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DESCRIPCION
Ensayo y lector de contraste térmico
Campo

La presente invencion se refiere a ensayos y lectores para detectar analitos en una muestra. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a ensayos y a lectores que funcionan basandose en el contraste térmico.

Antecedentes

La tecnologia LFA (ensayo de flujo lateral, o inmunoensayo de flujo lateral, también llamado ensayo de diagndstico
rapido — RDT, o bioensayos) se utiliza ampliamente tanto en y fuera del entorno de laboratorio. En un ensayo tipico,
una muestra de un fluido de un paciente se aplica a una tira de ensayo. La muestra interactia con productos quimicos
de la tira de ensayo haciendo que la tira cambie sus caracteristicas 6pticas. El indicador visual puede observarse por
una persona, por ejemplo, utilizando un ensayo de gestacion en su casa. Sin embargo se pueden obtener lecturas
mas precisas utilizando un lector de ensayos. Dicho lector puede, por ejemplo, incluir un sensor 6ptico sensible que
es capaz de detectar variaciones Opticas mas precisamente y en una manera mas reproducible que un observador
humano. Un ejemplo de un lector de ensayo tipico se muestra en la Patente de EE. UU. N° 7.297.529, de Polito y col.,
expedida el 20 de noviembre de 2007.

La capacidad para identificar enfermedades rapidamente hace posible el tratamiento rapido y mejora los resultados.
Esta posibilidad ha aumentado el desarrollo y uso de dispositivos rapidos en el punto de atenciéon o sistemas que son
capaces de la deteccién biomolecular de entornos con muchas visitas y recursos limitados. Los LFA son baratos,
simples, portatiles y robustos, haciendo que el uso de los LFA sean comunes en medicina, agricultura, y del personal
de recepcion, tal como el ensayo de gestacion. Los LFA también se utilizan ampliamente para varias enfermedades
infecciosas, tal como malaria, criptococosis asociada al SIDA, meningitis, neumonia neumocdcica, y recientemente
tuberculosis.

Aunque la actuacion analitica de algunos LFA es comparable a los procedimientos basados en laboratorio, la
sensibilidad analitica (llamada alternativamente limite de deteccion) de la mayoria de LFA esta en el intervalo de mM
a UM, que es significativamente menos sensible que otras técnicas moleculares tales como los inmunoensayos ligados
a enzimas (ELISA). Como consecuencia, los LFA no son particularmente Utiles para la deteccion precoz en el curso
de una enfermedad cuando hay un bajo nivel de antigeno. La investigacion se ha enfocado en el desarrollo de
microfluidica, biocodigos de barras y tecnologia de ensayos basados en enzimas para obtener mayor sensibilidad en
la deteccion de antigenos ya que estas técnicas pueden detectar potencialmente en intervalos de nM a pM. Sin
embargo, todos estos procedimientos aun estan es estado de desarrollo y no han demostrado que sirven para su
adopcién de una manera fiable, de bajo coste para su uso en un sitio de atencién primaria por un usuario final.

Como se sabe bien ahora, las propiedades térmicas y eléctricas de los materiales cambian drasticamente a
nanoescala. En particular, se ha utilizado el aumento de sefial fototérmica de nanoparticulas de metal para: ablacién
térmica de tumores malignos, deteccion de células tumorales circulantes, transfeccion fototérmica genética, aumento
de eficacia terapéutica de quimioterapicos, y para el seguimiento del transporte de nanoparticulas en las células. El
documento WO 00/31539 A1 describe un procedimiento para realizar un ensayo de flujo lateral en el que se deposita
una muestra en una tira reactiva en una region de aplicacion, se detecta una primera sefial de deteccion que surge de
la tira reactiva en una primera region de deteccion, y se obtiene un valor inicial para una primera zona de medicion
generada interpolando entre valores de la sefial de deteccion fuera de la primera zona de medicién y dentro de la
primera zona de deteccion. El documento US 2008/032420 A1 describe ensayos multiplexados que emplean puntos
cuanticos para aplicaciones que incluyen la deteccién de proteinas humanas y el seguimiento de microorganismos
relevantes para la contaminacion del agua. El documento US 2004/180369 A1 describe un ensayo de deteccion de
hibridacion nucleica que comprende nanoparticulas unidas a moléculas que comprenden un miembro de un par de
union a ligando, mientras que las secuencias diana comprenden el otro miembro.

Sumario

Un ejemplo se refiere a un lector de un ensayo de contraste térmico. El lector de ensayo de contraste térmico incluye
una fuente de energia, un sensor, un circuito de E/S y una entrada para recibir una tira de ensayo. El lector esta
configurado para convertir los resultados del sensor en una sefial de salida al activarse la fuente de energia en la
region de ensayo de la tira de ensayo.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un kit de ensayo que comprende un sistema de ensayo. El kit de
ensayo comprende una almohadilla de muestra, una tira de ensayo, nanoparticulas conjugadas con una molécula de
unién de analito, una regién de ensayo que comprende moléculas de captura, una region de control y una almohadilla
absorbente configurada para la comunicacion fluida cuando se aplica una muestra. El kit también incluye un lector de
ensayo de contraste térmico que comprende una fuente de energia, un microprocesador y un sensor. La region de
ensayo esta configurada para estar expuesta a una sefial de energia aplicada por la fuente de energia. El sensor esta
configurado para medir la respuesta de calentamiento a la sefial de energia aplicada generada en la regiéon de ensayo.
El microprocesador esta configurado para analizar una pendiente y un nivel maximo de la respuesta térmica con el fin
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de detectar la presencia o ausencia de un analito en la regién de ensayo.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un procedimiento de deteccién de analitos en una muestra
que comprende exponer la regidon de ensayo a un sistema de tira de ensayo a una sefial de energia aplicada por una
fuente de energia después de poner en contacto la tira de ensayo del sistema de ensayo con una muestra. La muestra
se mueve a través de la tira de ensayo por accion capilar y el sistema de ensayo comprende nanoparticulas conjugadas
con la molécula de union al analito que se une al analito en la muestra y una regiéon de ensayo que comprende
moléculas de captura. El procedimiento también incluye medir la respuesta térmica a la sefial de energia aplicada
generada en la region de ensayo por un sensor y analizar una pendiente y un maximo nivel de respuesta térmica para
detectar la presencia o ausencia del analito en la region de ensayo.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama simplificado que muestra una tira de ensayo para un ensayo de flujo lateral y un sistema
lector.

La Fig. 2A es un diagrama en bloque simplificado de un lector de ensayo portatil.

La Fig. 2B es un diagrama en bloque simplificado del lector de ensayo de sobremesa.

La Fig. 3 es un diagrama en bloque simplificado del lector de ensayo de la Figura 2A.

Las Fig. 4A y 4B son graficos que ilustran la respuesta térmica de un LFA frente al tiempo.

La Fig. 5 es un grafico que ilustra el uso de nanoparticulas de oro (GNP) es un ensayo de contraste térmico.

La Fig. 6 es un grafico que ilustra cdmo el contraste térmico aumenta la deteccion de ensayos de flujo lateral
inmunocromatograficos existentes para el antigeno criptococico (CrAg). La plataforma de sefial a altas
concentraciones se debe al efecto de gancho de alta dosis del LFA. La linea discontinua muestra el fondo de la
muestra de control.

La Fig. 7A es un grafico a la concentracion de nanoparticulas frente al cambio de temperatura para diferentes
formas de nanoparticulas.

La Fig. 7B es un grafico del cambio de temperatura para diferentes materiales.

La Fig. 8A es una representacion esquematica de un dibujo de los resultados del ensayo de contraste térmico para
hCG (gonadotropina coriénica humana).

La “Fig. 8B es un grafico de los resultados del ensayo de contraste térmico para hCG.

La Fig. 9 es un grafico de los resultados del ensayo de contraste térmico para el antigeno de malaria.

La Fig. 10A y Fig. 10B son graficos que ilustran el uso de SAR.

La Fig. 11 es un grafico de resultados del ensayo de contraste térmico para hCG utilizando SAR.

Las Fig. 12A, 12B y 12C son dibujos que muestran la polidispersion de GNP y CrAg en la varilla de CrAg, varilla
de hCG y GNP sintetizadas respectivamente.

La Fig. 13 es un grafico que ilustra el tamafio uniforme de las GNP sintetizadas.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a sistemas de ensayo que se usan en conjunto con un lector de contraste térmico. La
presente invencion también se refiere a procedimientos para detectar analitos en una muestra usando el ensayo de
contraste término y los sistemas lectores. La presente invencion incluye un ensayo con una tira de ensayo que presenta
la caracteristica térmica de que cambia en respuesta a compuestos diana especificos que pueden estar presentes en
una muestra. La presente invencion incluye un lector para la lectura de las propiedades térmicas de dicha tira de
ensayo. Los aspectos de la presente invencion se tratan posteriormente con mayor detalle.

Los sistemas de ensayo de contraste térmico son ensayos que estan configurados para funcionar en conjuncién con
un lector de contraste térmico. Un ensayo de contraste térmico puede utilizarse ventajosamente para detectar analitos
en muestras a concentraciones mucho mas bajas que los ensayos utilizando lectores visuales. El sistema de contraste
térmico puede ser un sistema de deteccién altamente sensible para analitos en una variedad de muestras. Esto hace
posible ventajosamente la deteccion de enfermedades o afecciones en un estadio mucho mas temprano en
comparacion con los LFA que utilizan los procedimientos de deteccién visual. Ademas, la simplicidad del procedimiento
hace posible que el usuario final utilice el sistema con facilidad y precision. Este sistema puede ser altamente adecuado
para las instalaciones de atencion primaria y escenarios con recursos limitados. Las realizaciones descritas en el
presente documento se refieren a sistemas de ensayo de contraste térmico que se pueden utilizar para aumentar la
sensibilidad, rango dinamico, y cuantificacion de los LFA utilizados clinicamente.

La presente descripcion también incluye un kit en el que el kit incluye un lector de contraste térmico y un sistema de
ensayo que se describe en el presente documento. El kit se puede utilizar por el usuario final para procesar una
muestra deseada utilizando el sistema de ensayo y entonces detectar el analito diana y/o la cantidad del analito diana
utilizando el lector de contraste térmico. El kit puede incluir instrucciones relativas al uso del kit.

La presente descripcion se refiere en general a la excitacion con laser de nanoparticulas, aunque se entiende que
también otras realizaciones con excitacion electromagnética estan en el ambito de la presente invencion. La excitacion
con laser (o luz) de las nanoparticulas a la que se hace referencia en el presente documento se refiere a la excitacion
de nanoparticulas para producir calor que se puede leer por un sensor de calor u otro sensor de calor entendiendo
que también son posibles otras realizaciones y estan en el ambito de la presente invencion. El circuito de diagndstico
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acoplado a la salida del sensor se configura para proporcionar una indicacién de un diagnéstico de salida de un
diagndstico de una afeccion del paciente en funcion de la salida del sensor

Los sistemas de ensayo que se describen en el presente documento se pueden utilizar para detectar analitos diana
en una muestra utilizando nanoparticulas conjugadas con moléculas de union al analito. Especificamente, las
nanoparticulas en los ensayos se pueden utilizar eficazmente para convertir la luz de entrada en calor. En estos
ensayos, se pone en contacto una membrana con una muestra que contiene potencialmente un analito. Segun se
mueve la muestra a través de la membrana, en general por accion capilar, las nanoparticulas conjugadas con las
moléculas de unién al analito se unen al analito diana para formar un complejo nanoparticula/analito. “Complejo
nanoparticula/analito” como se utiliza en el presente documento se refiere a nanoparticulas conjugadas a las
moléculas de unién al analito que se han unido al analito de la muestra. El complejo nanoparticula/analito continta
moviéndose a través de la membrana hacia la region de ensayo que contiene moléculas de captura que se unen al
analito deseado. El complejo nanoparticula/analito se une a las moléculas de captura y se retienen en la region de
ensayo. Un lector de contraste térmico descrito en el presente documento se puede utilizar entonces para detectar la
presencia o ausencia del analito. Ademas el lector de contraste térmico también puede cuantificar la cantidad de
analito presente en la regiéon de ensayo, y en consecuencia, la muestra. El lector de contraste térmico incluye en
general una fuente de calor y un sensor de calor configurados como se describe posteriormente.

Un sistema de ensayo, es decir, un LFA, incluye en general una almohadilla de muestra, una membrana,
nanoparticulas conjugadas a una molécula de unién al analito y moléculas de captura para el analito. El sistema LFA
también puede incluir una almohadilla de conjugado, una almohadilla absorbente, un refuerzo, una region de ensayo,
una region de control y/o combinaciones de todos estos componentes. La regidon de ensayo incluye en general
moléculas de captura de analito. La region de control puede incluir una molécula de control tal como un anticuerpo de
control. La almohadilla de conjugado en general incluye nanoparticulas conjugadas con las moléculas de union al
analito.

“Membrana” como se utiliza en el presente documento se refiere a un dispositivo de ensayo o tira que emplea una
membrana y uno o mas reactivos para detectar el analito diana en la muestra. “Membrana” y “tira de ensayo” se
pueden utilizar de manera intercambiable.

Los ensayos que se pueden utilizar en conjuncién con el lector de contraste térmico incluyen ensayos de flujo lateral.
Se conoce en la técnica una variedad de configuraciones para llevar a cabo ensayos de flujo lateral y se describen,
por ejemplo, en la Publicacion de Patente de EE. UU. US 2003/0119202 por Kaylor y col. y en la Publicacion de
Patente de EE. UU. N° US 2010/0136566 por Mehra y col. y se incorporan en el presente documento por referencia.
La Figura 1 ilustra una realizaciéon ejemplar y otras configuraciones apara llevar a cabo ensayos de flujo lateral que se
conocen en la técnica y también en el ambito de la invencion.

La Figura 1 es un diagrama simplificado que muestra una realizacion ejemplar de un sistema 98 de ensayo y un lector
del ensayo de flujo lateral de acuerdo con la presente invencion. Una tira de ensayo 100 incluye una almohadilla de
muestra 102 que esta configurada para recibir una muestra 104 de un paciente. La accién capilar produce que la
muestra 104 fluye desde la almohadilla de muestra 102 en la direccion indicada por la flecha 106 hacia la almohadilla
absorbente 108. La muestra 104 fluye a través de una almohadilla de conjugado 110 y a través de la membrana 112
hasta que alcanza la region de ensayo 114. Se proporciona también una regiéon de control 115 separada. La tira de
ensayo 100, almohadilla de muestra 102, almohadilla absorbente 108, almohadilla de conjugado 110, regién de ensayo
114 y la regiéon de control 116 estan en comunicacion fluida. “Comunicacion fluida” como se utiliza en el presente
documento se refiere a la capacidad del liquido para fluir o viajar entre los materiales o superficies establecidos.

Como se ilustra en la insercion de la Figura 1, una realizacion ejemplar de la region de ensayo puede incluir
nanoparticulas de oro asociadas con un anticuerpo monoclonal unido con el antigeno en la region de ensayo 114. La
cantidad de nanoparticulas de oro unidas en la region de ensayo 114 se puede determinar aplicando energia 120 que
produce el calentamiento de la region de ensayo 114. Un sensor térmico 122 dirigido a la region de ensayo 114 mide
el calor de la region de ensayo 114 que se relaciona con la cantidad de nanoparticulas y por lo tanto con la cantidad
de antigenos presentes en la region de ensayo 114. Como se explica posteriormente con mas detalle, esto se puede
utilizar para diagnosticar una afeccion del paciente. La energia 120 puede ser cualquier forma de energia que produce
el calentamiento de la region de ensayo 114. La fuente de energia 120 y el sensor 122 se pueden alojar en una unidad.
De manera alternativa, pueden estar alojados por separado.

En la realizacion representada en la insercion de la Fig. 1, las moléculas de unién al analito y las moléculas de captura
se muestran como anticuerpos monoclonales. La molécula de unién al analito y las moléculas de captura pueden ser
el mismo tipo de molécula, es decir, un anticuerpo. En dichos casos, preferentemente se unen al analito en sitios
diferentes, en otras palabras, la molécula de unién al analito y la molécula de captura preferentemente no se unen al
mismo sitio o epitopo del analito. De manera alternativa la molécula de unién al analito y la molécula de captura pueden
ser dos moléculas diferentes, pero ambas capaces de unirse al analito en diferentes sitios.

En la realizaciéon ejemplar que se tratdé anteriormente, las GNP revestidos de anticuerpos se mueve en una tira de
nitrocelulosa mediante accién capilar después de que la tira se ha empapado o puesto en contacto con un espécimen
clinico. Cuando esta presente, el antigeno diana se une a una GNP revestida de anticuerpos monoclonales. Este
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complejo de unién para de subir empapando la “barra indicadora” cuando es capturado por un anticuerpo en la
membrana que reconoce el complejo antigeno-anticuerpo-GNP. Esto da lugar a la acumulacion de GNP en la region
de ensayo 114 del LFA, creando un resultado de ensayo positivo. Las GNP se han utilizado para los LFA debido a
que su tamafio se puede disefiar para que migren a través de los poros de la membrana 112, las GNP pueden
revestirse con anticuerpos facilmente; y las GNP tienen una fuerte interaccion con la luz visible produciendo asi un
color profundo que se visualiza facilmente. Las GNP que tienen una fuerte interaccion con la luz y otras longitudes de
onda se pueden utilizar para la deteccion de contraste térmico, por ejemplo “nanobarras” de oro con una absorcion
maxima de luz cerca de los infrarrojos.

La Figura 2A es un diagrama en bloque simplificado de un lector de ensayo 200 portatil de acuerdo con una realizacion
de ejemplo de la presente invencion. El lector 200 incluye un alojamiento 202 que tiene una abertura 2094 en el mismo
configurada para recibir el LFA 100 en una ranura o recipiente 206. En la Figura 2A, un laser 220 genera energia 120
dirigida a la region de ensayo del LFA 100. En la Figura 2A, la energia puede ser, por ejemplo, luz visible o cerca de
los infrarrojos que se enfoca sobre la regiéon de ensayo utilizando una lente 222 opcional. Como se trata en el presente
documento, la luz visible o cerca de los infrarrojos dirigidas a las nanoparticulas puede producir el calentamiento de
las nanoparticulas. Esto se detecta con un sensor 122 tal como un sensor de infrarrojos. Los resultados del ensayo se
pueden representar en una pantalla 230 que puede comprender por ejemplo, una pantalla LCD. La pantalla puede
proporcionar un resultado cuantitativo o un resultado cualitativo tal como una simple indicacion de valido/no valido. Se
proporciona una entrada para el usuario 232 opcional. Por ejemplo, esta entrada puede ser un simple boton que
permite a un operador iniciar el ensayo, o puede ser una entrada mas compleja tal como un teclado numérico o un
teclado numérico que permite a un operado poner al dia los parametros tales como los valores del umbral que utiliza
en dispositivo 200. La entrada 232 puede ser una capa de la pantalla 230 para proporcionar una pantalla tactil.

La operacién del dispositivo 200 se controla por un circuito electronico 240 como se describe posteriormente con mas
detalle. Esto puede incluir, por ejemplo, un microprocesador, convertidores de analdgico a digital, circuito de E/S, etc.
Se proporciona una fuente de energia 242. Preferentemente, la fuente de energia 242 es una fuente de energia portatil
tal como una bateria o similar. La fuente de energia puede ser opcionalmente recargable mediante una conexion a
otra fuente eléctrica o utilizando una placa solar o similar.

Adicionalmente, el dispositivo 200 incluye un circuito (E/S) 310 de entrada/salida que se describe posteriormente con
mas detalle. El circuito de E/S 310 permite que los datos recolectados por el dispositivo 200 se transmitan o de otra
manera se proporcionen a otros dispositivos. Por ejemplo, los resultados del ensayo se pueden recolectar y transmitir
a una localizacion central o podria servir para una evaluacion posterior.

La Figura 2B es un diagrama en bloque simplificado del lector de ensayo 200 configurado con una configuracion “de
sobremesa”. En la configuracion de la Figura 2B, se utiliza una computadora identificada como un PC para llevar a
cabo el ensayo. El PC 260 se acopla al laser 220 y al sensor de infrarrojos 122 mediante el circuito de E/S 262. El
circuito de E/S 262 puede incluir por ejemplo, convertidores de digital a analégico, convertidores de analdgico a digital,
salidas que se pueden cambiar, etc. Normalmente, el PC 260 que se muestra en la Figura 2B tendra mas potencia de
computacion que la que esta disponible en un dispositivo portatil. Esto puede permitir que se lleven a cabo ensayos
adicionales o ensayos mas avanzados.

Aunque se puede emplear cualquier componente apropiado, en una realizacién preferida. La fuente 220 comprende
un laser, por ejemplo un laser verde de 532 nm (es decir, LRS-0532-PFM_00200-03, LaserGlow Technologies Inc.).
Las lentes de enfoque 222 pueden comprender por ejemplo lentes de enfoque plano-convexas. Un sensor de
infrarrojos adecuado incluye una camara de infrarrojos (A20 o E30, FLIR Inc.) o sensor de infrarrojos (MLX90614,
Melexis). Sin embargo, la presente invencion no se limita a esta configuracion.

La Figura 3 es un diagrama en bloque simplificado de un dispositivo 200 e incluye un microprocesador 200 que opera
de acuerdo con las instrucciones almacenadas en una memoria 302. El microprocesador 300 controla la fuente de
energia 200 activando el suministro de energia 302 de la fuente de energia. El calentamiento del LFA (no mostrado
en la FIG. 3) se detecta por un sensor de calor 122 que proporciona una salida al convertidor analégico a digital 304.
Se proporciona un sensor de tira 306 opcional. El sensor de tira 306 se puede configurar para detectar la presencia
del LFA 100 en la ranura 206 permitiendo de esta manera que el microprocesador 300 active la fuente de energia 220
y comience el ensayo.

La Figura 3 muestra un circuito de recarga 308 opcional conectado a la alimentacion eléctrica 242. Esto puede permitir
que la alimentacion eléctrica 242 se recargue, por ejemplo, utilizando una fuente de energia, una placa solar, una
manivela mecanica, etc.

También se ilustra el circuito de entrada/salida 310 acoplado al microprocesador 300. Esto puede incluir cualquier tipo
de dispositivo de entrada o salida incluyendo una pantalla, teclado o entrada manual, salida audible, salida digital tal
como un USB o una conexion Ethernet, una entrada y/o salida de RF (radiofrecuencia) o IR (infrarrojos), una conexion
de datos de mévil, una conexidn Ethernet, etc. Un ejemplo de conexiones RF incluyen pero no se limitan a conexiones
BLUETOOTH® u otras técnicas de conexion de corta distancia, conexiones WIFI, u otras. Las conexiones a un teléfono
movil permiten al dispositivo comunicarse utilizando una red de teléfono mévil para comunicar los datos y/o
proporcionar cuan comunicacion por voz opcional. Los datos pueden incluir los resultados del ensayo y la informacion
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geografica (localizacion GPS) para recoger informacion espaciotemporal de enfermedades infecciosas.

El uso de E/S 310 permite que los datos recogidos por el dispositivo 200 se envien a otra localizacion. Por ejemplo,
cuando se utiliza en el campo, el dispositivo 200 puede transmitir los resultados a una central de datos. Esta
transmision puede ser mediante cualquier técnica. Por ejemplo, los datos se pueden enviar mediante una conexion de
internet, por red movil, etc. La conexién puede necesitar una conexion por cable fisica o puede ser inalambrica
utilizando WIFI, bluetooth, etc. Adicionalmente, la E/S se puede utilizar para actualizar la informacién almacenada en
la memoria 302. Por ejemplo, se pueden actualizar las instrucciones de programacion, informacion de calibracion u
otros datos. La E/S 310 también se puede utilizar para comunicar con un operador de una localizacién remota
utilizando la pantalla 230 y/o entrada 232.

Durante la operacion, se coloca un LFA 100 (no mostrado en la FIG. 3) en el alojamiento 202, por ejemplo, mediante
un puerto 204 (que se muestra en la FIG. 2). El proceso de ensayo se inicia mediante el microprocesador 300 en
respuesta a una sefial del sensor de la tira 306, o algun otro disparador como una entrada manual utilizando el circuito
de entrada/salida 310. En una configuracién, se proporciona un motor de pasos 307 y se controla por el
microprocesador 300. El motor de pasos 307 se puede utilizar para automatizar el movimiento del LFA 100 en el
dispositivo 200. Se pueden utilizar sensores de tira 306 multiples, u otras configuraciones si se desea controlar la
localizaciéon del LFA 100 en el dispositivo 200. Esto hace que el microprocesador 300 aplique electricidad hacia la
fuente de energia 220 calentando de esta manera el LFA 100. La respuesta al calentamiento es captada por el sensor
122 y la convierte en una sefial digital utilizando un convertidor de sefial analdgica a digital 304. Basandose en esta
sefial digitalizada, el microprocesador 300 proporciona una salida utilizando el circuito de entrada/salida 310 que es
indicativa de los resultados del ensayo.

Adicionalmente, la Figura 3 muestra un sensor de retroalimentacion 303 que se dispone en la ruta de la fuente 220
con el fin de captar la fuerza de la energia aplicada. La salida del sensor 303 se proporciona al procesador 300
mediante un convertidor de analdgico a digital 305. Por ejemplo, el sensor 303 puede ser un sensor de luz para captar
la intensidad de la salida de un laser 220. Esta informacion se puede utilizar para calibrar la operacién del dispositivo
y calibrar el calentamiento captado. Ademas, la retroalimentacion se puede utilizar con fines diagnosticos con el fin de
detectar una fuente 220 que esta emitiendo una sefal débil o que falla completamente.

La memoria 302 se utiliza por el microprocesador para el almacenamiento de la informacion a corto y largo plazo. Por
ejemplo, la informacién 320 de direccién del dispositivo 200 se puede almacenar en la memoria 302. Esta direccion
puede ser, por ejemplo, una direccion que identifica Unicamente o semi-Unicamente el dispositivo 200 y puede incluir,
pero no se limita a una direccién de protocolo de internet (IP), una direccion Mac, u otro formato de direccion. La
memoria 302 también se puede utilizar para almacenar la informacién de calibracién que se puede utilizar para calibrar
los datos recibidos del sensor 122. La informacién de calibracion se puede determinar de distintas maneras incluyendo,
por ejemplo, durante la fabricacion del dispositivo, entrada utilizando el circuito 310, o basandose en una calibracion
que se lleva a cabo utilizando un LFA 100, por ejemplo, utilizando la regién de calibracion 116 que se muestra en la
Figura 1. Esta informacion de calibracion puede proporcionar una linea base u otro tipo de compensacion de las
lecturas proporcionadas por el sensor 122. La memoria 302 también incluye las instrucciones de operacion 324 que
se utilizan para controlar la operacién del microprocesador 300.

Las Figura 4A y 4B son graficos que ilustran la respuesta al calentamiento del LFA 100 cuando se aplica energia 120,
Ts. La cantidad de calor alcanza un maximo indicado por Ry. Adicionalmente, como se ilustra en las Figuras 4A y 4B,
la respuesta tiene una pendiente que comienza en su aumento mas empinado y se estabiliza lentamente hasta el nivel
maximo Ry. El microprocesador 300 opera como un circuito diagndstico analizando la respuesta al calor respecto a la
sefial de energia aplicada. Por ejemplo, un simple nivel de umbral puede utilizar se de manera que la respuesta
maxima se compara con un nivel umbral. Estos se pueden proporcionar como una salida, por ejemplo, una salida
“valido/no valido” basandose en la comparacion. Ademas, se puede proporcionar una salida cuantitativa basandose
en el nivel de respuesta maxima. Esta salida cuantitativa puede ilustrar la cantidad de nanoparticulas de oro que han
sido capturadas en la localizacién de ensayo 114 (que se muestra en la FIG. 1). Estos se pueden correlacionar, por
ejemplo, con la cantidad de antigeno y por lo tanto la progresion de la enfermedad en el paciente.

En un aspecto de la presente invencion, el diagnostico se basa en el perfil de la respuesta. Por ejemplo, en las FIG.
4A y 4B, se ilustra una pendiente inicial de la respuesta. Basandose en esta pendiente inicial, es posible extrapolar el
valor de RM sin necesidad de permitir que el calentamiento alcance el valor maximo. Esta técnica se puede utilizar
para aumentar la velocidad del procedimiento de ensayo. Ademas, esta informacion se puede utilizar también para
verificar el valor de RM detectado por el sensor 122. Por ejemplo, si el valor extrapolado de RM se diferencia
significativamente del valor medido de RM, sera una indicaciéon de un componente que falla, una tira de ensayo
dafada, o algun otro error en la medicion. Ademas, como se ha tratado anteriormente, la informacién de calibracién
se puede utilizar para mejorar la precision de las mediciones. Por ejemplo, la informaciéon de calibracién puede
proporcionar una respuesta de linea base con la que se compara la sefial de respuesta. Por lo tanto, los niveles del
umbral de la respuesta se pueden ajustar basandose en la informacién de calibracion.

La fuente de energia 220 puede ser cualquier fuente de energia apropiada. En una realizacién preferida, la fuente de
energia 220 comprende un laser. Se conoce una variedad de laseres en la técnica para su uso como una fuente de
calor y puede ser, por ejemplo, un laser de onda continua, un laser de onda pulsatil, o un laser de tamafio reducido.
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La sensibilidad al contraste térmico se puede aumentar utilizando laseres de alta potencia y/o sintonizando la energia
laser para diferentes concentraciones de GNP para extender el rango dinamico. El laser puede emitir luz en el rango
visible. Los laseres también se pueden utilizar para emitir luz cerca de la regién infrarroja. En general, el laser se
selecciona y sintoniza para maximizar la absorcion en las nanoparticulas mientras que se minimiza la interferencia de
los materiales de fondo. La cantidad de potencia del laser que se utiliza en el sistema LFA puede variar y depende de
los componentes del ensayo. En una realizacion ejemplar, la potencia del laser estaba entre aproximadamente 5 W y
aproximadamente 50 W (laser de onda continua). Sin embargo se pueden utilizar niveles de energia mayores o
menores en otras realizaciones. Por ejemplo, se puede aplicar una menor energia total pero una mayor densidad
energética con el laser pulsado. Con la reduccion de la absorcion por el fondo que se trata posteriormente, se puede
utilizar una mayor potencia de laser para mejorar adicionalmente la sensibilidad y la fuerza de la sefal.

En general, la membrana, y el armazén incluyen materiales que tiene una minima absorcion de luz. El calentamiento
del fondo limita la capacidad para utilizar una energia mas alta para obtener una mayor fuerza de sefial. Seleccionando
materiales que tengan una minima absorcion de luz, la lectura térmica el fondo se puede reducir para asegurar que la
deteccion térmica es de las nanoparticulas de la regiéon de ensayo y no de los materiales del sistema de ensayo. La
membrana en el sistema LFA generalmente es de un material poroso que contiene una pluralidad de intersticios o
poros. El liquido puede fluir a través de estos intersticios o poros en general por accion capilar. EI material poroso se
puede fabricar de sustancias naturales o sintéticas. Los materiales porosos adecuados para su uso en los sistemas
LFA pueden incluir, por ejemplo, nitrocelulosa, fluoruro de polivinilideno (PVDF), polietileno, nilén, acetato de celulosa,
poliéster, poliéter sulfona (PES) polisulfona y similares. Una realizacion preferida utiliza la membrana que tenga la
absorcion de luz menor Se pueden utilizar también otros materiales porosos que se conocen en la técnica. Se conoce
una variedad de armazones en la técnica y principalmente proporcionan un soporte estructural al LFA. Para la
deteccion del contraste térmico, los materiales que tienen una absorcién de luz minima se prefieren como armazén en
los LFA descritos en el presente documento. En una realizacion preferida, el armazén puede estar fabricado de cristal
o plastico (por ejemplo, poliestireno). La almohadilla de muestra puede estar fabricada de una variedad de materiales
incluyendo, por ejemplo, poliéster, materiales poliacrilicos y otros poliméricos o fibra de vidrio. La almohadilla de
conjugado y almohadilla absorbente se pueden fabricar, por ejemplo, de materiales celulésicos o similares.

Las nanoparticulas metalicas generan calor con la estimulacion 6ptica. La generacién de calor resulta de plasmones
superficiales en la interfaz metal-dieléctrica durante la transicion de un estado excitado a tierra. La cantidad de calor
generado por las GNP, por ejemplo, se puede describir por la siguiente ecuacion:

Q = NQnano = NCabsl ECUACION (1)

en la que la generacién de calor total (Q, W/m?3) es la contribucion combinada de una tnica GNP (Qnano), que se escribe
como el producto de la concentracién de GNP (N, n°/m3), la absorcion por la seccion transversal de GNP (m?), y la
intensidad del laser (W/m?).

Las nanoparticulas pueden comprender una variedad de materiales, formas y tamafos. Las nanoparticulas pueden
ser nanoparticulas de oro, nanoparticulas de plata, nanoparticulas de cobre, nanoparticulas de platino, nanoparticulas
de aluminio, nanoparticulas de cadmio, particulas compuestos, es decir de plata y oro, nanoparticulas de grafeno, y
similares. En una realizaciéon preferida el sistema de ensayo LFA incluye nanoparticulas de oro. Otros tipos de
nanoparticulas también se pueden emplear y estan en el ambito de la presente descripcion. En realizaciones
alternativas, se puede utilizar una combinacion de dos o mas tipos de nanoparticulas. Estas se pueden utilizar para
identificar multiples analitos o para amplificar o aumentar la sefial.

Las nanoparticulas pueden incluir un intervalo de tamafo y en general deben ser capaces de viajar a través de la
membrana. Preferentemente, el diametro de las nanoparticulas puede variar desde 10 nm a 200 nm. La seleccién y
optimizacion del tamafio de nanoparticula depende parcialmente de la absorcidon de energia. Para una realizacion
preferida con un laser como fuente de energia y nanoparticulas de oro, el fenémeno fisico llamado resonancia de
plasmones aumenta la absorcién éptica y por lo tanto la generacién de calor. Se pueden utilizar nanoparticulas de oro
de aproximadamente 100 nm de diametro. Estan disponibles tamafios mayores, y también se pueden utilizar y estan
incluidos en el ambito de la presente invencion. En algunas realizaciones, las GNP con tamafios de aproximadamente
40-80 nm tiene una mayor eficacia de absorcion (definida como Qabs = Cans/A en la que Cabs €s la absorcién de seccion
transversal y A es el area de seccion transversal proyectada de la particula) y son por tanto preferidas desde el punto
de vista de generacion de calor.

Se puede utilizar una variedad de formas de nanoparticulas en el sistema de LFA descrito en el presente documento
y todas estan en el ambito de la invencién. Las nanoparticulas pueden ser, por ejemplo, nanoesferas, nanobarras,
nanoconchas, nanocubos, nanoerizos, nanopiramides, nanoestrellas, y similares. En realizaciones preferidas, las
nanoparticulas son nanoesferas, nanobarras y/o nanoconchas. Se puede utilizar cualquiera de estas formas de
nanoparticulas. Son preferibles las nanoparticulas con la mayor eficacia de absorcién optica y que puedan ser
funcionales en el ensayo con respecto a otras propiedades. Para las particulas con forma nanoesférica, se puede
utilizar el radio eficaz (esfera con volumen equivalente) para calcular la eficacia de absorcion.

La polidispersion de las GNP en los LFA existentes no esta bien controlada, como se ve en las Figs. 12A-C y 13 para
las varillas de CrAg y hCG. El mejor control de la polidispersion da lugar a una distribucion de tamafio de nanoparticulas
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mas uniforme. Esto puede dar lugar a desviaciones tipicas mas pequefias para la deteccion del contraste térmico, y
por lo tanto mejora la estabilidad y la consistencia de la sefial. Las nanoparticulas mas uniformes también pueden dar
una absorcion optica y generacion de calor mayor. Por ejemplo, las GNP con diferentes tamafios tienen un pico de
absorcion a diferentes longitudes de onda. Para una poblacién de GNP polidispersas, habra menos GNP que generen
calor a una longitud de onda del pico de absorcion, y por tanto se reducira la cantidad de calor generado. En una
muestra de nanoparticulas, son preferibles nanoparticulas bien dispersas de tamafio uniforme a agrupamientos de
nanoparticulas. El agrupamiento de nanoparticulas puede dar lugar a menos absorcion uniforme por las
nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden cubrirse, opcionalmente para disminuir el agrupamiento, aumentando de
esta manera la uniformidad de absorcién. El revestimiento, si esta presente, preferentemente no reduce la absorciéon
en las nanoparticulas.

La distribucién del tamafio de las nanoparticulas puede variar. En algunas realizaciones, al menos aproximadamente
el 60 por ciento de las nanoparticulas estan en +/-10 nm del diametro medio de las nanoparticulas. Preferentemente,
al menos un 70 por ciento de las nanoparticulas estan en aproximadamente +/-5 nm del diametro medio de las
nanoparticulas. Mas preferentemente, al menos aproximadamente un 70 por ciento de las nanoparticulas estan en
aproximadamente +/- 3 nm del diametro medio de las nanoparticulas. Mas preferentemente, al menos un 75 por ciento
de las nanoparticulas estan en aproximadamente +/- 3 nm del diametro medio de las nanoparticulas. Las
nanoparticulas fuera de estos intervalos también estan en el ambito de la invencién.

La cantidad o concentracién de nanoparticulas que se utilizan en un sistema de LFA puede variar dependiendo de los
ensayos especificos, las nanoparticulas especificas, las moléculas de union al analito y similares. En general, la
cantidad de nanoparticulas puede éster en el orden de aproximadamente 1-100 pug. También se pueden utilizar
cantidades de nanoparticulas fuera de este intervalo y estan en el ambito de la presente invencion. Para una
realizacion, el ensayo CrAg utiliza aproximadamente 4 ug de GNP por LFA. La cantidad de nanoparticulas que se
utilizan puede ser mayor o menor que el intervalo especificado dependiendo de la afinidad de unién de las moléculas
de unidn, el intervalo de concentracion del analito diana y las muestras del paciente, entre otros factores.

Los analitos en una variedad de muestras se pueden determinar y generalmente pueden ser cualquier tipo de muestra
liqguida. Las muestras pueden ser muestras biolodgicas, muestras quimicas, muestras ambientales, muestras
alimentarias y similares. Las muestras bioldgicas pueden incluir, por ejemplo, sangre, plasma, suero, orina, sudor,
bilis, liquido cefalorraquideo, material fecal, fluidos vaginales, saliva y similares. Otras muestras biolégicas también se
pueden analizar, y estan todas dentro del ambito de la presente invencion. La muestra con el analito se puede utilizar
directamente o diluirse utilizando un diluyente. El diluyente puede ser una variedad de soluciones y se conocen en
general en la técnica. En una realizacion ejemplar, el diluyente es solucion salina.

Se puede detectar una variedad de analitos utilizando los procedimientos y dispositivos de la presente descripcion. Un
analito diana puede ser una proteina, péptido, acido nucleico, hapteno, producto quimico y similares. Los analitos
pueden incluir también farmacos terapéuticos, drogas adictivas, hormonas, vitaminas, proteinas glucosadas,
anticuerpos, esteroides, bacterias o infeccion bacteriana, hongos, virus, parasitos componentes y productos de
bacterias, antigenos y similares. Un analito también incluye derivados o metabolitos del compuesto de interés.

En algunas realizaciones, el analito se puede asociar a una enfermedad, por ejemplo, malaria, TB y similares. En otras
realizaciones, el analito se puede asociar con una afeccién patoldgica o fisiolodgica, por ejemplo gestacion. Ejemplos
de analitos incluyen el antigeno criptococico (CrAg), antigeno de malaria, antigeno de tuberculosis, gonadotropina
humana (hCG), hormona luteinizante humana (hLH), hormona foliculo-estimulante humana (hFSH), antigeno
especifico de préstata (PSA), antigeno de superficie de hepatitis B, anticuerpos de hepatitis B, antigeno del VIH,
Streptococcus A, bacterias Staphylococcus, STD, P. falciparum, panel de fiebre y similares.

Las moléculas de union al analito y las moléculas de captura pueden ser cualquier molécula que sea capaz de unirse
al analito diana. En algunas realizaciones, las moléculas de unién al analito y las moléculas de captura son
macromoléculas bioldgicas, por ejemplo, anticuerpos o partes de anticuerpos. Estas moléculas también pueden ser
receptores, ligandos, polinucleotidos, polipéptidos, glicopéptidos, lipoproteinas, nucleoproteinas, acidos nucleicos,
aptameros, y similares. En una realizacion ejemplar, las moléculas de unién al analito y las moléculas de captura son
anticuerpos. En algunas realizaciones, las moléculas de union al analito son las mismas que las moléculas de captura.
En otras realizaciones, las moléculas de unién al analito son diferentes que las moléculas de captura.

En la materia se conocen una variedad de procedimientos para conjugar o acoplar las nanoparticulas con las
moléculas de unién al analito y todos estan dentro del ambito de la presente invencion. En general, es preferible la
conjugacion quimica que permita una mejora de la estabilidad a altas temperaturas, altas o bajas humedades y/o
condiciones radioactivas. Union quimica se refiere al uso de grupos funcionales quimicos y/o moléculas que unen las
particulas a la molécula de unién al analito. Un ejemplo es la colocacion de acidos carboxilicos en la superficie de las
particulas para permitir la uniéon a grupos amina funcionales en un anticuerpo mediante una molécula mediada por
carbodiimida. La conjugacion puede implicar la adsorcion pasiva. La adsorcion pasiva se conoce en la técnica y se
desvela por ejemplo en el documento US 2010/0136566 incorporado en el presente documento por referencia.

Una variedad de tecnologias de dispersion de liquidos y pulverizacion se conocen en la técnica para el depdsito de
las moléculas de captura en la membrana. Cualquiera de estas se puede utilizar y son preferidas las tecnologias de
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pulverizacién que dan lugar a una mejor absorcion y estabilidad de las moléculas de captura. Las nanoparticulas
conjugadas con las moléculas de union al analito también se pueden pulverizar en la almohadilla de conjugado. En
una realizacion ejemplar, se puede utilizar una variedad de instrumentos de dispersion de liquidos de BioDot™ para
estos fines.

La presente descripcion también incluye un procedimiento de deteccion de un analito en una muestra. La sensibilidad
analitica del LFA se puede mejorar sustancialmente, potencialmente >10.000 veces sobre los procedimientos de
deteccion visual por el uso de la tecnologia de contraste térmico descrita en el presente documento.

El procedimiento incluye la puesta en contacto de una muestra con la almohadilla de muestra permitiendo que el
liquido fluya a través de la membrana por accion capilar. Las nanoparticulas conjugadas con las moléculas de uniéon
al analito se mueven por la membrana mediante accién capilar en respuesta a la aplicacion de la muestra. Cuando
esta presente, el analito diana se une a las nanoparticulas conjugadas. El complejo nanoparticula/analito detiene su
movimiento a través de la membrana cuando la molécula de captura de la regidon de ensayo reconoce y se une al
complejo nanoparticula/analito. Esto da lugar a la acumulacion del complejo nanoparticula/analito en la zona de
ensayo o region del LFA. El procedimiento incluye ademas el uso de un lector de contraste térmico para detectar y
cuantificar la cantidad de analito en la regidon de ensayo exponiendo en primer lugar la region de ensayo a una fuente
de energia tal como un laser y después midiendo el calor generado por la tira de ensayo por un sensor. La salida
generada por el sensor es indicativa de la presencia y/o la cantidad del analito diana.

El procedimiento también puede incluir la detecciéon de multiples analitos. Se pueden detectar multiples analitos por
tener multiples regiones de ensayo, en las que cada region de ensayo tiene diferentes moléculas de captura. Por lo
tanto, el primer complejo nanoparticula/analito se une a la regiéon de ensayo 1 que tiene una primera molécula de
captura se une al primer analito, en el que el segundo complejo nanoparticula/analito se une a la regién de ensayo 2
que tiene una segunda molécula de captura que se une al segundo analito y no al primer analito. De esta manera, el
sistema de LFA se puede extender para identificar multiples analitos configurando la inclusién de multiples regiones
de ensayo. También se pueden detectar analitos utilizando multiples nanoparticulas que tienen diferentes posiciones
de partida. Las nanoparticulas pueden tener diferentes conjugados y diferentes moléculas de unién al analito. Estos
se pueden ajustar para que tengan diferentes flujos a través de la membrana. Los multiples analitos pueden estar en
la misma muestra o muestras diferentes. En algunas realizaciones, se pueden ensayar multiples analitos en la misma
region de ensayo. La deteccion de los multiples analitos da como resultado la identificacion, preferentemente con una
cantidad cuantitativa de analito, para cada uno de los analitos en la region de ensayo correspondiente. En algunas
realizaciones, se pueden detectar también multiples analitos y/o cuantificarse acumuladamente en una regién de
ensayo. Por ejemplo, utilizando diferentes particulas que absorben diferentes longitudes de onda laser que permiten
la multiplicacion utilizando una excitacion de laser con las correspondientes longitudes de onda.

El procedimiento también puede incluir la amplificacion de las sefiales mediante el uso de un flujo controlado
secundario de diferentes nanoparticulas. En una realizacion ejemplar, la sefial de un LFA con nanoparticulas primarias
de oro se puede amplificar por el uso de nanoparticulas de unién secundarias o tefiidas con plata. En el procedimiento
de la tincion con plata, las nanoparticulas de oro pueden actuar como un sitio de nucleacién para el crecimiento de
una cubierta de plata en la superficie. En el procedimiento de nanoparticula de unién secundaria, la nanoparticula
secundaria se une a la primera particula que captura el analito diana para amplificar la sefial.

El presente procedimiento también incluye la cuantificacion de la cantidad de analito presente en la regidon de ensayo.
La medicién del cambio térmico de la membrana se puede correlacionar con la cantidad de analito presente en la
region de ensayo. El sistema LFA puede proporcionar ventajosamente no solo la presencia o ausencia de analito sino
también proporciona el nivel de analito presente en la membrana y consecuentemente en la muestra. Esto es
particularmente ventajoso para determinar el alcance de la enfermedad, infeccidn o afeccion en un paciente.

Después de exponer la region de ensayo a una fuente de energia, la presencia y cantidad de analito se puede detectar
midiendo el cambio térmico o temperatura en la region de ensayo de la membrana. De manera alternativa, la tasa
inicial del cambio de temperatura también se puede medir para determinar la tasa de absorcion especifica (SAR). Se
puede utilizar la SAR para determinar la cantidad de analito presente en la region de ensayo. La SAR es en efecto la
Q de la Ecuacion 1 anterior. Esto se refiere a la cantidad de energia calorica en W/m? emitida por las nanoparticulas
una vez que se han activado por una fuente de energia tal como un laser. Como se muestra en la Ecuacién 1, es
directamente proporcional al flujo de laser y el numero de nanoparticulas que se relaciona directamente con la cantidad
de antigeno en el analito.

Junto con la mejora de la sensibilidad analitica, los LFA se pueden también archivar para futuros analisis. A diferencia
de otros procedimientos de deteccién, no hay pérdida de sefial utilizando el sistema de contraste térmico. En las
mediciones por fluorescencia, los fluoréforos organicos experimentan un fotoblanqueamiento. En algunas mediciones
colorimétricas, los colorantes pueden perder su sefial con el tiempo debido a la fotodestruccion. Las lecturas de
contraste térmico que se llevaron a cabo después de dos semanas de llevar a cabo el ensayo poden ser casi idénticas.
Esto permite ventajosamente el procesamiento de LFA en el centro de atencion primaria en el campo y referirlo a un
laboratorio central para procesar el mismo sistema LFA para las lecturas de contraste térmico. En otras palabras, la
sefial del analito no tiene que medirse inmediatamente después de que se procesa la muestra. La sefial puede medirse
multiples veces, por ejemplo, inmediatamente después de que se complete el ensayo y también en un momento
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posterior. El procedimiento puede incluir también la exposicion de la regidon de ensayo a la fuente de energia y medir
el analito en la region de ensayo después de doce horas, 24 horas o mas después de poner en contacto la tira de
ensayo con la muestra.

La criptococosis esta entre las causas quedan lugar a la muerte entre las infecciones oportunistas relacionadas con el
SIDAy es la causa mas comun de meningitis en adultos en Africa que producen >500.000 muertes en todo el mundo
anualmente. La meningitis criptococica se diagnostica clasicamente por una combinacion de cultivo, tinta India, o
ensayo del CrAg con semi-cuantificacion por diluciones de dos veces en serie (es decir, titulo de CrAg, definido como
el ultimo ensayo positivo cuando se lleva a cabo diluciones de dos veces en serie).

La presente descripcion incluye un procedimiento para la deteccion y cuantificacion del antigeno CrAg. El
procedimiento incluye poner en contacto una muestra con la almohadilladle muestra y permitir que el liquido fluya a
través de la membrana por accién capilar. Las nanoparticulas conjugadas con las moléculas de unién a CrAg se
mueven en la membrana mediante accion capilar en respuesta a la aplicacion de la muestra. Cuando esta presente,
el CrAg se une a las nanoparticulas conjugadas. El complejo nanoparticula/CrAg detiene su movimiento a través de
la membrana cuando la molécula de captura de la regién de ensayo reconoce y se une al complejo nanoparticula/CrAg.
Esto da lugar a la acumulacion del complejo nanoparticulas/CrAg en la regién de ensayo del LFA. El sistema de
contraste térmico se puede utilizar para detectar y cuantificar la cantidad de CrAg en la regién de ensayo exponiendo
en primer lugar la regidon de ensayo a una fuente de calor tal como un laser y después midiendo el calor generado por
la tira de ensayo mediante un sensor de calor.

La Figura 6 muestra que el contraste térmico producia una mejora 32 veces mayor en la sensibilidad analitica que la
deteccion colorimétrica con una pendiente lineal logaritmica hasta una concentracion equivalente de un titulo 1:1024
de CrAg por aglutinacion en latex (R? = 0,98). Por encima de este titulo de 1:1024, hay un efecto “gancho” de dosis
alta con una disminucioén de la intensidad visual y una intensidad térmica plana. Esto se puede soslayar cambiando la
diluciéon del ensayo, o cambiando la configuracién del ensayo. Ademas, la precision entre-ensayos del ensayo se
puede mejorar normalizando el tamafio de estas nanoparticulas para disminuir el coeficiente de varianza. Por
comparacion, la mediana del titulo de CrAg observado en pacientes con meningitis criptocécica es a menudo de 1:1024
a 1:2048. Sin embargo, hay una aparicién sub-aguda durante semanas a meses con titulos de CrAg > 1:8 en personas
asintomaticas con enfermedad subclinica predictiva de un desarrollo posterior de meningitis criptocécica con un 100 %
de sensibilidad y un 96 % de especificad a pesar de la terapia contra VIH. La exploracion de CrAg en el suero y €l
tratamiento antifungico preventivo en personas vivas con SIDA avanzado aborta la progresion clinica de meningitis
sintomatica. La exploracién no invasiva es posible siendo detectable el CrAg en orina, pero la orina tiene una
concentracion 22 veces mas baja que la sangre. Por lo tanto, la mejora de la sensibilidad en el LFA por el contraste
térmico puede hacer posible la exploraciéon o invasiva de personas asintomaticas con SIDA, y la capacidad para
cuantificar la carga de CrAg para la estratificacion del riesgo.

La presente descripcion incluye un procedimiento para la deteccion y cuantificacion del antigeno de hCG. El
procedimiento incluye la puesta en contacto de una muestra con la almohadilla de muestra y permitir que el liquido
fluya a través de la membrana por accién capilar. Las nanoparticulas conjugadas con las moléculas de uniéon a hCG
se mueven en la membrana mediante a accién capilar en respuesta a la aplicacion de la muestra. Cuando esta
presente la hCG se une a las nanoparticulas conjugadas. El complejo nanoparticula/hCG detiene su movimiento a
través de la membrana cuando la molécula de captura en la region de ensayo reconoce y se une al complejo
nanoparticula/hCG. Esto da lugar a la acumulacién del complejo nanoparticula/hCG en la region de ensayo del LFA.
El sistema de contraste térmico se puede utilizar para detectar y cuantificar la cantidad de hCG en la regién de ensayo
exponiendo en primer lugar la regidon de ensayo a una fuente de calor tal como un laser y después midiendo el calor
generado en la tira de ensayo por un sensor de calor.

La presente descripcion incluye un procedimiento para la deteccion y cuantificacion del antigeno de malaria. El
procedimiento incluye la puesta en contacto de una muestra con la almohadilla de muestra y permitir que el liquido
fluya a través de la membrana por accion capilar. Las nanoparticulas conjugadas con las moléculas de unién al
antigeno de malaria se mueven en la membrana mediante a accién capilar en respuesta a la aplicacion de la muestra.
Cuando esta presente, el antigeno de malaria se une a las nanoparticulas conjugadas. ElI complejo
nanoparticula/antigeno de malaria detiene su movimiento a través de la membrana cuando la molécula de captura en
la region de ensayo reconoce y se une al complejo nanoparticula/antigeno de malaria. Esto da lugar a la acumulacion
del complejo nanoparticula/antigeno de malaria en la region de ensayo del LFA. El sistema de contraste térmico se
puede utilizar para detectar y cuantificar la cantidad de hCG en la regién de ensayo exponiendo en primer lugar la
region de ensayo a una fuente de calor tal como un laser y después midiendo el calor generado en la tira de ensayo
por un sensor de calor.

La presente descripcion incluye un procedimiento para la deteccion y cuantificacion del antigeno de TB. El
procedimiento incluye la puesta en contacto de una muestra con la almohadilla de muestra y permitir que el liquido
fluya a través de la membrana por accion capilar. Las nanoparticulas conjugadas con las moléculas de unién al
antigeno de TB se mueven en la membrana mediante a accion capilar en respuesta a la aplicacion de la muestra.
Cuando esta presente, el antigeno de TB se une a las nanoparticulas conjugadas. El complejo nanoparticula/antigeno
de TB detiene su movimiento a través de la membrana cuando la molécula de captura en la regién de ensayo reconoce
y se une al complejo nanoparticula/antigeno de TB. Esto da lugar a la acumulacion del complejo
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nanoparticula/antigeno de TB en la region de ensayo del LFA. El sistema de contraste térmico se puede utilizar para
detectar y cuantificar la cantidad de hCG en la regién de ensayo exponiendo en primer lugar la regiéon de ensayo a
una fuente de calor tal como un laser y después midiendo el calor generado en la tira de ensayo por un sensor de
calor.

Ejemplos
Ejemplo 1 — Sintesis y analisis de GNP

Sintesis de nanoparticulas de oro (GNP): Se sintetizaron GNP de 30 nm por reduccién con citrato de acido cloroaurico
y luego se revisten con polietilenglicol (PEG) para mantener la estabilidad en soluciones acuosos como se describe
en Frens G., Perault y col. y Neha y col. (Véase Frens G. Nat. Phys. Sci. 1973; Perrault, Steven D. y col. Nano Letters
2009 9 (5) 1909-1915; Neha B. Shah y col. Molecular Pharmaceutics 2012 9 (8) 2146-2155. Se llevaron a cabo las
caracterizaciones de las GNP por un espectrofotémetro UV-Vis, espectroscopia de emision atémica, dispersion de luz
dinamica y TEM para asegurar el éxito de la sintesis y cuantificar la concentracion y el tamafio. Se prepararon las
concentraciones tituladas de soluciones de agua GNP y se transfirieron 10 pl de cada solucion a un portaobjetos de
cristal en forma de gota. Entonces se irradié con un rayo laser CW (532 nm, Milenia Vs, impulsado por un diodo) la
gota durante 1 minuto, induciendo de esta manera la generacion de calor en la GNP. Se mont6 una camara de
infrarrojos (FLIR ThermoVision™ A20) en un angulo encima de la muestra para medir el cambio de temperatura
remotamente durante la irradiacién con el laser. Se determiné el cambio de temperatura para cada muestra a partir de
las imagenes térmicas y se represento.

Se compard el contraste térmico frente al contraste visual de GNP en solucidon. Se prepard una serie de
concentraciones diferentes de GNP. Se colocaron 10 pl de una solucién de GNP en un portaobjetos de microscopio.
Para el analisis visual se tomd una foto con una camara digital y se analizé mas tarde con Image J. Para el analisis
térmico, se irradid la solucion de GNP con laser (0,5 W, 532 nm) y se registr6 el cambio de temperatura con una
camara de infrarrojos.

Los resultados mostraban que las GNP se pueden detectar desde 2,5 x 10° nanoparticulas/ml de GNP utilizando el
contraste térmico en comparacion con 2,5 x 10" nanoparticulas/ml por contraste visual. Esto demostraba claramente
que el contraste térmico para la deteccidon puede mejorarla sensibilidad analitica total unas 100 veces (Fig. 5). El
contraste térmico de GNP también se comparé con la medicién de la densidad 6ptica convencional utilizando un lector
de placas de micro-volumen convencional, cuyo principio se utiliza ampliamente en ELISA de microfluidica. Con el
mismo volumen de muestras (10 pl), el contraste térmico presentaba una mejora de 50 veces sobre la medicién de la
densidad o6ptica. La mejora adicional en la sensibilidad del contraste térmico puede ser posible utilizando laseres de
mayor potencia y/o ajustando la potencia del laser para diferentes concentraciones de GNP para extender el rango
dinamico del contraste térmico. De manera importante, ajustando la longitud de onda del Iaser a una nanoparticula de
absorcién mas alta (nanobarras de oro) los inventores también fueron capaces de aumentar la sensibilidad.

Ejemplo 2 — Deteccion del antigeno criptococico (CrAg)

Se ensayo la actuacion analitica del contraste térmico frente a la deteccion colorimétrica (es decir, el contraste visual)
utilizando LFA aprobados por la FDA para detectar el antigeno criptocdocico (CrAg) obtenidos en Immy, Inc. y que se
describen en Qin y col. Angewandte Chemie 2012. Creacién de imagenes de contraste térmico: ElI LFA de antigeno
criptocécico (Immy, Inc. Norman, OK), que fue aprobado por la FDA en julio de 2011, detecta los antigenos del
polisacarido capsular de un complejo de especies de Cryptococcus (Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gatlii)
en el suero y en el liquido cefalorraquideo (LCR). Una muestra de suero de un paciente con meningitis criptococica
que tenia diluciones de 2 veces en serie actuaba para evaluar los limites de deteccion, como el titulo CrAg. El ensayo
se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevd a cabo el contraste térmico irradiando la linea de
ensayo por un laser durante 1 minuto. Una camara de infrarrojos registraba el cambio de temperatura. Se irradiaron
tres puntos sobre cada banda de ensayo horizontal, y se midi6 el cambio de temperatura maximo medio. A cada
concentracion, se ejecutaron tres varillas de LFA por separado. Los resultados se muestran en la Fig. 6.

Cuantificacion de contraste visual: Para las gotas con GNP, se tomaron imagenes con una camara digital. Las varillas
se exploraron con un escaner de lecho plano (Modelo: Visioneer Onetouch 7400). Se analizé la intensidad media de
Gris para las regiones de interés (ROI), es decir, las gotas y la banda de ensayo de las varillas. EI mismo volumen de
solucion de GNP (10 pl) también se midio por un espectrofotometro a 530 nm, con una placa de micro-volumen Take
3 y un lector de microplacas Synergy HT Multi-Mode (BioTek, Winooski, VT).

Se compararon las diluciones de 2 veces en serie del LFA de una muestra de suero, con un titulo positivo de 1:32768
por aglutinacion en latex (Immy Inc.). Los resultados demostraban que el contraste térmico era ademas mas sensible
que la deteccion visual colorimétrica en el LFA. La Fig. 6 muestra el contraste térmico producia una mejora de 23
veces de la sensibilidad analitica que la deteccidon colorimétrica con una pendiente lineal logaritmica hasta una
concentracion equivalente de titulo de CrAg de 1:1024. Por encimad este titulo de 1:102, habia un efecto “gancho” de
dosis alta con una disminucion de la intensidad visual y una intensidad térmica plana.

Utilizando LFA del antigeno criptocdcico (CrAg) aprobados por la FDA, se vio una mejora de 32 veces en la sensibilidad
analitica con el contraste térmico (Fig. 6) mientras que se cuantificaba simultaneamente la concentracion de antigeno.
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Esta sensibilidad mejorada en un modelo de “RDT desechable con un lector” puede hacer posible la exploracion y
cuantificacion de un CrAg en areas de recursos limitados para CrAg+ sintomaticos y asintomaticos permitiendo una
terapia antifingica preventiva en pacientes previamente no detectados por los LFA cualitativos.

Ejemplo 3 — Sensibilidad analitica mejorada de los LFA

Se llevd a cabo el modelo basandose en la absorcion en las secciones transversales medida experimentalmente de
una variedad de nanoparticulas de oro tal como barras de oro, conchas, y nanoesferas de oro para explorar una mejora
adicional de la sensibilidad analitica de los LFA. Se evaluaron las nanoparticulas de oro incluyendo las nanobarras de
oro, nanoconchas y nanoesferas de oro. Como se muestra en la Fig. 7A a una potencia de laser y concentracion
equivalentes, las nanobarras y nanoconchas tipicas generan 4,6 veces y 36 veces mas calor que las nanoesferas de
oro, respectivamente. Para eliminar el efecto de tamario de particula, la absorcién de la seccion transversal (Caps) s€
normalizd por volumen de particula (V) para dar una evaluacion mejor de la capacidad de generacion de calor. Los
tamafos de las GNP utilizadas para esta comparacion eran: esfera D = 30 nm, nanobarra D = 12,7 nm por L = 49,5
nm, y nanoconchas Deentro = 120 nm (silice), Deoncha = 150 nm (oro). El contraste térmico (ATseral) ¥ las concentraciones
de nanoparticulas se normalizaron. Utilizando esta normalizacion, las nanobarras de oro era aproximadamente un
orden de magnitud mas eficaz en la generacion de calor que las nanoesferas y nanoconchas de oro (insercion Fig.
7A). Ademas, los LFA actuales (es decir, las membranas de nitrocelulosa con un material de armazén espeso)
absorben cantidades significativas de energia laser (a 532 nm) creando un calor de fondo o ruido. Por lo tanto, el uso
de materiales de armazén de baja absorcion (es decir, de transmision alta o reflectantes), tales como plastico o cristal,
permite el uso de un laser de mayores intensidades (/). Absorcion del sustrato: Se irradiaron una varilla blanca y un
cubreobjetos de plastico y de cristal con un laser a 532 nm durante 1 minuto cada uno. Se midié el cambio de
temperatura durante la irradiacion con el laser por una camara de infrarrojos y se determind el cambio de temperatura
maximo. (Véase la Fig. 7B) combinando nanoparticulas de absorcion mas alta y materiales de armazoén del LFA de
baja absorciéon se puede aumentar la sensibilidad. Hay que sefalar que la nanobarra de oro puede absorber mas
eficazmente a diferentes longitudes de onda que las nanoesferas de oro.

Se puede producir un aumento adicional de 1000 veces en el contraste térmico aumentando la densidad de potencia
100 veces (es decir, un aumento en la potencia del laser de 0,01 a 1 W) y utilizando una nanoparticula con un aumento
de absorcion (Cass) de 10 veces. Se pueden utilizar mayores potencias de laser reduciendo la absorcion de fondo
tratada anteriormente.

La sensibilidad analitica de los ensayos se puede mejorar aproximadamente 10.000 veces, considerando la mejora
de unas 10 veces demostrado y la mejora de 1000 veces predicha anteriormente sobre los procedimientos de
deteccidn visual utilizando las modificaciones descritas en el presente documento.

Ejemplo 4 — Deteccion de hCG

Se ensayo la presencia de hCG (ensayo de gestacion) en una muestra utilizando un LFA con las GNP. EI LFA de hCG
se adquirio en Fisher Scientific (Sure-Vue Serum/kit de ensayo de hCG en orina).

Como se muestra en la Fig. 8A y la Fig. 8B, el contraste térmico presentaba un aumento de la sensibilidad a la
presencia de hCG con respecto a la deteccion visual. El uso de contraste térmico presentaba un aumento de 20 veces
en el limite de deteccion.

Ejemplo 5 — Deteccion de malaria

También se ensayo la presencia de antigeno de malaria utilizando un LFA con las GNP. El LFA de malaria se adquirié
en Alere Inc. (ensayo de malaria BinaxXNOW ™),

Como se muestra en la Fig. 9, el contraste térmico presentaba un aumento de sensibilidad a la presencia de antigeno
de malaria con respecto a la deteccion visual. El uso de contraste térmico presentaba un aumento de 8 veces en el
limite de deteccion.

Ejemplo 6 — Deteccion de TB

Se ensayo la presencia de TB utilizando un LFA con GNP. EI LFA de TB fue fabricado por Alere Inc. (Determine™ TB
LAM ensayo rapido). Los resultados se muestran en la Tabla 1. El contrate térmico detecta una mayoria de los LFA
de TB negativos visualmente (es decir, falsos negativos) basandose en la referencia convencional de un cultivo de
esputo.
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TABLA 1
Procedimiento Relacion detectada|Porcentaje detectado
TB-LAM LFA - visual 0/39 0
TB-LAM LFA - térmico 22/39 56
Cultivo de esputo 39/39 100

Se habla directamente de un aumento de sensibilidad ya que el contraste térmico reduje los resultados falsos negativos
del ensayo.

Ejemplo 7 — Uso de la Tasa de Absorcion Especifica para hCG

Este experimento se llevé a cabo para ver si ese podia llevar a cabo el contraste térmico utilizando la tasa de absorcion
especifica (SAR). Se llevo a cabo el contrate térmico de los Ejemplos 1-7 basandose en el AT. La SAR se basa en la
pendiente inicial del cambio de temperatura.

La Fig. 10A muestra el cambio de temperatura durante un periodo de tiempo extenso. La Fig. 10B ilustra el cambio de
temperatura en los primeros 20 segundos. Como se muestra en la Fig. 10A y Fig. 10B, el contraste térmico se puede
llevar a cabo calculando la SAR. Esto hacia posible la medicion en un momento temprano para minimizarla
interferencia. Especificamente, la adicion de calor en el tiempo da lugar a la difusion en un material. Se puede afadir
calor muy rapidamente dicha difusién se minimiza, entonces la tasa de cambio de temperatura se relaciona
completamente con la SAR (o Q en la Ecuacioén 1) y por lo tanto se puede capturar mas directamente la presencia de
las GNP y por tanto del antigeno en el ensayo. Esto puede permitir el uso de un laser pulsado. La Fig. 11 ilustra los
resultados de un experimento utilizando hCG como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 4 excepto que se
determiné la SAR en vez del cambio de temperatura. Como se puede ver, la SAR se puede utilizar para la deteccién
de analitos sin pérdida de sensibilidad y precision.

Ejemplo 8 — Uso de particulas monodispersas

Se fabricaron las nanoparticulas como se describe en el Ejemplo 1 utilizando el procedimiento de Frens y se analizé
su dispersion.

Como se puede ver en la Fig. 12A, Fig. 12B, y Fig. 12C, las GNP sintetizadas se dispersan mas uniformemente que
las GNP en las varillas.

La Figura 13 es una cuantificacion de los resultados que se ven en imagenes TEM de la Figura 12. Especificamente,
se afnade el recuento de GNP de diferentes tamafios y el grafico ilustra que hay una distribucion mucho mas amplia
en las varillas existentes vs. las sintetizadas por el procedimiento de Frens.

Aunque la presente invencién se ha descrito con referencia a realizaciones preferidas, los expertos en la técnica
reconoceran que se pueden realizar cambios en la forma y los detalles sin apartarse del espiritu y el ambito de la
invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de deteccién de analitos en una muestra que comprende

exponer la region de ensayo (114) de una tira de ensayo (100) en un sistema de ensayo a una sefial de energia
(120) aplicada por una fuente de energia (220) después de poner en contacto la tira de ensayo (100) del sistema
de ensayo con una muestra, en la que la muestra se mueve a través de la tira de ensayo (100) mediante accion
capilar, comprendiendo el sistema de ensayo nanoparticulas conjugadas con la molécula de union al analito que
se unen al analito en la muestra y una regién de ensayo (114) que comprende moléculas de captura; y

medir la respuesta térmica a la sefial energética aplicada generada en la region de ensayo (114) por un sensor
(122) y analizar una pendiente y un nivel maximo de respuesta térmica para detectar la presencia o ausencia del
analito en la regiéon de ensayo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que las nanoparticulas son de entre aproximadamente 10 nm y
aproximadamente 200 nm, en particular, entre aproximadamente 40 nm y aproximadamente 80 nm.

3. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que las nanoparticulas comprenden nanoesferas, nanobarras,
nanoconchas y combinaciones de los mismos.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el analito detectado es CrAg, antigeno de Tb, hCG, antigeno de
malaria o combinaciones de los mismos, en particular, en los que los diferentes analitos se detectan en un sistema de
ensayo.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la muestra es sangre, orina, saliva, plasma o combinaciones de
los mismos.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que el sensor (122) es un sensor térmico y proporciona un resultado
cuantitativo del analito presente en la muestra.

7. Un kit de ensayo que comprende

un sistema de ensayo que comprende una almohadilla de muestra (102), una tira de ensayo (100), nanoparticulas
conjugadas con una molécula de union a analito, una region de ensayo (114) que comprende moléculas de captura,
una region de control (116) y una almohadilla absorbente (108) configurada para la comunicacion fluida cuando se
aplica una muestra; y

un lector de ensayo de contraste térmico (200) que comprende una fuente de energia (220), un microprocesador
(300) y un sensor (122);

en el que la region de ensayo (114) esta configurada para ser expuesta a una sefial energética (120) aplicada por
la fuente de energia (220);

en el que el sensor (122) esta configurado para medir la respuesta térmica a la sefal energética aplicada (120)
generada en la region de ensayo (114); y

en el que el microprocesador (300) esta configurado para analizar una pendiente y un maximo nivel de respuesta
térmica con el fin de detectar la presencia o ausencia de un analito en la regiéon de ensayo.

8. El kit de la reivindicacion 7 en el que las nanoparticulas comprenden plata, grafeno, oro y combinaciones de los
mismos.

9. El kit de la reivindicacion 7 en el que las nanoparticulas comprenden nanoesferas, nanobarras, nanoconchas y
combinaciones de los mismos.

10. El kit de la reivindicacién 7 en el que las nanoparticulas son de entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente
200 nm, en particular, entre aproximadamente 40 nm y aproximadamente 80 nm.

11. El kit de la reivindicacion 7 en el que el analito es CrAg, antigeno de Tb, hCG, antigeno de malaria, Strep A, Staph,
STD, P. falciparum, panel de fiebre o combinaciones de los mismos, en particular, en el que se detectan multiples
analitos diferentes en un sistema de ensayo.

12. El kit de la reivindicacion 7 en el que la muestra es sangre, plasma, orina, saliva o combinaciones de los mismos.

13. El kit de la reivindicacion 7 en el que las moléculas de captura de la regidon de ensayo son las mismas que las
moléculas de union al analito.

14. El kit de la reivindicacion 7 en el que las moléculas de captura de la regién de ensayo son diferentes de las
moléculas de union al analito conjugadas con las particulas.

15. El kit de la reivindicacion 7 en el que el sistema de contraste térmico proporciona una cantidad cuantitativa del
analito presente en la muestra.
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