colorantes pueden diferir entre si
por los méximos de excitacién, por los maximos de emisién o por los maximos de excitaciéon y emision. Pueden
incluirse composiciones de colorante adicionales en el dispositivo de reactivos, donde cada una de las
composiciones de colorante en el dispositivo de reactivos difieren entre si como se ha descrito anteriormente.

En ciertas realizaciones, el dispositivo de reactivos también incluye otros tipos de composiciones de colorante, como
una o mas composiciones de colorante no polimérico. Como se ha comentado anteriormente, los colorantes pueden
incluir restos o marcadores detectables que son detectables basandose, por ejemplo, en los méaximos de emisién de
fluorescencia, la polarizacién de fluorescencia, el tiempo de vida de la fluorescencia, la dispersién de la luz, la masa,
la masa molecular o combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones, el colorante no polimérico incluye
un fluoréforo (es decir, un marcador fluorescente, un colorante fluorescente, etc.). Los fluoréforos de interés pueden
incluir, entre otros, colorantes adecuados para su uso en aplicaciones analiticas (p. ej., citometria de flujo, formacion
de iméagenes, etc.). Un gran nimero de colorantes no poliméricos estan disponibles comercialmente de diversas
fuentes, tal como, por ejemplo, Molecular Probes (Eugene, OR) y Exciton (Dayton, OH). Por ejemplo, el fluoréforo del
colorante no polimérico puede ser el acido 4-acetamido-4'-isotiocianatostilbeno-2,2'disulfénico; acridina y derivados
como la acridina, el naranja de acridina, el amarillo de acrindina, el rojo de acridina y el isotiocianato de acridina; &cido
5-(2'-aminoetil)aminaonaftaleno-1-sulfénico  (EDANS), 4-amino-N-[3-vinilsulfonil)fenil]naftalimida-3,5 disulfonato
(Lucifer Yellow VS); N-(4-anilino-1-naftil)maleimida; antranilamida; Brilliant Yellow; cumarina y derivados, tal como
cumarina, 7-amino-4-metilcumarina (AMC, Coumarin 120), 7-amino-4-trifluorometilcouluarina (Coumaran 151); cianina
y derivados tales como cianosina, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5 y Cy7; 4'6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI); 5', 5
dibromopirogalol-sulfoneftaleina  (Bromopyrogallol Red);, 7-dietilamino-3-(4'-isotiocianatofenil)-4-metilcumarina;
dietilaminocumarina; pentaacetato de dietilentriamina; acido 4,4'-isotiocianatodihidroestilbeno-2,2'-disulfénico; &cido
4 ,4'-isotiocianatostilbeno-2,2'-disulfénico; cloruro de 5-[dimetilamino]naftaleno-1-sulfonilo (DNS, cloruro de dansilo);
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acido 4-(4'-dimetilaminofenilazo)benzoico (DABCYL); 4-dimetilaminofenillazofenil-4'-isotiocianato (DABITC); eosina y
derivados, tales como eosina e isotiocianato de eosina; eritrosina y derivados, tales como eritrosina B e isotiocianato
de eritrosina; etidio; fluoresceina y derivados, tales como 5-carboxifluoresceina (FAM), 5-(4,6-diclorotriazin-2-
ilaminofluoresceina (DTAF), 2'7'-dimetoxi-4'5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), isotiocianato de fluoresceina
(FITC), clorotriazinilfluoresceina, naftofluoresceina y QFITC (XRITC); fluorescamina; IR144; IR1446; Proteina verde
fluorescente (GFP); Proteina fluorescente de coral de arrecife (RCFP); Lissamine™; Rodamina lisamina, Lucifer
Yellow; Isotiocianato de verde de malaquita; 4-metilumbeliferona; orto cresolftaleina; nitrotirosina; pararrosanilina; rojo
Nilo; verde Oregdn; rojo de fenol; B-ficoeritrina (PE); o-ftaldialdehido; pireno y derivados, tales como pireno, butirato
de pireno y succinimidil butirato de 1-pireno; Reactive Red 4 (Cibacron™ Brilliant Red 3B-A); rodamina y derivados,
tales como 6-carboxi-X-rodamina (ROX), 6-carboxirodamina (R6G), 4,7-diclororodamina lisamina, sulfonil cloruro de
rodamina B, rodamina (Rhod), rodamina B, rodamina 123, isotiocianato de rodamina X, sulforodamina B,
sulforodamina 101, derivado de sulfonil cloruro de sulforodamina 101 (Texas Red), N,N,N',N'-tetrametil-6-
carboxirodamina (TAMRA), tetrametil rodamina e isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC); riboflavina; derivados
del 4cido rosélico y del quelato de terbio; xanteno; complejos de carotenoide-proteina, tales como proteinas peridinina-
clorofila (PerCP); aloficocianina (APC); o combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones, las composiciones de colorante incluidas en el dispositivo de reactivos incluyen
composiciones de colorante polimérico, como se ha descrito anteriormente. En algunos casos, las composiciones
de colorante incluidas en el dispositivo de reactivos incluyen composiciones de colorante no polimérico, como se
ha descrito anteriormente. En algunos casos, las composiciones de colorante incluidas en el dispositivo de reactivos
incluyen tanto composiciones de colorante polimérico como composiciones de colorante no polimérico. Como se
ha descrito anteriormente, cada una de las composiciones de colorante (p. ej., composiciones de colorante
polimérico y no polimérico) puede colocarse claramente sobre una superficie del soporte sélido del dispositivo de
reactivos. En algunos casos, el dispositivo de reactivos incluye una pluralidad de composiciones de colorante como
las descritas anteriormente. Por ejemplo, el dispositivo de reactivos puede incluir dos o mas, tal como tres o mas,
composiciones de colorante polimérico distintas y dos o mas, tal como tres o mas, o cuatro o0 mas, o cinco o mas,
composiciones de colorante no polimérico distintas. En algunos casos, el dispositivo de reactivos incluye tres o mas
composiciones de colorante polimérico distintas y cinco 0 més composiciones de colorante no polimérico distintas.

Como se ha descrito anteriormente, el dispositivo de reactivos puede incluir tanto una composicién de colorante polimérico
como una composicion de colorante no polimérico. En algunos casos, una composiciéon de colorante polimérico se mezcla
con una composicién de colorante no polimérico. En ciertas realizaciones, la mezcla de la composicién de colorante
polimérico y la composicién de colorante no polimérico no sufre interacciones colorante-colorante significativas entre la
composicién de colorante polimérico y la composiciéon de colorante no polimérico. Por ejemplo, la energia de emisién de
fluorescencia de la composicidn de colorante polimérico no se extingue significativamente por interacciones con la
composicién de colorante no polimérico. En algunos casos, la energia de emisién de fluorescencia de la composicién de
colorante polimérico no se disipa significativamente por una transiciéon no radiativa. En estas realizaciones, la fluorescencia
detectable de la composicién de colorante polimérico no es significativamente menor de lo que cabria esperar en
comparacion con la fluorescencia de la composicién de colorante polimérico en ausencia de la composicién de colorante no
polimérico. Del mismo modo, en algunas realizaciones, la energia de emisiéon de fluorescencia de la composicién de
colorante no polimérico no se extingue significativamente por las interacciones con la composicién de colorante polimérico.
Por ejemplo, la energia de emisién de fluorescencia de la composicién de colorante no polimérico puede no disiparse
significativamente por una transicién no radiativa. En estas realizaciones, la fluorescencia detectable de la composicién de
colorante no polimérico no es significativamente menor de lo que cabria esperar en comparacién con la fluorescencia de la
composicién de colorante no polimérico en ausencia de la composicion de colorante polimérico.

En ciertas realizaciones, la composicién de colorante incluye un colorante, tal como un colorante polimérico y/o no polimérico,
como se ha descrito anteriormente. La composicién de colorante también puede incluir otros componentes, tales como, pero
sin limitacién, un disolvente, un tampén, un estabilizante, y similares. Por ejemplo, la composicidn de colorante puede incluir
un estabilizante que reduzca y/o impida sustancialmente la degradacién del colorante en la composicién de colorante. En
algunos casos, la presencia de un estabilizante en la composiciéon de colorante es suficiente para reducir y/o prevenir
sustancialmente la degradacion del colorante en la composicién de colorante durante un cierto periodo de tiempo, tal como
24 horas o0 mas, 0 48 horas 0 mas, o 72 horas 0 mas, o 4 dias 0 mas, o 5 dias o mas, o 6 dias 0 mas, o 1 semana o mas, o
2 semanas 0 mas, 0 3 semanas 0 mas, 0 4 semanas 0 mas, 0 2 meses 0 mas, 0 3 meses 0 mas, 0 4 meses 0 mas, 0
5 meses 0 mas, 0 6 meses 0 mas, 0 9 meses 0 mas, o 1 afio 0 mas. Algunos ejemplos de estabilizantes incluyen, pero sin
limitacién, albumina de suero bovino (BSA), azida sédica, glicerol, fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF), y similares.
También pueden estar presentes en la composicién aditivos adicionales, tales como aditivos que preserven las células
presentes en la sangre completa, p. €j., factor estabilizante de plaquetas, y similares. Algunos ejemplos de aditivos que
pueden incluirse en la composicién son anticoagulantes, tales como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), tampén
citrato, heparina y similares. La composicién puede incluir estos aditivos en estado liquido o seco.

En ciertas realizaciones, el dispositivo de reactivos también incluye un patrén de calibracién. El patrén de calibraciéon puede
ser Util para determinar la precisién del ensayo y para garantizar la coherencia entre ensayos posteriores. En algunos casos,
el patrén de calibracién incluye una microesfera marcada, tal como una microesfera marcada con fluorescencia. La
microesfera marcada con fluorescencia puede ser una microesfera marcada con fluorescencia estdndar que suele utilizarse
como patrén de calibracién. Algunos ejemplos de microesferas estandar marcadas con fluorescencia incluyen, pero sin
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limitacién, microparticulas o nanoparticulas marcadas con fluorescencia. En algunos casos, las microesferas marcadas con
fluorescencia estan configuradas de tal manera que permanecen suspendidas en la mezcla de ensayo y no se sedimentan
ni agregan sustancialmente. En algunas realizaciones, las microesferas marcadas fluorescentemente incluyen, entre otras,
microesferas de poliestireno marcadas fluorescentemente, microesferas de fluoresceina, microesferas de rodamina y otras
microesferas marcadas con un colorante fluorescente. Otros ejemplos de microesferas marcadas con fluorescencia se
describen en las patentes estadounidenses n.°6.350.619; 7.738.094; y 8.248.597.

En algunos casos, los dispositivos de reactivos facilitan el almacenamiento de la composiciéon de colorante durante un
largo periodo de tiempo. Por ejemplo, un dispositivo de reactivo puede ser un dispositivo de reactivo estable durante el
almacenamiento. En algunos casos, las composiciones de colorante contenidas en el dispositivo de reactivos son
composiciones de colorante estables durante el almacenamiento, donde las composiciones de colorante son
sustancialmente estables durante un periodo de tiempo prolongado. Por “estable” o “estable durante el almacenamiento™
o “sustancialmente estable” se entiende una composicion de colorante que no se degrada significativamente y/o pierde
actividad durante un periodo prolongado de tiempo. Por ejemplo, una composiciéon de colorante estable durante el
almacenamiento puede no tener una pérdida significativa de actividad de fluorescencia debida a la degradacién de la
composicidn de colorante durante un periodo de tiempo prolongado, tal como un 10 % o menos de pérdida de actividad
de fluorescencia, o un 9 % o menos, o un 8 % o menos, o un 7 % o menos, o un 6 % o menos, o un 5 % o menos, o un
4 % o menos, o un 3 % o menos, o un 2 % o menos, o un 1 % o menos de pérdida de actividad de fluorescencia durante
un periodo de tiempo prolongado. En ciertos casos, una composicién de colorante estable durante el almacenamiento
tiene un 5 % o menos de pérdida de actividad de fluorescencia a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. En algunos
casos, una composicién de colorante estable durante el almacenamiento conserva sustancialmente su actividad de
fluorescencia durante un periodo de tiempo prolongado, tal como conserva el 100 % de su actividad, o el 99 % o mas, o
el 98 % o mas, o0 el 97 % o més, o el 96 % o mas, 0 el 95 % o mas, o el 94 % o mas, o el 93 % o mas, o el 92 % o mas,
o0el91 % omas, oel 90 % o mas, o el 85 % o mas, o el 80 % o més, o el 75 % o mas de su actividad durante un periodo
de tiempo prolongado. Por ejemplo, una composiciéon de colorante estable durante el almacenamiento puede conservar
el 90 % o més de su actividad de fluorescencia durante un periodo de tiempo prolongado. En algunos casos, una
composicidn estable durante el almacenamiento conserva el 95 % o més de su actividad de fluorescencia durante un
periodo de tiempo prolongado. Un periodo de tiempo prolongado es un periodo de tiempo, tal como 1 semana o mas, o
2 semanas 0 mas, 0 3 semanas 0 mas, 0 1 mes 0 mas, 0 2 meses 0 mas, 0 3 meses 0 mas, 0 4 meses o mas, 0 6 meses
0 mas, 0 9 meses o méas, o 1 afio o més, 0 1,5 aflos (p. ej., 18 meses) o mas, 0 2 afios o més, 02,5 afios (p. €j., 30 meses)
o0 mas, o 3 afios o mas, 0 3,5 afios (p. ej., 42 meses) o més, 0 4 aflos 0 mas, 0 4,5 afios (p. €j., 54 meses 0 mas, o0 5 afios
o0 més. Por ejemplo, un periodo de tiempo prolongado puede ser de 6 meses 0 mas. En algunos casos, un periodo de
tiempo prolongado es de 9 meses o més. En algunos casos, un periodo de tiempo prolongado es de 1 afio (p. €.,
12 meses) o mas. En algunos casos, un periodo de tiempo prolongado es de 1,5 afios (p. €j., 18 meses) o mas. En
algunos casos, un periodo de tiempo prolongado es de 2 afios (p. €j., 24 meses) 0 més. En algunos casos, el periodo de
tiempo prolongado es de 10 afios 0 menos, tal como 7,5 afios 0 menos, incluidos 5 afios 0 menos, p. €j., 2 afios 0 menos.

En la Figura 1 se muestra un ejemplo de un dispositivo de reactivos seguln las realizaciones de la presente
descripcién. En la Figura 1, el dispositivo de reactivos 10 esta configurado como un vial o tubo de ensayo; p. €j., el
dispositivo de reactivos 10 incluye un soporte sélido 12 en forma de un vial (tubo de ensayo). El dispositivo de
reactivos 10 incluye tres composiciones de colorante polimérico secas diferentes (14, 16,18) sobre una superficie
del soporte sélido 12. Las tres composiciones de colorante polimérico (14, 16,18) en una superficie del soporte
sélido 12 estan claramente posicionadas una respecto a la otra en la superficie del soporte sélido 12.

Métodos de uso

Los aspectos de la presente descripcién también incluyen métodos de uso del presente dispositivo de reactivos. Como
se ha descrito anteriormente, el dispositivo de reactivos puede incluir un soporte sélido y una o0 mas composiciones de
colorante polimérico (p. €j., la primera y segunda composiciones de colorante polimérico) colocadas claramente sobre
una superficie del soporte sélido. Las composiciones de colorante polimérico pueden ser composiciones de colorante
polimérico secas. Como tal, el método de uso del dispositivo de reactivos incluye la reconstitucién de la composicién de
colorante. En ciertas realizaciones, el método incluye combinar un volumen de un liquido y el dispositivo de reactivos de
manera suficiente para producir una composicion de colorante reconstituida. El volumen de liquido puede afiadirse al
dispositivo de reactivos utilizando cualquier aparato de manipulacién de liquidos conveniente, tal como, pero sin
limitacidn, jeringas, agujas, pipetas, aspiradores, entre otros dispositivos de manipulacién de liquidos.

En algunos casos, como se ha descrito anteriormente, el soporte sélido esta configurado como un recipiente para
liquidos, y como tal incluye una superficie interior y una superficie exterior. Como se ha descrito anteriormente, la
superficie interior del recipiente para liquidos tiene una o mas composiciones de colorantes poliméricos secas. En
estos casos, la etapa de combinacién del método puede incluir la colocacién del volumen de liquido dentro del
recipiente para liquidos. Al colocar el volumen de liquido dentro del recipiente para liquidos, el liquido puede entrar
en contacto con las composiciones de colorante polimérico secas en la superficie interior del recipiente para
liquidos. En algunos casos, el liquido (p. ej.,, agua) puede ser absorbido por las composiciones de colorante
polimérico secas, reconstituyendo asi las composiciones de colorante polimérico secas.
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En algunas realizaciones, el liquido incluye una muestra biolégica. En algunos casos, la muestra biolégica puede
proceder de fluidos biolégicos especificos, tales como, por ejemplo, sangre, moco, liquido linfético, liquido sinovial,
liquido cefalorraquideo, saliva, lavado broncoalveolar, liquido amniético, sangre de corddén amniético, orina, flujo
vaginal y semen. En algunas realizaciones, la muestra biolégica incluye sangre completa o una fracciéon de la
misma. En algunas realizaciones, la muestra biolégica incluye plasma sanguineo.

En ciertas realizaciones, el dispositivo de reactivos es un dispositivo de reactivos sellado, tal como donde el dispositivo
de reactivos incluye un cierre (p. ej., un cierre estanco y/o hermético). En estos casos, el método puede incluir la
retirada del cierre antes de colocar el volumen de liquido dentro del recipiente para liquidos. La retirada del cierre del
dispositivo de reactivos puede exponer el contenido del recipiente para liquidos al entorno circundante y permitir el
acceso al volumen interior del recipiente para liquidos. Por tanto, un usuario que tenga acceso al volumen interior del
recipiente para liquidos puede posicionar el volumen de liquido dentro del recipiente para liquidos para la
reconstitucién de las composiciones de colorante polimérico secas dentro del recipiente para liquidos.

En ciertas realizaciones, el método también incluye mezclar el contenido del recipiente para liquidos después de
colocar el volumen de liquido dentro del recipiente para liquidos. La mezcla puede realizarse utilizando cualquier
protocolo conveniente. Por ejemplo, la mezcla puede realizarse utilizando un agitador. El agitador puede ser
cualquier agitador conveniente suficiente para mezclar el liquido dentro del recipiente para liquidos, incluyendo,
pero no limitado a, agitadores vorticiales, bafios de ultrasonidos, agitadores (por ejemplo, agitadores manuales,
mecanicos o eléctricos), mecedores, placas oscilantes, agitadores magnéticos, mezcladoras estéticas, rotadores,
mezcladoras, batidoras, volteadoras, agitadores orbitales, entre otros protocolos de agitacién.

En algunos casos, el método también incluye el ensayo de la composiciéon de colorante reconstituida. El ensayo de la
composicion de colorante reconstituida puede realizarse utilizando cualquier aparato de ensayo adecuado. Por ejemplo,
el aparato de ensayo puede ser un citdmetro de flujo. En estas realizaciones, el ensayo incluye el andlisis por citometria
de flujo de la composicién de colorante reconstituida. En algunos casos, el ensayo incluye poner en contacto la
composicidn de colorante reconstituida con radiacién electromagnética (p. ej., luz), tal como radiacién electromagnética
que tiene una longitud de onda que corresponde a los maximos de excitacion de la composicién de colorante
reconstituida. El ensayo puede incluirademas la deteccion de la luz emitida por las composiciones de colorante excitadas.
Por ejemplo, el método puede incluir la deteccidn de la luz emitida por las composiciones de colorante excitadas en una
0 mas longitudes de onda que corresponden a los maximos de emisién de las composiciones de colorante.

Los sistemas y métodos de citometria de flujo adecuados para analizar muestras que pueden emplearse en los
métodos de la invencién incluyen, pero sin limitacién, los descritos en Ormerod (ed.), Flow Cytometry: A Practical
Approach, Oxford Univ. Pulse (1997); Jaroszeski y col. (eds.), Flow Cytometry Protocols, Methods in Molecular Biology
No. 91, Humana Press (1997), Practical Flow Cytometry, 3.2 ed., Wiley-Liss (1995); Virgo, y col. (2012) Ann Clin
Biochem. Ene;49(pt 1): 17-28; Linden, y col., Semin Throm Hemost. octubre de 2004;30(5):502—-11; Alison, y col. J
Pathol, diciembre de 2010; 222(4):335-344; y Herbig, y col. (2007) Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 24(3):203-255.

En ciertos casos, los sistemas de citometria de flujo de interés incluyen los citdmetros de flujo FACSCanto™ y
FACSCanto II™ de BD Biosciences, los sistemas BD Biosciences FACSVantage™, BD Biosciences FACSort™,
BD Biosciences FACSCount™, BD Biosciences FACScan™ y BD Biosciences FACSCalibur™, el clasificador de
células BD Biosciences Influx™, el citémetro de flujo BD Biosciences Accuri™ C&; el citbmetro de flujo BD
Biosciences LSRFortessa™, el citbmetro de flujo BD Biosciences LSRFortessa™ X-20, el citémetro de flujo BD
Biosciences FACSVerse™, los citémetros de flujo BD Biosciences FACSAria™ Ill y BD FACSAria™ Fusion, el
citometro de flujo BD Biosciences FACSJazz™, o similares. En determinadas realizaciones, los presentes sistemas
son sistemas de citometria de flujo, como los descritos en las patentes estadounidenses n.° 3.960.449; 4.347.935;
4.667.830; 5.245.318; 5.464.581,; 5.483.469; 5.602.039; 5.643.796; 5.700.692; 6.372.506 y 6.809.804.

También pueden utilizarse otros métodos de analisis, como, por ejemplo, sistemas de cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas o de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Por ejemplo,
el ensayo puede incluir el uso de un dispositivo de separacién analitica como un cromatégrafo de liquidos (LC), incluido
un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC), un micro o nano cromatégrafo de liquidos o un dispositivo de
cromatografia de liquidos a ultraalta resolucién (UHPLC), un aparato de electroforesis capilar (CE) o un cromatégrafo
de electroforesis capilar (CEC). También pueden utilizarse sistemas de espectrometria de masas (MS) para analizar
las composiciones de colorante. Algunos ejemplos de espectrémetros de masas pueden ser, entre otros, la ionizacién
por electronebulizacién (ESI), la ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI), el impacto de electrones (El), la
fotoionizacidn a presién atmosférica (APPI), la ionizacién por desorcién laser asistida por matriz (MALDI) o la ionizacién
por plasma acoplado inductivamente (ICP), por ejemplo, o cualquier combinacién de los mismos. Asimismo, puede
emplearse cualquiera de los diferentes analizadores de masas, incluidos los analizadores de tiempo de vuelo (TOF),
resonancia de ciclotrén iénico por transformada de Fourier (FTICR), trampa de iones, cuadrupolo o analizadores de
masas de sector eléctrico magnético de doble enfoque, o cualquier hibrido de los mismos.

En ciertas realizaciones, el dispositivo de reactivos esta incluido en un aparato que esta totalmente automatizado.

Por “totalmente automatizado” se entiende que el aparato recibe un dispositivo de reactivos y prepara una
composicidn de colorante reconstituido con poca o ninguna intervencién humana o entrada manual en los presentes
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sistemas. En ciertas realizaciones, los presentes sistemas estadn configurados para preparar y analizar la
composicidn de colorante reconstituida sin ninguna intervencién humana.

En ciertas realizaciones, el método también incluye el almacenamiento de la composicién de colorante reconstituida durante
un periodo de tiempo. La composicién de colorante reconstituida puede almacenarse durante un periodo de tiempo antes,
durante y/o después del analisis de la composicién de colorante reconstituida. En algunos casos, la composicién de colorante
reconstituida se almacena durante un periodo de tiempo, tal como 24 horas 0 més, o 48 horas o mas, o 72 horas 0 mas, o
4 dias 0 mas, o0 5 dias o més, o 6 dias 0 mas, 0 1 semana 0 mas, 0 2 semanas 0 mas, 0 3 semanas 0 mas, 0 4 semanas 0
mas, 0 2 meses 0 mas, 0 3 meses 0 mas, 0 4 meses 0 mas, 0 5 meses 0 mas, 0 6 meses o mas, 0 9 meses o mas, o 1 afio
0 mas. En ciertos casos, la composicién de colorante reconstituida se almacena durante 24 horas o méas. En ciertos casos,
la composicién de colorante reconstituida se almacena durante 48 horas o méas. En ciertos casos, la composicién de
colorante reconstituida se almacena durante 72 horas 0 mas. En ciertos casos, la composicién de colorante reconstituida se
almacena durante 1 semana o més. En ciertos casos, la composicion de colorante reconstituida se almacena durante
2 semanas 0 mas. En ciertos casos, la composicion de colorante reconstituida se almacena durante 3 semanas o mas.

Las realizaciones del método pueden incluir ademas el envio de la composicién de colorante reconstituida a una ubicacién
remota. Una “ubicacién remota” es una ubicacién distinta de la ubicacién donde se reconstituye la composicién de
colorante. Por ejemplo, una ubicacién remota puede ser otra ubicacién (p. €j., una oficina, un laboratorio, etc.) en la misma
ciudad, otra ubicacidén en una ciudad diferente, otra ubicacién en un estado diferente, otra ubicacién en un pais diferente,
etc. Portanto, cuando se indica que un elemento esta “alejado™ de otro, lo que se quiere decir es que los dos elementos
pueden estar en la misma habitacién pero separados, o al menos en diferentes habitaciones o diferentes edificios, y
pueden estar al menos a un kildmetro, diez kilbmetros o cien kilbmetros 0 més de distancia.

Métodos de fabricacién

Los aspectos de la presente descripcién también incluyen métodos de fabricacidén de un dispositivo de reactivos como
el descrito en la presente memoria. En ciertas realizaciones, el método de fabricacién incluye posicionar claramente
una o méas composiciones de colorante sobre una superficie del soporte sélido. Por ejemplo, el método de fabricacion
puede incluir el posicionamiento claro de dos o mas composiciones de colorante (p. ej., la primera y segunda
composiciones de colorante) sobre una superficie del soporte sélido. En algunos casos, las composiciones de
colorante son composiciones de colorante polimérico (p. ej., la primera y segunda composiciones de colorante
polimérico) colocadas claramente sobre una superficie del soporte sélido, como se describe en la presente memoria.

Como se describe en la presente memoria, las composiciones de colorante polimérico pueden ser composiciones
de colorante polimérico secas. Como tal, el método de fabricacién puede incluir posicionar una composicién de
colorante polimérico seca sobre una superficie del soporte sélido. Las composiciones de colorante polimérico secas
pueden colocarse sobre la superficie del soporte sélido utilizando cualquier protocolo conveniente, como, por
ejemplo, pulverizacién, impresién u otro método de deposicién.

En ciertas realizaciones, la composicién de colorante se coloca primero sobre la superficie del soporte sélido y luego
se seca la composiciéon de colorante para proporcionar una composicion de colorante seca sobre la superficie del
soporte sélido. En estas realizaciones, la composicién de colorante puede proporcionarse como una composicién de
colorante liquida y la composicién de colorante liquida puede colocarse claramente en la superficie del soporte sélido.
La composicién de colorante liquida claramente posicionada puede secarse para proporcionar una composicién de
colorante seca claramente posicionada sobre la superficie del soporte sélido. La composicién de colorante liquida
puede colocarse claramente sobre la superficie del soporte sélido utilizando cualquier aparato de manipulacién de
liquidos conveniente, tal como, pero sin limitacién, jeringas, agujas, pipetas, aspiradores, entre otros dispositivos de
manipulacién de liquidos. En algunos casos, la composicién de colorante liquida puede colocarse claramente sobre
la superficie del soporte sélido utilizando una impresora, como, por ejemplo, una impresora de chorro de tinta. Una
composicidén de colorante liquida que esté claramente posicionada en la superficie del soporte sélido puede secarse
utilizando cualquier protocolo de secado conveniente. En algunos casos, el soporte sélido puede calentarse o
colocarse en un entorno a una temperatura superior a las condiciones estandar. En ciertos casos, la temperatura es
una temperatura superior a las condiciones estandar que es suficiente para secar la composicién de colorante liquida,
pero inferior a una temperatura que causaria la degradacién de la composicién de colorante. Por ejemplo, el soporte
sélido puede calentarse a una temperatura comprendida entre 30 °C y 50 °C, por ejemplo entre 30 °C y 45 °C, para
obtener una composicién de colorante seca. En ciertas realizaciones, la temperatura se aplica al soporte sélido durante
un tiempo suficiente para secar la composicidén de colorante, tal como 1 min 0 mas, o0 5 min o méas, o 10 min 0 mas, o
15 min 0 mas, o 20 min o mas, o 30 min o mas. En las realizaciones que incluyen dos o mas composiciones de
colorante en la superficie del soporte sélido, las diferentes composiciones de colorante pueden colocarse y secarse
en la superficie del soporte sélido secuencialmente, o cada composicidén de colorante puede colocarse en la superficie
del soporte sélido y todas las composiciones de colorante pueden secarse simultaneamente.

Como se describe en la presente memoria, el dispositivo de reactivos puede incluir dos 0 mas composiciones de
colorante (p. ej., composiciones de colorante polimérico) claramente colocadas sobre una superficie de un soporte
sélido. Como tal, en algunos casos, el método incluye el posicionamiento de las composiciones de colorante en lugares
separados de la superficie del soporte sélido. Por ejemplo, el método puede incluir la colocaciéon de la primera y
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segunda composiciones de colorante polimérico en lugares separados de la superficie del soporte sélido. Pueden
proporcionarse composiciones de colorante adicionales en la superficie del soporte sélido, tal como una tercera
composicidén de colorante polimérico. En estas realizaciones, el método puede incluir ademas posicionar claramente
la tercera composicidén de colorante polimérico sobre la superficie del soporte sélido. Las composiciones de colorante
polimérico y/o no polimérico adicionales también pueden colocarse claramente en la superficie del soporte sélido.

En ciertas realizaciones, el dispositivo de reactivos incluye dos o mas composiciones de colorante (p. ej., composiciones de
colorante polimérico) colocadas juntas en la misma ubicacién de la superficie del soporte sélido. Por consiguiente, en estas
realizaciones el método puede incluir la colocacién de las composiciones de colorante en la misma ubicacidn de la superficie
del soporte sélido. Por ejemplo, el método puede incluir colocar juntas la primera y segunda composiciones de colorante
(p. €., la primera y segunda composiciones de colorante polimérico) en la misma ubicacién de la superficie del soporte
sélido. En algunos casos, el método también incluye la colocacién de un material no colorante entre las composiciones de
colorante colocadas en la misma ubicacidn. Por ejemplo, el método puede incluir la colocacién de un material no colorante
entre la primera y segunda composiciones de colorante polimérico. En el mismo lugar de la superficie del soporte sélido
pueden colocarse composiciones de colorante adicionales, como una tercera composicion de colorante polimérico. En estas
realizaciones, el método puede incluir ademas posicionar claramente la tercera composiciéon de colorante polimérico en la
misma ubicacién de la superficie del soporte sélido. Las composiciones de colorante polimérico y/o no polimérico adicionales
también pueden colocarse claramente en el mismo lugar de la superficie del soporte sélido.

Después de colocar las composiciones de colorante sobre la superficie del soporte sélido (p. €j., el recipiente para
liquidos), el método puede incluir ademas el sellado del soporte sélido (p. €j., el recipiente para liquidos). Por
ejemplo, el método puede incluir la aplicacién de un cierre al recipiente para liquidos. Como se ha descrito
anteriormente, el cierre puede ser estanco y/o hermético. En algunos casos, el cierre es desprendible o rompible,
lo que permite al usuario acceder posteriormente al contenido del recipiente para liquidos.

Como se ha descrito anteriormente, el dispositivo de reactivos también puede incluir un patrén de calibraciéon, como
microesferas patrén marcadas fluorescentemente. En estas realizaciones, el método puede incluir ademas la colocacién de
un conjunto de microesferas patrén marcadas fluorescentemente en la superficie del soporte sélido. La colocacién puede
realizarse utilizando cualquier técnica adecuada para manipular microesferas. Por ejemplo, las microesferas pueden
proporcionarse en un liquido, como una suspensién de microesferas en un liquido. En estos casos, el liquido que contiene
las microesferas puede colocarse sobre la superficie del soporte sélido utilizando cualquier aparato conveniente para la
manipulacién de liquidos, tal como, pero sin limitacion, jeringas, agujas, pipetas, aspiradores, entre otros dispositivos de
manipulacién de liquidos. En algunos casos, el liquido que contiene las microesferas puede colocarse sobre la superficie del
soporte sélido utilizando una impresora, tal como, pero sin limitacidn, una impresora de chorro de tinta.

Kits

Los aspectos de la descripcién también incluyen kits que incluyen uno de los presentes dispositivos de reactivos. En ciertas
realizaciones, el kit incluye uno de los presentes dispositivos de reactivos y un envase configurado para contener el
dispositivo de reactivos. El envase puede ser un envase sellado, p. €j., un recipiente resistente al vapor de agua,
opcionalmente con cierre hermético y/o al vacio. En ciertos casos, el envase es un envase estéril, configurado para mantener
el dispositivo encerrado en el envase en un ambiente estéril. Por “estéril” se entiende que practicamente no hay microbios
(como hongos, bacterias, virus, formas de esporas, etc.). Los kits pueden incluir ademéas un tampén. Por ejemplo, el kit
puede incluir un tampén, como un tampdn de muestra, un tampén de lavado, un tampén de ensayo y similares. Los kits
pueden incluir ademas reactivos adicionales, tales como, pero sin limitacion, marcadores detectables (p. ej., marcadores
fluorescentes, marcadores colorimétricos, marcadores quimioluminiscentes, reactivos multicolor, reactivos de deteccién
asociados a avidina-estreptavidina, radiomarcadores, particulas de oro, marcadores magnéticas, etc.), y similares. En
determinadas realizaciones, los kits también pueden incluir un patrén de calibracién. Por ejemplo, los kits pueden incluir un
conjunto de microesferas marcadas, tal como un conjunto de microesferas estandar marcadas con fluorescencia.

Ademas de los componentes anteriores, los presentes kits pueden incluir, ademas (en determinadas realizaciones),
instrucciones para practicar los presentes métodos. Estas instrucciones pueden encontrarse en los kits objeto en una
variedad de formas, una o mas de las cuales pueden encontrarse en el kit. Una forma para que estén presentes estas
instrucciones es como informacién impresa en un medio o sustrato adecuado, p. €j., una o varias hojas de papel donde esté
impresa la informacion, en el embalaje del kit, en un prospecto, etc. Otro medio seria un soporte legible por ordenador, p. €.,
CD, DVD, Blu-Ray, memoria legible por ordenador (p. €j., memoria flash), etc., donde se haya grabado o almacenado la
informacion. Otra forma mas que puede estar presente es una direccion de sitio web que pueda utilizarse a través de internet
para acceder a la informacién en un sitio distante. Los kits pueden contener instrucciones de cualquier tipo.

Utilidad
Los presentes dispositivos de reactivos y métodos son Utiles en aplicaciones donde se desea el analisis de células
de una muestra biolégica para investigacién, pruebas de laboratorio o para su uso en tratamientos. En algunas

realizaciones, los presentes dispositivos de reactivos y métodos facilitan el analisis de células obtenidas a partir de
muestras de fluidos o tejidos, tales como especimenes para enfermedades, lo que incluye, pero sin limitacién, el
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cancer. Los dispositivos de reactivos y métodos de la presente descripcién también permiten analizar las células
de una muestra biolégica (p. ej., 6rgano, tejido, fragmento de tejido, fluido) con una eficiencia mejorada y bajo coste.

Los presentes dispositivos de reactivos y métodos se utilizan en aplicaciones donde se desea analizar una muestra
utilizando dos 0 mas composiciones de colorante. Por ejemplo, los presentes dispositivos de reactivos y métodos se
utilizan en aplicaciones donde se desea analizar una muestra utilizando dos o mas composiciones de colorante
polimérico. Las realizaciones de los presentes dispositivos de reactivos y métodos también se utilizan en aplicaciones
donde se desea analizar una muestra utilizando dos 0 mas composiciones de colorante polimérico en combinacién
con una o méas composiciones de colorante no polimérico. Por tanto, los presentes dispositivos de reactivos y métodos
se utilizan en aplicaciones donde se analiza una muestra para dos 0 mas analitos de interés utilizando dos o més
composiciones de colorante polimérico correspondientes. En algunos casos, cuando las composiciones de colorante
no polimérico también se incluyen en los dispositivos de reactivos, los presentes dispositivos de reactivos y métodos
se utilizan en aplicaciones donde una muestra se analiza para dos 0 mas analitos de interés utilizando dos o més
composiciones de colorante polimérico y composiciones de colorante no polimérico correspondientes.

Los presentes dispositivos de reactivos y métodos se utilizan en aplicaciones donde se desea minimizar las
interacciones colorante-colorante. Como se describe en la presente memoria, los presentes dispositivos de
reactivos y métodos proporcionan dos o mas composiciones de colorante polimérico secas que estan claramente
posicionadas en una superficie de un soporte sélido. De este modo, el posicionamiento diferenciado de las
composiciones de colorante entre si en la superficie del soporte sélido facilita una minimizacién de las interacciones
colorante-colorante. Una minimizacién de las interacciones colorante-colorante puede facilitar la obtencién de datos
mas precisos y/o exactos con respecto a los ensayos realizados utilizando los presentes dispositivos de reactivos.
Por ejemplo, los presentes dispositivos de reactivos y métodos pueden facilitar una reduccién de las interacciones
colorante-colorante en comparacién con los dispositivos de reactivos donde se proporcionan dos o mas
composiciones de colorante pero no estén claramente posicionadas una respecto a la otra.

Como puede apreciarse a partir de la descripcién proporcionada anteriormente, las realizaciones de la presente
descripcién tienen una amplia variedad de aplicaciones. Por consiguiente, los ejemplos presentados en la presente
memoria se ofrecen con fines ilustrativos y no pretenden ser interpretados como una limitacién de las realizaciones de
la presente descripciéon de ninguna manera. Los expertos en la materia reconoceran facilmente una variedad de
parametros no criticos que podrian cambiarse o modificarse para obtener resultados esencialmente similares. Por lo
tanto, los siguientes ejemplos se exponen con el fin de proporcionar a los expertos en la materia una descripcidn
completa de cémo realizar y utilizar las realizaciones de la presente descripcidn, y no pretenden limitar el alcance de
lo que los inventores consideran su invencion ni que los experimentos que se exponen a continuacién sean todos o
los Unicos experimentos realizados. Se ha procurado garantizar la exactitud de las cifras utilizadas (p. €j., cantidades,
temperatura, etc.), pero deben tenerse en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales. A menos que se
indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso molecular promedio en peso, la
temperatura es en grados Celsius y la presién es atmosférica o cercana a la atmosférica.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se realizaron experimentos para producir y probar un dispositivo de reactivos con tres composiciones de colorante
polimérico secas claramente posicionadas segun las realizaciones de la presente descripcion.

Una primera composicién de colorante polimérico (BV510, una composicién de colorante polimérico que tiene un
méaximo de excitacién a 405 nm y un méaximo de emisién a 510 nm; BD Biosciences, Nueva Jersey) se colocé en un
primer lugar de la superficie interior de un vial y se secd. Una segunda composicién de colorante polimérico (BV421,
una composicién de colorante polimérico que tiene un maximo de excitacién a 407 nm y un maximo de emisidén a
421 nm; BD Biosciences, Nueva Jersey) se colocé claramente en un segundo lugar separado de la superficie interior
del vial y se secé. Una tercera composicién de colorante polimérico (BV605, una composicién de colorante polimérico
que incluye un fluorocromo en tdndem que es una combinacién de BV421 y Cy™ 3.5 que tiene un maximo de
excitacion a 407 nmy un maximo de emisién a 602 nm; BD Biosciences, Nueva Jersey) se colocé claramente en un
tercer lugar separado de la superficie interior del vial y se secd. Cy™ 3.5 es un colorante de cianina que puede ser
excitado por laser verde (532 nm) y amarillo-verde (561 nm). Se afiadié una muestra al vial para producir una
composicién de colorante reconstituido y se analizé6 mediante citometria de flujo. Las gréaficas de los resultados del
ensayo se muestran en la Figura 2 e indican que hubo una minimizacién en las interacciones colorante-colorante.

Ejemplo 2
Se realizaron experimentos para producir y probar un dispositivo de reactivos con tres composiciones de colorante

polimérico secas y siete composiciones de colorante no polimérico claramente posicionadas segln las realizaciones
de la presente descripcién.
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Una primera composicién de colorante polimérico (BV605, una composicién de colorante polimérico que incluye un
fluorocromo en tandem que es una combinacién de BV421 y Cy™ 3.5 que tiene un maximo de excitacién a 407 nmy un
méaximo de emisién a 602 nm; BD Biosciences, Nueva Jersey) y una segunda composicién de colorante polimérico
(BV421, una composicién de colorante polimérico que tiene un méximo de excitacién a 407 nm y un maximo de emision
a 421 nm; BD Biosciences, Nueva Jersey) se colocaron en dos puntos distintos de la superficie interior de un vial y se
secaron. Una tercera composicién de colorante polimérico (BV510, una composicién de colorante polimérico que tiene
un méximo de excitacién a 405 nm y un méximo de emisién a 510 nm; BD Biosciences, Nueva Jersey) se colocé
claramente en un tercer lugar de la superficie interior de un vial y se secé. La tercera composicidén de colorante polimérico
también incluia siete colorantes no poliméricos diferentes: FITC, PE, colorante conjugado PerCP-Cy5.5, colorante
conjugado PE-Cy7, APC, colorante conjugado en tandem APC-R700 y APC-H7 (un colorante en tandem APC-cianina).
En la Figura 3 se muestra una imagen de las composiciones de colorante polimérico secas en una superficie interior del
vial. Como se muestra en la Figura 3, la primera composicién de colorante polimérico 32, la segunda composiciéon de
colorante polimérico 34 y la tercera composicién de colorante polimérico 36, que también incluia siete colorantes no
poliméricos, estaban claramente posicionadas en la superficie interior del vial. Se afiadié una muestra al vial para producir
una composicién de colorante reconstituido y se analizé mediante citometria de flujo. Las graficas de los resultados del
ensayo se muestran en la Figura 4 e indican que hubo una minimizacién en las interacciones colorante-colorante.

Realizaciones

En una realizacién, la presente descripcién proporciona un dispositivo de colorante polimérico multiplexado que
tiene un soporte sélido y primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas claramente posicionadas
con respecto a una superficie del soporte sdélido.

En algunas realizaciones, las primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas incluyen colorantes
poliméricos primero y segundo que difieren entre si por al menos uno de los maximos de excitacién y emisién. Por
ejemplo, el primer y segundo colorantes poliméricos pueden ser polimeros conjugados solubles en agua.

En algunas realizaciones, cada una de las primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas incluye
un estabilizante.

En algunas realizaciones, las primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas estan posicionadas en
ubicaciones separadas sobre la superficie del soporte sélido. En algunas realizaciones, la distancia entre las
ubicaciones separadas se encuentra en el intervalo de 0,1 mm a 200 mm.

En algunas realizaciones, las primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas estan colocadas
juntas en la misma ubicacién de la superficie del soporte sélido. En ciertos casos, las primera y segunda
composiciones de colorante polimérico secas estan separadas entre si por un material distinto del colorante.

En algunas realizaciones, el dispositivo incluye una tercera composicién de colorante polimérico seca claramente
posicionada con respecto a la superficie del soporte sélido.

En algunas realizaciones, el dispositivo incluye una composicién de colorante no polimérico seca.

En algunas realizaciones, el dispositivo incluye tres 0 mas composiciones de colorante polimérico secas distintas y
cinco o mas composiciones de colorante no polimérico secas distintas.

En algunas realizaciones, la superficie del soporte sélido incluye una superficie interior de un recipiente para liquidos.
En algunas realizaciones, el recipiente para liquidos esté configurado para contener un volumen en el intervalo de
0,1 ml a 250 ml. En algunas realizaciones, el recipiente para liquidos es un vial. En otras realizaciones, el recipiente
para liquidos es un pocillo de una placa multipocillo. En algunas realizaciones, el recipiente para liquidos esta sellado.
En algunas realizaciones, el soporte sélido es de vidrio. En otros casos, el soporte sélido es un plastico.

En algunas realizaciones, el dispositivo incluye ademas un conjunto de microesferas patrén marcadas con fluorescencia.
En otra realizacién, la presente descripcidn proporciona un método que incluye combinar un volumen de un liquido
y un dispositivo de reactivos de manera suficiente para producir una composicién de colorante reconstituida. En
algunas realizaciones, el dispositivo de reactivos incluye un soporte sélido, y primera y segunda composiciones de
colorante polimérico secas claramente posicionadas en relacién con una superficie del soporte sélido;

En ciertas realizaciones, el liquido incluye una muestra biolégica. En algunas realizaciones, la muestra biolégica
incluye sangre completa o una fraccidén de la misma.

En algunas realizaciones, la superficie del soporte sélido es una superficie interior de un recipiente para liquidos y, en
estos casos, el método incluye combinar incluye posicionar el volumen de liquido dentro del recipiente para liquidos.
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En algunas realizaciones, el recipiente para liquidos esta sellado y, en estos casos, el método incluye retirar el
cierre antes de colocar el volumen de liquido dentro del recipiente para liquidos.

En algunas realizaciones, el método también incluye el ensayo de la composicién de colorante reconstituida. En
algunas realizaciones, el ensayo incluye el anélisis por citometria de flujo de la composicién de colorante reconstituida.

En algunas realizaciones, el método incluye ademés el almacenamiento de la composicién de colorante
reconstituida durante un periodo de tiempo.

En algunas realizaciones, el método incluye ademas el envio de la composicién de colorante reconstituida a una
ubicacién remota.

En otra realizacidn, la presente descripcién proporciona un método para fabricar un dispositivo de reactivos, en
donde el método incluye posicionar claramente primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas
en relacién con una superficie de un soporte sélido.

En algunas realizaciones, el método incluye ademés el sellado del recipiente para liquidos.

En otra realizacidn, la presente descripcién proporciona un kit que incluye un dispositivo de reactivos, y un envase
configurado para contener el dispositivo de reactivos. En algunas realizaciones, el dispositivo de reactivos incluye
un soporte sélido, y primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas claramente posicionadas en
relacién con una superficie del soporte sélido.

Ademas, todos los ejemplos y el lenguaje condicional que se recitan en la presente memoria estan destinados
principalmente a ayudar al lector a comprender los principios de las realizaciones de la presente descripcién, sin
limitacién a los ejemplos y condiciones que se recitan especificamente.

El alcance de las realizaciones de la presente descripcién, por lo tanto, no pretende limitarse a las realizaciones

ilustrativas mostradas y descritas en la presente memoria. Mas bien, el alcance de las realizaciones de la presente
descripcién se plasma en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
Un dispositivo de reactivos que comprende:
un soporte sélido; y
primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas claramente posicionadas con
respecto a una superficie del soporte sélido.
El dispositivo segln la reivindicacion 1, en donde las primera y segunda composiciones de colorante
polimérico secas comprenden colorantes poliméricos primero y segundo que difieren entre si por al menos

uno de los maximos de excitacién y emisién.

El dispositivo segln las reivindicaciones 1 0 2, en donde el primer y segundo colorantes poliméricos son
polimeros conjugados hidrosolubles.

El dispositivo segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde cada una de la primera y segunda
composiciones de colorante polimérico secas comprenden un estabilizante.

El dispositivo segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las primera y segunda composiciones
de colorante polimérico secas estan posicionadas en ubicaciones separadas sobre la superficie del soporte sélido.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las primera y segunda composiciones
de colorante polimérico secas estan colocadas juntas en la misma ubicacién de la superficie del soporte sélido.

El dispositivo segln la reivindicacion 6, en donde las primera y segunda composiciones de colorante
polimérico secas estan separadas entre si por un material distinto del colorante.

El dispositivo seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el dispositivo comprende una tercera
composicidn de colorante polimérico seca posicionada claramente en relacién con la superficie del soporte sélido.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la superficie del soporte sélido
comprende una superficie interna de un recipiente para liquidos.

El dispositivo segun la reivindicacién 9, en donde el recipiente para liquidos esta sellado.

El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el dispositivo comprende
ademas una serie de microesferas estandar marcadas fluorescentemente.

Un método que comprende:

combinar un volumen de un liquido y un dispositivo de reactivos segln cualquiera de las reivindicaciones
1 a 11 de manera suficiente para producir una composicién de colorante reconstituida.

El método segun la reivindicacion 12, en donde el liquido comprende una muestra biolégica.
Un método de fabricacién de un dispositivo de reactivos, comprendiendo el método:

posicionar claramente las primera y segunda composiciones de colorante polimérico secas en relaciéon con
la superficie de un soporte sélido.

Un kit que comprende:
un dispositivo de reactivos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; y

un envase configurado para contener el dispositivo de reactivos.
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