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DESCRIPCION

Procedimientos de generacion de sefial y localizacion de sefial para mejorar la legibilidad de sefial en bioensayos
basados en fase soélida

Descripcion

La presente invencién se refiere a ensayos para analitos, por ejemplo, antigenos, en una muestra liquida tal como
un fluido corporal. Mas particularmente, la invencion se refiere a un dispositivo de ensayo de flujo lateral para la
deteccion de un analito en un fluido corporal tal como orina, sangre, suero, plasma, saliva o una soluciéon de
extracciéon de heces usando un conjugado que comprende material detectable como se define en las
reivindicaciones adjuntas. La invencion también es aplicable a situaciones no clinicas, tales como ensayos de
alimentos y agua para detectar la presencia de contaminantes, o en el sector veterinario o militar.

La invencion usa un medio portador para llevar a diferentes reactivos para la generacion de sefal y la localizacion
de sefial en el ensayo. El medio portador comprende:

(i) Disolvente (por ejemplo, solucién acuosa que incluye tampdn, solucion salina, agua, disolvente orgéanico, por
ejemplo, alcoholes tales como etanol, propanol; éteres tales como tetrahidrofurano (THF), y disolventes apréticos
polares tales como dimetil sulféxido (DMSO);

(i) Espesante, que se disuelve en el disolvente como una mezcla coloidal que forma una estructura interna que
proporciona las propiedades del medio portador resultantes que varian desde las de un fluido de alta viscosidad a
un gel. Los medios portadores tipo gel tienen la apariencia de un sélido, mientras que estan compuestos en su
mayoria por el disolvente. Los ejemplos incluyen polimeros tales como poliacrilamida y poliisobutileno; polisacaridos
tales como almidones, celulosa, alginatos obtenidos a partir de algas pardas, agar, carragenina, pectina; gomas
naturales tales como goma de algarroba y goma guar; proteinas tales como colageno, albumina y gelatina.

En algunas realizaciones, el medio portador puede también incluir un reactivo de desarrollo de sefial que es un
material que convierte las moléculas precursoras de sefial a un estado en el que se genera una sefnal detectable.
En otras realizaciones, un reactivo de desarrollo de sefial no es necesario porque la pluralidad de moléculas
precursoras de senal se convierte a una pluralidad de moléculas de senal detectables por medios fisicos tales como
el cambio en la temperatura, cambio de pH, sonicacion, irradiacién de luz o calentamiento por microondas.

Las funciones del medio portador son:
(i) Impedir la difusion de las moléculas de senal, lo que lleva a la acumulacion de senal.

(ii) Mejorar la legibilidad de la sefial (nitidez, prolongacion del tiempo de retencion de la sefal) en la plataforma de
fase solida, y por lo tanto potenciar la sensibilidad.

En algunas realizaciones, cuando la conversion de la pluralidad de moléculas precursoras de sefial a una pluralidad
de moléculas que generan sefnal detectable se produce por medios quimicos o bioquimicos, el medio portador tiene
una tercera funcion:

(iii) Generar una sefal por medio de la conversion de una pluralidad de moléculas precursoras de sefal a una
pluralidad de moléculas que generan sefal detectable.

Para los ensayos que usan deteccion de luz visible, el medio portador es sustancialmente Opticamente
transparente.

Se han usado muchos tipos de ensayos diana - receptor para detectar la presencia de diversas sustancias diana en
fluidos corporales tales como orina, sangre, suero, plasma, saliva o soluciones de extraccion de heces. Estos
ensayos implican tipicamente reacciones antigeno anticuerpo, conjugados sintéticos con marcas metalicas
radiactivas, enzimaticas, fluorescentes, luminiscentes, quimioluminiscentes, o visualmente observables, y usan
camaras de reaccion especialmente disefiadas. En todos estos ensayos, hay un receptor, por ejemplo, un
anticuerpo, que es especifico para la diana seleccionada, por ejemplo, el antigeno, y un medio para detectar la
presencia, y, a menudo la cantidad, del producto de reacciéon diana-receptor. Muchas pruebas actuales estan
disefiadas para proporcionar una determinacién semi-cuantitativa o cuantitativa pero, en muchas circunstancias,
todo lo que se requiere es una deteccién cualitativa que proporcione una indicaciéon positiva o negativa de la
presencia de la especie diana. Ejemplos de tales ensayos cualitativos incluyen la determinacién de sangre, la
mayoria de los tipos de analisis de orina y la muy importante prueba de sangre oculta en heces como un ensayo de
evaluacion del carcinoma colorrectal. Para estas pruebas, se prefieren los indicios visualmente observables, tales
como la acumulacién de particulas de color, por ejemplo, particulas de oro, la presencia de aglutinaciéon o un
cambio de color.
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Sin embargo, los ensayos cualitativos deben ser muy sensibles debido a la frecuente concentracion pequefa de la
diana de interés en el fluido de ensayo. Se han desarrollado ensayos sandwich y otros procedimientos de deteccion
sensibles que usan soles de metal u otros tipos de particulas de color. Sin embargo, estas técnicas no han resuelto
todos los problemas encontrados en los procedimientos de deteccion rapida y se estan buscando constantemente
mejoras adicionales.

A modo de ejemplo, en ensayos sandwich de flujo lateral, con frecuencia se usa oro coloidal en forma de marcador
de un primer anticuerpo (1), mientras que el otro anticuerpo (2) se fija en un sitio de deteccién bien definido en una
membrana tal como una membrana de nitrocelulosa. Si el analito en cuestion esta presente en una muestra,
entonces el analito reacciona con el anticuerpo marcado de oro (1) y migra al anticuerpo unido a la membrana de
nitrocelulosa (2). Alli se forma un sandwich y estos complejos de sandwich se recogen después y se concentraron
en el sitio de deteccion. Este sitio se puede hacer mas visible en cierta medida (amplificada) por reaccion adicional
con iones de plata.

Sin embargo, la sensibilidad analitica no es excepcional y esta tecnologia no es facilmente aplicable a ciertos
ensayos, por ejemplo, para la determinacién de la hormona estimulante de la tiroides (TSH), antigeno prostatico
especifico (PSA), troponina | o troponina T en el intervalo de concentracién baja, pero muy importante para el
diagnéstico.

Por lo tanto, con el fin de hacer estos ensayos mas eficaces, se usan otros marcadores (denominados "moléculas
precursoras de amplificacion de la sefal ") que pueden ser amplificados al final de la reaccién de determinacién, por
ejemplo al final de la formacion del sandwich: anticuerpo (2)sijo- analito {anticuerpo (1) -marcador}.

Si el marcador de amplificacion es una microcapsula que contiene diacetato de fluoresceina cristalina (FDA), que
esta constituida por millones de moléculas de FDA, entonces la amplificacién se efectia después de la reaccién de
determinacién desintegrando la microcapsula e hidrolizando las moléculas de FDA no fluorescentes a moléculas de
fluoresceina fluorescentes. Esta amplificacion esta bien probada y se describe en la patente europea concedida EP
1309867.

Normalmente, la reaccién de amplificacion se lleva a cabo en una solucién del reactivo de liberacién. Esto lleva a
una ligera disminucion de la sensibilidad analitica del ideal por el factor de dilucion - las moléculas de fluoresceina
liberadas se vuelven diluidas en el volumen de reaccion del reactivo de liberacién.

Desafortunadamente, en determinadas circunstancias, el beneficio de la amplificacién se puede compensar o
incluso superar por la desventaja de la disipacion de la senal. Por ejemplo, si la deteccion o determinacién se
realiza sobre una membrana, por ejemplo, en una tira de ensayo de flujo lateral, la adicién de una solucion de
reactivo de liberacion para permitir la amplificacion de la sefial da como resultado la difusién de la sefal amplificada
a lo largo de la membrana. Las moléculas amplificadas / liberadas no se localizan y, por tanto, la sefial puede ser
dificil de detectar incluso después de la amplificacién. La adicion de cualquier solucion - después de que la reaccion
de ensayo subyacente se haya completado - lleva a una ampliaciéon de la linea, punto o zona de deteccion. La
difusién amplia el sitio de deteccién y no es posible medir de forma fiable la intensidad de color del sitio de
deteccién.

La técnica anterior también incluye ejemplos en los que el marcador puede ser una enzima con un numero de
renovacion alto que, cuando reacciona con su sustrato, forma muchas moléculas de producto de reaccion. De
nuevo, esto se lleva a cabo en solucion acuosa, mas especificamente en una solucion tamponada con las
moléculas de sustrato especificas para la enzima. Una desventaja de los sistemas basados en enzimas es que,
como son cataliticas, la amplificacion se inicia cuando se produce la conversiéon del sustrato y esto es un proceso
continuo. La amplificacién depende de la concentracion de sustrato y del tiempo elegido para la reaccion
enzimatica. Si no se anade un reactivo de detencion, la enzima funcionarda durante el tiempo de medicién (y
después), por lo que no hay una sefal constante. La adicion de un agente de detencién incrementara el efecto de
dilucion.

La solicitud de patente europea nimero EP 0212670 A2 desvela un procedimiento para detectar un resto analito por
medio de una senal localizada. El procedimiento implica la generacion de la sefial en un medio especifico,
indicativo, viscoso, o espeso. El medio especifico comprende una red, una solucion, y un precursor de la sefal. El
medio indicativo comprende una red, una solucion, y un resto de sefalizacién. El medio viscoso comprende un
componente especifico, una solucién, y un precursor de la sefial. El medio espeso comprende un componente
especifico, una solucion, y un resto de sefalizacién. La red se suspende o se disuelve en la solucién. La sefal de
localizacion se produce porque la red reduce la conveccién en el medio especifico o indicativo o porque la
viscosidad reduce la difusion en el medio viscoso o0 espeso.

Es por tanto un objeto de la invencién superar las limitaciones en la tecnologia de vanguardia dificultando la difusion
de las moléculas de sefal y de ese modo mejorar la legibilidad de la sefal mediante el mantenimiento de su nitidez
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y prolongando el tiempo de retenciéon de sefial de modo que las sefales se puedan detectar de forma fiable.
También es un objeto de la invencion proporcionar un procedimiento rapido, sensible, para la deteccién de analitos
en muestras de fluido, particularmente muestras de fluidos corporales. Otro objeto es proporcionar un ensayo que
tiene una alta sensibilidad en comparacion con ensayos convencionales. Un objeto adicional es proporcionar un
dispositivo de prueba para deteccion de niveles bajos de analitos en fluidos.

DEFINICIONES

Medio portador: El medio portador dificulta la difusion de la pluralidad de moléculas de generacion de senales
detectables, que lleva a la acumulacion de la sefal. Esto da como resultado una mejora de la legibilidad (nitidez,
prolongacion del tiempo de retencion de la sefal) de la pluralidad de moléculas de generacién de senales
detectables en la plataforma de fase sélida, y por lo tanto aumenta la sensibilidad.

El medio portador comprende:

(i) Disolvente (por ejemplo, solucion acuosa que incluye tampodn, solucion salina, agua, disolvente orgénico, por
ejemplo, alcoholes tales como etanol, propanol; éteres tales como tetrahidrofurano (THF), y disolventes apréticos
polares tales como dimetil sulféxido (DMSO);

(ii) Espesante, que se disuelve en el disolvente en forma de una mezcla coloidal que forma una estructura interna
que proporciona las propiedades del medio portador resultante que varian desde las de un fluido de alta viscosidad
a un gel.

El medio portador también puede comprender, para las moléculas precursoras de sefal que requieren activacion
quimica o bioquimica:

(iii) Reactivo de desarrollo de sefial, que es un material que convierte las moléculas precursoras de sefial a un
estado en el que generan una sefal detectable.

Espesantes: Estos son materiales usados para espesar y estabilizar soluciones, emulsiones y suspensiones
liquidas. Se disuelven en la fase liquida en forma de una mezcla coloidal que forma una estructura interna que
proporciona las propiedades del medio portador resultante que varian desde las de un fluido de alta viscosidad a un
gel. El medio portador de tipo gel tiene la apariencia de un sdélido, mientras que se compone principalmente de un
liquido. Ejemplos de espesantes incluyen polimeros formadores de gel, tales como poliacrilamida y poliisobutileno;
polisacaridos tales como celulosa, almidones, alginatos obtenidos a partir de algas pardas, agar, carragenina,
pectina; gomas naturales tales como goma de algarroba y goma guar; proteinas tales como colageno, albumina y
gelatina.

Moléculas precursoras de sefial: Estas son moléculas que, cuando se hacen reaccionar con uno o mas de otros
reactivos, llevan a una senal detectable. Existen muchas sustancias diferentes de diferentes clases quimicas que
llevan a través de una reaccion iniciada a una sefial detectable, por ejemplo fluoréforos y sus derivados, luminéforos
y sus derivados, cromoforos y sus derivados, grupos prostéticos, o sustancias redox activas seleccionadas de
mediadores redox, sustancias electrodo activas, proteinas bioluminogénicas y fluorogénicas, colorantes visibles,
colorantes fluorescentes, materiales bioluminiscentes o quimioluminiscentes, materiales electroquimicamente
activos, o materiales magnéticos. Las moléculas precursoras de la sefial son marcadores no cataliticos.

La sefal detectable se puede basar en:

- fluorimetria

- luminometria

- Cambio de color en el intervalo ultravioleta, visible y casi infrarrojo

- Cambio en el potencial redox.

- Cambio en la masa resultante de la formacién de complejos o precipitacion
- Deteccion de los productos de desintegracion radiactiva

- Deteccion de campo magnético

Moléculas de sefal: El término moléculas de sefal sblo se usa en esta memoria descriptiva para designar
moléculas precursoras de sefal y / o moléculas de generacion de sefial cuando el contexto no requiere que estén
en un estado particular de precursor de sefial o estado de generacion de sefial. También se usa cuando las
moléculas precursoras de sefal y moléculas de generacion de sefal pueden estar presentes juntas al mismo
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tiempo.

Reactivo de desarrollo de seiial: El reactivo de desarrollo de sefal, si esta presente, es un material que permite que
las moléculas precursoras de senal generen una sefnal detectable. El reactivo de desarrollo de sefal se puede
adaptar para activar fluoréforos seleccionados del grupo que consiste en fluoresceinas y sus derivados, incluyendo
diacetato de fluoresceina (FDA), isotiocianato de diacetato de fluoresceina (isotiocianato de FDA) o diacetato de
fluoresceina maleimida (FDA maleimida), cianinas, carbocianinas, rodaminas, xantenos, sustancias fluorescentes
basadas en colorantes diazo y moléculas aromaticas y heteroaromaticas fluorescentes pequerias. De forma
alternativa, el reactivo de desarrollo de sefial puede activar croméforos seleccionados del grupo que consiste en
sustancias colorantes basadas en cianina, pirazolona, antraquinona, carbocianina, rodamina, xanteno, carotenoides
y diazo y monoazo, oxazina, indigoide, o riboflavina.

Dispositivo de prueba: Como se usa en este documento, el término dispositivo de prueba se usa para denotar un
dispositivo que incorpora un sustrato en fase solida. El sustrato en fase solida puede ser una membrana.

El material y la forma para el sustrato en fase sélida puede ser: una membrana porosa tal como nitrocelulosa, nylon;
una superficie plana no porosa tal como vidrio, poliestireno, metal o carbono.

Membrana de deteccién: Una membrana de deteccion estd compuesta por una membrana de reaccién, por
ejemplo, una tira de nitrocelulosa a la que estan unidas diferentes almohadillas - algunas con reactivos - (por
ejemplo, almohadilla de conjugado, almohadilla de muestra, almohadilla absorbente). Los sitios de reaccion (sitio de
deteccion, sitio de control) con anticuerpos o antigenos estan recubiertos en lugares bien definidos sobre la
membrana de reaccion. Los recubrimientos en los sitios de reaccién se pueden adsorber de forma pasiva sobre la
membrana de reaccién, se pueden unir de forma covalente, o se pueden unir de forma inmuno-quimica, por
ejemplo, a través de estreptavidina (recubiertas con estreptavidina < anticuerpo biotinilado) o a través de un
anticuerpo especifico de la especie (anticuerpo de cabra anti-ratén «—-anticuerpo de raton).

Moléculas de afinidad: Las moléculas de afinidad pueden ser moléculas de bioreconocimiento seleccionadas de los
siguientes grupos de materiales:

(a) péptidos o proteinas seleccionadas del grupo que consiste en anticuerpos, anticuerpos modificados
genéticamente, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, receptores, antigenos, lectinas, avidinas,
oligopéptidos, lipoproteinas, glicoproteinas, alérgenos y hormonas peptidicas o partes de los mismos;

(b) acidos nucleicos seleccionados del grupo que consiste en ADN, ARN, oligonucleoétidos, aptameros y partes de
los mismos;

(c) carbohidratos seleccionados del grupo que consiste en mono, oligo y polisacaridos, glicolipidos,
proteopolisacéaridos y partes de los mismos; o

(d) ligandos de bajo peso molecular seleccionados del grupo que consiste en biotina, derivados de biotina,
esteroides, hormonas, cofactores, activadores, inhibidores, farmacos, alérgenos o haptenos.

Diana: El término "diana" se usa en la presente memoria descriptiva para referirse tanto al analito en un ensayo de
tipo sandwich, o al competidor en un ensayo de tipo competitivo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién proporciona un dispositivo de prueba para la deteccion de un material diana en una muestra de fluido,
tal como se define en la reivindicacién 1.

En algunas realizaciones, el medio portador también puede incluir un reactivo de desarrollo de sefal que es un
material que convierte la pluralidad de moléculas precursoras de sefal a la pluralidad de moléculas generadoras de
sefal detectable que generan una sefal detectable. En otras realizaciones, no es necesario un reactivo de
desarrollo de sefal porque la pluralidad de moléculas precursoras de sefal se convierte a la pluralidad de
moléculas de generacion de sefal detectable por medios fisicos medios tales como cambio de temperatura, cambio
de pH, sonicacion, irradiacion de luz o calentamiento por microondas.

Para evitar dudas, la expresion no catalitica también incluye la no enzimatica, estando basada la invencion en el
uso de material precursor de sefal que comprende una pluralidad de moléculas precursoras de sefial que se
pueden convertir a una pluralidad de moléculas generadoras de sefal detectable. Por consiguiente, cuando el
material diana se une con una molécula de afinidad especifica para ese material diana al que se adjunta un
marcador no catalitico, comprendiendo dicho marcador no catalitico una pluralidad de moléculas precursoras de
sefal, existe una amplificacién inherente o potencial de la sefal detectable porque cada molécula diana se asocia
con una pluralidad de moléculas precursoras de sefal. En otras palabras, cuando se produce la reaccién de
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determinacion, el material precursor de sefal puede ser "activado" y convertido a una pluralidad moléculas
generadoras de sefal detectable.

Por ejemplo, se considera el caso en el que el material diana es un antigeno y el marcador no catalitico conjugado
con moléculas de afinidad que se unen especificamente al material diana es un anticuerpo detector unido a una
micro-capsula que contiene un cristal de diacetato de fluoresceina (FDA, es decir, un cristal de moléculas
precursoras de sefal). Cuando el anticuerpo antigeno / detector esta capturado en un sitio de deteccion (por
ejemplo, un anticuerpo de captura sobre un soporte s6lido), la disolucién del cristal de FDA por un disolvente y
conversién del FDA a fluoresceina (mediante tratamiento con KOH, por ejemplo) libera millones y millones de
moléculas fluorescentes para cada antigeno diana.

La invencién proporciona una solucién técnica al problema de la linea, punto, mancha o zona que se amplian en un
sitio de deteccién y lleva a una mejora de la legibilidad de las lineas de ensayo y de control, especialmente en
dispositivos de prueba PoC. La ampliacion normalmente se provoca e inicia por medio de la adicion de los reactivos
de liberacion requeridos en solucion acuosa. El sitio de deteccion no es una linea de reaccion nitida y se vuelve
borrosa, extendida e indefinida a través de la difusién de sustancias en solucién. Por medio de la presente
invencion, se satisface ahora la necesidad de localizar la sefal en su lugar de formacion.

La invencion se describira ahora a modo de ejemplo solamente y sin limitacion con referencia a los dibujos en los
que:

La figura 1 es una vista esquematica que muestra la construccion de una tira de ensayo de flujo lateral conocido;

La figura 2 muestra esquematicamente dos vistas de una tira de ensayo de flujo lateral de una técnica anterior en
condiciones de uso; vista (a) ilustra una tira de ensayo que usa un marcador directo, es decir, no amplificado,
mientras que la vista (b) ilustra una tira de ensayo que usa una técnica de solucién de la técnica anterior para
amplificar el marcador;

La Figura 3 es ofra ilustracién esquematica de una tira de ensayo que muestra la aplicacién de una pelicula delgada
de medio portador para la sefial de localizacion;

La Figura 4 ilustra los cambios de senal fluorescente a diferentes intervalos de tiempo para las sefiales generadas
que usan una solucién de liberacién convencional (tiras de la izquierda) y sefiales localizadas que usan un gel de
matriz de acuerdo con el presente documento (tiras de la derecha);

La Figura 5 es una ilustracion esquematica de una tira de ensayo que tiene una tapa Opticamente transparente
cargada con un gel de matriz para colocar sobre la tira de ensayo después de la finalizacion de la reaccién de
determinacion para efectuar la localizacién de la seial visible.

En la descripcién que sigue, los términos espaciales relativos como "atras", "izquierda", "derecha", etc., se usan
segln convenga al lector experto y se refieren a la orientacién de los dispositivos de prueba y sus partes
constituyentes como se representa en los dibujos. No se pretende limitacion por el uso de estos términos, ya sea en
uso de la invencién, durante su fabricacién, embarque, custodia o venta, o durante el montaje de sus partes
constituyentes o cuando se incorpora en 0 en combinacién con otro aparato.

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra una tira de ensayo de flujo lateral convencional en vista en
planta (vista (a)) y vista lateral (vista (b)). El nimero de referencia 10 denota un laminado trasero para mantener
juntos los componentes porosos. En la parte superior de este se asienta una almohadilla de carga de la muestra 12,
en la que se aplica la muestra, en uso. Al lado de ésta se encuentra una almohadilla de conjugado 14 que contiene
el material detector o sonda que reacciona con la diana cuando ésta pasa por la tira de ensayo en una muestra de
fluido que lleva la membrana de nitrocelulosa 16. En la direccion de flujo de izquierda a derecha, como se
representa en la figura, el sitio de deteccién 18 es una linea de sonda de captura aplicada a través de la anchura de
la tira de ensayo en la que se capturan los complejos diana / detector, mientras que el sitio de control 20 es una
linea adicional de material aplicado en toda la anchura de la tira de ensayo hacia abajo del sitio de deteccién 18. El
sitio de control no detecta nada en la muestra, sino que indica que la tira se ha humedecido correctamente y que
todos los componentes del ensayo son funcionales. El sitio de control siempre debe producir una sefal visible para
verificar que el ensayo se ha realizado correctamente, incluso para muestras que no contienen ninguna diana
detectable y por lo tanto no producen ninguna sefial en el sitio de deteccion. El exceso de fluido se absorbe por
medio de la almohadilla de succion 22.

Volviendo ahora a la Figura 2, ésta muestra en vistas de forma esquematica dos tiras de ensayo de flujo lateral en
condiciones de uso. En la vista (a), se ilustra una tira de ensayo que usa un marcador directo, en la que no existe la
necesidad de convertir moléculas precursoras de sefial a moléculas de generacion de seial; las lineas de deteccion
en el sitio de deteccion y el sitio de control son nitidas y bien definidas. La vista (b) es una ilustracion de una tira de
ensayo en la que, después de producirse la reaccion de determinacion, se ha afiadido una solucion de reactivo de
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desarrollo de sefal para iniciar la conversion de moléculas precursoras de sefal a moléculas de generacion de
senal detectable. Aqui, las lineas de deteccion en el sitio de deteccion y el sitio de control no estéan bien definidas;
se han extendido debido a la difusion de las moléculas de generacién de sefal a través de la solucion usada para
aplicar el reactivo de desarrollo de la sefal.

En la presente invencidn, tal difusion se ve obstaculizada. Se permite la conversién de moléculas precursoras sefal
a moléculas de generacion de sefal detectable para que se lleve a cabo manteniendo al mismo tiempo lineas de
deteccion bien definidas en el sitio de deteccion y el sitio de control. Esto se consigue por medio del uso de un
medio portador que minimiza la difusion y la distribucién de las moléculas de sefal. En algunas realizaciones, el
medio portador puede incluir un reactivo de desarrollo de sefal que convierte moléculas precursoras de senal a
moléculas de generacion de seial detectable, pero el medio portador no esta en una forma que permite la difusion
rapida a través de la membrana de deteccion.

El medio portador se basa en el desarrollo de un espesante con "agua unida a la matriz" en el que un disolvente y,
en algunas realizaciones también un reactivo de desarrollo de sefal, se han disuelto en estado sol antes de que se
forme el estado gel. En estado gel, la matriz minimiza la difusién de la pluralidad de moléculas generadoras de
sefal detectable apoyadas sobre la membrana de deteccion.

La Figura 3 es otra ilustracion esquematica de una tira de ensayo como la tira que se describe en la Figura 1, en la
que la vista (b) muestra la aplicacion de una capa fina de medio portador 24 a la superficie superior de la membrana
de deteccion 16 para producir la generacion de la sefial mediante la conversion de una pluralidad de moléculas
precursoras de sefal a una pluralidad de moléculas de generacién de sefal detectable y la localizacion de la
pluralidad de moléculas de generacién de senal detectable. De forma conveniente, el medio portador puede ser un
gel de matriz que ha sido cortado en una tira fina de pelicula que se corresponde preferentemente en tamario a la
superficie superior expuesta de la membrana de deteccion.

La Figura 4 es una fotografia que ilustra los cambios de sefal fluorescente en diferentes intervalos de tiempo para
sefales generadas usando una solucion de liberacion convencional (tiras de la izquierda) y sefiales generadas
usando un medio portador que contiene un reactivo de desarrollo de sefal en forma de un gel de matriz (tiras de la
derecha). Los pares de tiras se fotografiaron inmediatamente después de aplicar una solucién de liberacién
convencional para liberar fluoresceina de las moléculas precursoras sefial de diacetato de fluoresceina o
inmediatamente después de la aplicacion de un gel de matriz. Los mismos pares de tiras se fotografiaron de nuevo
en los siguientes intervalos de tiempo sucesivos: 1, 2, 3, 4, 5, 7,9, 12 y 15 minutos. Las tiras en las que se generd
la sefal usando el gel de matriz mantienen lineas bien definidas, incluso después de 15 minutos, mientras que las
tiras en las que se generd la sefial de manera convencional usando una solucién de liberacion empezaron a
mostrar signos de difusion, incluso en el primer intervalo. Después de 15 minutos, estas tiras convencionales
mostraron lineas muy difusas que serian practicamente imposibles de leer de forma reproducible en la practica.

La Figura 5 es una ilustracion esquematica de una tira de ensayo que tiene una tapa 6pticamente transparente 26
cargada con un gel de matriz 24 para colocar sobre la tira de ensayo después de la finalizacion de la reaccion de
determinacién para efectuar la localizacion de la sefal visible. La tapa puede ser un articulo separado, pero aqui se
muestra unida por medio de una bisagra viva 28 al laminado trasero 10 que sostiene los componentes porosos.

La presente invencion aborda los siguientes problemas y limitaciones de los procedimientos existentes:

« La fluorescencia, luminiscencia o absorbancia no se puede determinar de manera fiable porque la difusion de las
moléculas de generacion de sefiales significa que la medicion no se puede centrar en la zona de medicién.

* Se produce una disminucién de la sensibilidad analitica. La difusién se refiere a que la fluorescencia,
luminiscencia o la absorbancia no se fijan en un sitio bien definido, si no que se distribuyen en su lugar, sobre
partes de la membrana que no se pretende que sean sitios de deteccion. Esto lleva a una pérdida de moléculas de
generacion de sefiales detectables por el flujo de su lugar de formacién y por lo tanto se produce una disminucion
en la sensibilidad analitica.

« Si el dispositivo de flujo lateral se concibe como semi-cuantitativo, entonces se proporcionan varias lineas de
anticuerpos (2) en la membrana. El resultado no puede ser interpretado porque las moléculas de generacion de
sefales detectables estan borrosas / distribuidas entre y después de las lineas.

La invencion aborda estos problemas basandose en una modificacion del término viscosidad del coeficiente de
difusién de las bien conocidas leyes primera y segunda de Fick que tratan del flujo difusivo. Fick postula que el flujo
procede de regiones de alta concentracion a regiones de baja concentracion, con una magnitud que es proporcional
al gradiente de concentracion (dc / dx). En una dimension espacial, la ecuacion es:
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J=-D #(dc/dx)

en la que:

» J es el flujo de difusion que es una medida de la cantidad de sustancia que fluira a través de un area pequefa
durante un intervalo de tiempo corto. En la presente invencion, es conveniente que el valor de J sea un minimo.

» D es el coeficiente de difusién gel-agua "unido" depende de los tamanos de poro, su distribucion y especialmente
en la viscosidad del "liquido".

* ¢ es la concentracion; aqui, por ejemplo, de la fluoresceina formada.
* X es la posicién o la distancia de la localizacion de la formacion; aqui la distancia del sitio de deteccién.

El coeficiente de difusion (D) es proporcional a la velocidad al cuadrado de las particulas de difusion, que depende

de la temperatura, la viscosidad del fluido y el tamafio de las particulas. En las soluciones acuosas diluidas, los

coeficientes de difusion de la mayoria de los iones son similares y tienen valores que tipicamente varian desde 0,6

50102’ a2x10? m?/s. Para las moléculas bioldgicas, los coeficientes de difusion normalmente varian de 10" a 10
m“/s.

La invencién usa un medio portador que incorpora los reactivos necesarios para la localizacién de las moléculas de
sefal. Como se tratd anteriormente, en algunas realizaciones el medio portador puede incluir también un reactivo
de desarrollo de sefial para la conversion de moléculas precursoras de sefial a moléculas de generacion de sefal
detectable. En otras realizaciones, esta conversion se logra por medios fisicos tales como el cambio en
temperatura, cambio de pH, sonicacion, irradiacién de luz o calentamiento por microondas. En el caso de un gel
acuoso, el agua esta fuertemente unida / fijada en la matriz del gel, después de que el estado gel se haya formado
a partir de su estado sol. La difusién se vuelve notablemente impedida debido a que el liquido (agua) en el gel esta
mas o menos "solidificado". En el caso de un liquido con un alto médulo de cizalladura, el disolvente impide la
difusion de las moléculas de sefal.

Los geles que contienen los reactivos clave se pueden producir facilmente por medio de la disolucion de los
reactivos en el estado sol del compuesto formador de gel. Después de la incorporacién de los reactivos en sol, el
sol se transforma al estado gel después de una cierta cantidad de tiempo o la transformacion se puede inducir por
un cambio de temperatura (por ejemplo, agar-agar es liquido (estado sol) a temperaturas mas altas y solido (estado
gel) a temperaturas mas bajas.

Existen numerosas sustancias que se producen tanto en estado sol como en estado gel. El estado gel y sol con
agua puede ser caracterizado en que, en el estado sol, la sustancia formadora de gel - el espesante - se dispersa
coloidalmente en agua mientras que, en estado gel, el agua se dispersa en la red formadora de gel del espesante.

En una realizacion preferida particular, la invencién hace uso del principio descrito en la patente europea n® EP
1309867, en la que la marca de uno de los agentes de reaccion es un cristal FDA que incorpora millones de
moléculas de FDA no fluorescentes. Estas se hidrolizan en el sitio de deteccién a millones de moléculas de
fluoresceina. En virtud del espesante incorporado en el medio portador, se impide la difusiéon de las moléculas de
fluoresceina asi formadas del sitio de deteccion.

En este procedimiento, DMSO y NaOH son el disolvente y reactivo de desarrollo de sefial que se incorporan en el
medio portador. El efecto de localizacién de la senal se explica por la difusion parcial del DMSO y NaOH fuera del
medio portador (es decir, el flujo de una regién de alta concentracién de solucién de DMSO y NaOH a una regién de
concentracion mas baja) a la superficie de la membrana de deteccion. Los cristales de FDA se disuelven en el
DMSO vy se hidrolizan por NaOH para detectar la presencia de fluoresceina, que presenta fluorescencia. Debido a
que el agua esta fuertemente unida en el medio portador, que puede ser considerada como una red de 3
dimensiones, reticulada, en virtud de la accion del espesante, las sustancias de peso molecular pequefo se
difunden solamente a través del medio portador con el agua acuosa unida y se ponen rapidamente en contacto con
la membrana de deteccion. Este procedimiento no lleva mas de aproximadamente 30 segundos.

Debido a que no se afiade solucion acuosa sin agua unida, no se produce difusién ni distribucién de las moléculas
de fluoresceina, con la asistencia de la almohadilla absorbente de la membrana de deteccién. Por lo tanto, se
localizan las moléculas de fluoresceina y se pueden medir sin perder sensibilidad analitica. Ademas, no hay
restriccion de la legibilidad si estan presentes mas lineas de deteccion en las determinaciones semi-cuantitativas.

De acuerdo con la invencion, el medio portador esta integrado en un dispositivo de cubierta transparente separada
que esta adaptada para llevar el medio portador en contacto con la membrana de deteccién cuando se cierra
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después de la finalizacion de la reaccién de determinacion. En este caso, el dispositivo de deteccion esta
compuesto por dos piezas en forma de una caja. El dispositivo de deteccién (caja) se abre, la reaccion de
determinacion se realiza en la parte inferior de la caja con la membrana de deteccion. Posteriormente se cierra la
caja con la cubierta en la que esta integrado el medio portador. Para evitar el contacto accidental entre las
moléculas precursoras de la sefal y el medio portador debido al cierre prematuro de la cubierta, el medio portador
puede tener una cubierta protectora de una lamina fina de pelicula desprendible que se retira después de que se
haya realizado la reaccién de determinacion. Sélo entonces el medio portador puede ponerse en contacto con los
sitios de deteccion en la membrana de deteccion.

Preparacion / produccién del medio portador

La formacién del medio portador se puede realizar por lo general con la mezcla del disolvente, reactivo de
desarrollo de la senal (si esta presente) y espesante. Pueden ser necesarios el calentamiento y el enfriamiento en
funcion de la eleccion del espesante. Se pueden usar diferentes espesantes o mezclas de espesante para el
procedimiento de formacion del medio portador. Para cada tipo de espesante, se tienen que optimizar las
concentraciones apropiadas para que los espesantes consigan la localizacion de las moléculas generadoras de
sefal detectable en lo que se refiere al contenido de agua unida, caracteristicas de cizallamiento del gel, reduccion
durante el proceso de solidificacién, constante de difusién de los agentes de reaccion integrados, densificacién,
transparencia optica, estabilidad y solidez a los cambios de temperatura.

La viscosidad del medio portador cuando esta en forma de un gel de matriz se puede comparar con la de geles de
poliacrilamida usados en SDS-PAGE. Se puede aplicar un bajo porcentaje de gel, que no seria muy espeso, a la
superficie de la membrana de deteccion por pulverizacion. Un alto porcentaje de gel espeso es mas adecuado para
ciertas plataformas de deteccién multiple en las que estan inmersos pétalos recubiertos en un gel para desarrollar
una sefal localizada. El porcentaje de gel puede variar desde el 0,05% al 50% en peso en base al peso total del
medio; mas preferiblemente en el intervalo del 0,1% al 20%. En otras realizaciones, el limite inferior de la proporcion
del gel puede tener uno cualquiera de los valores del 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% y 0,5%; el limite superior para
la proporcion del gel puede tener uno cualquiera de los valores del 3%, 4%, 5%, 10%, 20% y 50%. Los intervalos
para la proporcién del gel pueden ser, por lo tanto, una combinacién de cualquiera de los limites inferiores
mencionados anteriormente con cualquiera de los limites superiores mencionados anteriormente.

El médulo de cizallamiento del medio portador se puede ajustar mediante la variacion de la cantidad de espesante
anadido. Por supuesto, una solucion con alta viscosidad también puede retrasar la difusion, pero el tiempo de
retencion de la sefal sera mas corto que el obtenido mediante el uso de la forma solidificada.

Si el gel de la matriz estd optimizado, se obtienen lineas de reaccién localizadas (lineas de sefales) en la posicion
del sitio de deteccién, como se muestra en la Figura 4 en base a resultados experimentales. La figura 4 muestra
una vez mas las diferencias notables en la forma de los sitios de deteccion si se usa el gel de matriz para la
generacion de la sefal y la localizacién de la sefal, en lugar de una solucién acuosa.

Ejemplos

Los elementos de la invencion se ilustraran ahora particularmente con referencia a varios ejemplos, aunque se
entiende que éstos no son limitantes.

Ejemplo 1:

Preparacién del medio portador basado en DMSO para el sistema de sefal basado en cristal de FDA

El medio portador para FDA esta compuesto por DMSO, NaOH y Polisorbato 20, en el que el propésito de DMSO es
disolver el FDA y se usa NaOH para hidrolizar el FDA disuelto. El Polisorbato 20 es el componente activo para la
formacion de gel. De forma especifica, los componentes se mezclan entre si (por ejemplo, mezclando 1 ml de
DMSO + 1 ml de NaOH 1M + 50 pl de Polisorbato 20) y se deja reposar a temperatura ambiente durante 5 -10
minutos para solidificacién.

La Tabla 1 muestra la optimizacion de las composiciones y de la apariencia de ciertos medios portadores en forma
de geles de matriz.

Ejemplo 2:

Preparacién del medio portador basado en isopropanol (IPA) para el sistema de sefales basado en cristal de FDA

El medio portador basado en IPA para FDA esta compuesto por IPA, NaOH y polivinilpirrolidona (PVP), en el que el
propésito del IPA es disolver el FDA y se usa NaOH para hidrolizar el FDA disuelto. Se usa PVP para aumentar la
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viscosidad del medio portador. De forma especifica, los componentes se mezclan entre si (por ejemplo, mezclando

de 1 mlde IPA + 1 ml de NaOH 1 M + 0,2 g de PVP).

Tabla 1
Composiciones y apariencia de geles de matriz
Nombre Tween 20* SDS 20% SDR Dureza Color Claridad
10071508 100 ml 50 ml 850 ml F Amarillo X
10070s 100 ml 0 ml 900 ml S Incoloro X
507508 50 ml 50 ml 900 ml S Incoloro X
5070s 50 ml 0 ml 950 ml F Amarillo L
claro
2571255 25 ml 25 ml 950 ml S Incoloro L
2570s 25 ml 0 ml 975 ml S Incoloro L
0725s 0ml 25 ml 975 ml Liquido Incoloro L
X: Lechoso
Observaciones SDS: SDR: Reactivo | F: Gel firme L:
Dodecilsulfato | de desarrollo de | S: Gel suave Transparente
sédico sefal L: Semi -
lechoso
eTween 20 es una forma disponible en el mercado de Polisorbato 20. Tween es una marca registrada.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo de ensayo para la deteccion de un material diana en una muestra de fluido, comprendiendo dicho
dispositivo:

un sistema de deteccion de sustrato en fase soélida que comprende medios para el transporte de la muestra de
fluido desde un sitio de aplicacion de la muestra a un sitio de deteccion (18);

un marcador no catalitico, dispuesto en una posicion (14) alejada de dicho sitio de deteccién, conjugado con una
molécula de afinidad especifica para el material diana, comprendiendo dicho marcador no catalitico una pluralidad
de moléculas precursoras de la sefial, pudiéndose convertir dichas moléculas precursoras sefial en una pluralidad
de moléculas de generacion de sefal detectable,

y

un medio portador (24) que comprende un disolvente para la disolucién del marcador no catalitico y un espesante
para producir la localizacion de la sefial generada por dicha pluralidad de moléculas de generacién de sefal
detectable en dicho sitio de deteccién que indica la presencia y / o cantidad de dicho material diana, disolviéndose
dicho espesante en fase liquida en forma de una mezcla coloidal que forma una estructura interna que proporciona
las propiedades del medio portador resultantes que varian desde las de un fluido de alta viscosidad a las de un gel;

en el que dicho dispositivo de ensayo es una tira de ensayo de flujo lateral que comprende ademas una tapa
Opticamente transparente (26) cargada con dicho medio portador (24) para su colocacion sobre la tira de ensayo
después de la finalizacién de una reaccion de deteccion de material diana, y en el que dicho medio portador esta
adaptado para ser puesto en contacto con dichas moléculas de sefal, al menos, en dicho sitio de deteccién.

2. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que la tapa 6pticamente transparente
(26) esta articulada a un laminado trasero (10) para sostener los componentes porosos del dispositivo.

3. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que comprende ademas
una capa protectora amovible que recubre el medio portador.

4. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente, en el que el sustrato en fase
sélida es seleccionado entre una membrana porosa, incluyendo nitrocelulosa o nylon; o una superficie plana no
porosa, incluyendo el vidrio, poliestireno, metal o carbono.

5. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, en el que dicha molécula de
afinidad es seleccionada entre los grupos que consisten en:

(a) péptidos o proteinas seleccionadas del grupo que consiste en anticuerpos, anticuerpos modificados
genéticamente, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, receptores, antigenos, lectinas, avidinas,
oligopéptidos, lipoproteinas, glicoproteinas, hormonas peptidicas y alérgenos;

(b) acidos nucleicos seleccionados de entre el grupo que consiste en ADN, ARN, oligonucle6tidos y aptameros;

(c) carbohidratos seleccionados del grupo que consiste en mono., oligo. y polisacéaridos, glicolipidos y proteo-
polisacaridos; o

(d) ligandos de bajo peso molecular seleccionados del grupo que consiste en biotina, esteroides, hormonas,
cofactores, activadores, inhibidores, farmacos, alérgenos o haptenos.

6. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacion 1, que comprende ademas un reactivo de
desarrollo de sefal contenido en dicho medio portador para la conversién de dicha pluralidad de moléculas
precursoras de sefal a dicha pluralidad de moléculas generadoras de sefal detectable.

7. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacion 6, en el que dicha reactivo de desarrollo de
senal es una base o esterasa.

8. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente, en el que dichas moléculas
precursoras de senal son seleccionadas del grupo que consiste en fluoréforos, luminéforos, cromoéforos, grupos
prostéticos, o sustancias redox activas seleccionadas entre mediadores redox, sustancias electrodo activas,
proteinas bioluminogénicas y fluorogénicas, colorantes visibles, colorantes fluorescentes, materiales
bioluminiscentes o quimioluminiscentes, materiales electroquimicamente activos, o materiales magnéticos.

9. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacién 8, en el que las moléculas precursoras de senal
son fluoréforos seleccionados del grupo que consiste en fluoresceinas, diacetato de fluoresceina (FDA),
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isotiocianato de diacetato de fluoresceina (isotiocianato de FDA), diacetato de fluoresceina maleimida (FDA
maleimida), cianinas, carbocianinas, rodaminas, xantenos, sustancias fluorescentes basadas en colorantes diazo y
moléculas aromaticas y heteroaromaticas fluorescentes pequenas.

10. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacion 9, en el que dichas moléculas precursoras de
sefal son seleccionadas entre diacetato de fluoresceina (FDA), isotiocianato de diacetato de fluoresceina
(isotiocianato de FDA) y diacetato de fluoresceina maleimida (FDA maleimida) y que comprende ademas un
reactivo de desarrollo de sefal para el diacetato de fluoresceina (FDA), isotiocianato de diacetato de fluoresceina
(isotiocianato de FDA) y diacetato de fluoresceina maleimida (FDA maleimida).

11. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacion 8, en el que las moléculas precursoras de
sefal son diacetato de fluoresceina cristalina (FDA), y en el que el medio portador comprende un disolvente para
FDA, un reactivo de desarrollo de sefial y un espesante.

12. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicaciéon 11, en el que el medio portador comprende
dimetil sulféxido, hidréxido de sodio acuoso y Polisorbato 20.

13. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en la reivindicacion 8, en el que las moléculas precursoras de
sefal son cromoforos seleccionados del grupo que consiste en cianina, pirazolona, antraquinona, carbocianina,
rodamina, xanteno, carotenoides y diazo y monoazo, oxazina, indigoide, o sustancias colorantes basadas en
riboflavina.

14. Un dispositivo de ensayo como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente, en el que la proporcion de
espesante en el medio portador varia del 0,05% al 50% en peso en base al peso total del medio portador.
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Figura 4

Tiempo (min)  (a) Reactivo de desarrollo de sefal (b) Gel de matriz
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Figura s
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