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DESCRIPCION

DISPOSITIVO DE DETECCION ELECTROQUIMICA

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un dispositivo para uso en deteccidon electroquimica,
particularmente para la deteccidon de secuencias de material genético tras la reaccion de
amplificacion de estas secuencias. La invencién proporciona una plataforma todo en uno donde

la reaccion y la deteccion ocurren de forma secuencial.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La amplificacion de material genético, en concreto la amplificacion isoterma LAMP (Loop-
mediated isothermal amplification, amplificacion isotérmica mediada por bucle) se ha convertido
en una técnica fundamental de biologia molecular en los ultimos afios y se utiliza ampliamente
en el campo del diagndstico, por ejemplo, para enfermedades infecciosas. Sin embargo, el uso
de equipos de bajo coste, que realicen medidas cuantitativas rapidas y fiables, es todavia dificil

de implementar.

Por otra parte, la amplificacion isotérmica con deteccion electroquimica todavia tiene algunas
limitaciones para su aplicacién directa al diagnéstico in situ. El primer problema es la necesidad
de utilizar un dispositivo integrado, de modo que la reaccién de amplificacién y la deteccion
electroquimica se puedan realizar faciimente en un solo dispositivo. El segundo es la alta
probabilidad de contaminacién por arrastre. Las reacciones LAMP producen una cantidad muy
alta de amplicones (copias generadas de material genético) y, por lo tanto, la manipulacion de
los productos de la reaccion puede contaminar facilmente los materiales y reactivos empleados
en amplificaciones posteriores, haciendo que todas las reacciones den un resultado positivo

independientemente de su numero de copias inicial (falsos positivos).

Hasta hoy, la mayoria de los sistemas de deteccién electroquimica para reacciones LAMP se
basan en la realizacién de la reaccién de amplificacién en un tubo de microcentrifuga para,
posteriormente, transferir el contenido a una tarjeta de electrodos serigrafiados (SPE, screen-
printed electrodes) para realizar la determinacion (A. Gonzalez-Lépez, M.D. Cima-Cabal, P.
Rioboo6-Legaspi, E. Costa-Rama, M.M. Garcia-Suarez, M.T. Fernandez-Abedul, Anal. Chem., 94,
2022, 13061-13067; A. Rodriguez-Penedo, P. Riobod-Legaspi, A. Gonzalez-Lopez, A. Lores-
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Padin, R. Pereiro, M. M Garcia-Suarez, M.D. Cima-Cabal, E. Costa-Rama, B. Fernandez, M.T.
Fernandez-Abedul, Adv. Healthc. Mater., 2023, 2202972). Sin embargo, a veces se ha
depositado el producto de amplificacién sobre la superficie de un electrodo de trabajo de una
celda electroquimica convencional, como puede ser un electrodo de trabajo de carbono vitreo,
que ha sido convenientemente modificado para el reconocimiento de dicho producto de
amplificacion (N. Y. Jayanath, L. T. Nguyen, T. T. Vu y L. D. Tran, RSC Adv, 2018, 8, 34954—
34959). Otro enfoque, que combina ambas etapas (reaccién y detecciéon) se basa en la
realizacion de la reaccion de amplificacion en pocillos de microplacas de titulacion en cuya base
se han incluido electrodos serigrafiados para la deteccion (A. Martin, K. B. Grant, F. Stressmann,
J. M. Ghigo, D. Marchal y B. Limoges, ACS Sens, 2016, 1, 904-912). En la literatura se han
propuesto algunos dispositivos integrados basados en plataformas microfluidicas con una
camara de reaccion donde puede tener lugar la reaccién LAMP acoplada a una celda con
electrodos serigrafiados (A. Rivas-Macho, U. Eletxigerra, R. Diez-Ahedo, A. Barros, S. Merino,
F. Gori-de-Cerio, G. Olabarria, Biosensors, 2023, 13, 924) o fotolitografiados (A. Rivas-Macho,
U. Eletxigerra, R. Diez-Ahedo, S. Merino, A. Sanjuan, M. Bou-Ali, L. Ruiz-Rubio, J. del Campo,
J. L. Vilas-Vilela, F. Gofii-de-Cerio, G. Olabarria, Heliyon, 2023, 9, e12637). Sin embargo, estos
ejemplos son mas complejos o de fabricacion mas costosa, requiriendo equipos adicionales

como bombas para la propulsiéon de fluidos.

La investigacion sobre dispositivos electroquimicos integrados en tapones todavia esta en
desarrollo, con s6lo unos pocos ejemplos disponibles. Sin embargo, resulta muy ventajosa
porque gran parte de las medidas, o de las reacciones adicionales, se realizan en contenedores
cerrados. Los enfoques iniciales de los dispositivos con tapones electroquimicos se basaron en
la integracién de SPEs en tapas de recipientes de mayor volumen, como viales de vidrio con
tapon de rosca, para la determinacion directa de metales pesados en agua (D. Martin-Yerga, .
Alvarez-Martos, M. C. Blanco-Lopez, C. S. Henry and M. T. Fernandez-Abedul, Anal Chim Acta,
2017, 981, 24-33). También se han integrado celdas electroquimicas muy sencillas, basadas en
elementos de bajo coste y producidos en masa (como alfileres de acero inoxidable), en tubos de
microcentrifuga para la determinacion de biomarcadores de ictus (A. Gonzalez-Lépez, E. Costa-
Rama, C. G.-C. Fernandez, L. Benavente-Fernandez, S. Calleja-Puerta, B. Fernandez-Garcia,
R. Pereiro and M. T. Fernandez-Abedul, Proceedings 2020, Vol. 60, Page 10, 2020, 60, 10).

Sin embargo, estas estrategias son complejas en cuanto a fabricacién o manipulacién, o estan
disefiadas para un objetivo muy especifico, lo que dificulta su uso generalizado. Por lo tanto,
todavia existe la necesidad de un dispositivo sencillo y econémico que resuelva los problemas

mencionados de las metodologias anteriores.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se basa en la incorporacion de una tarjeta con electrodos, plana y flexible
sobre un tubo con un extremo abierto destinado a albergar el material a analizar, preferiblemente
un tubo de microcentrifuga, creando un dispositivo adecuado para la deteccion electroquimica.
El dispositivo de la invencién comprende el mencionado tubo, la tarjeta con electrodos, por
ejemplo, SPEs, un adaptador dotado de una abertura y un elemento adhesivo dotado de un
orificio que se coloca entre la tarjeta y el adaptador y une los mismos. De este modo, el conjunto
de la tarjeta con electrodos, el elemento adhesivo y el adaptador funcionan como un tapén para
el tubo permitiendo el cierre de este. A su vez, este tapdn sirve como soporte para el analisis del
contenido del tubo, una vez invertida la posicidén del tubo. Asi, el contenido del tubo entra en
contacto con los electrodos de la tarjeta y se puede analizar el material contenido en el tubo
mediante el uso de un equipo de medida, tal como un potenciostato, bien de meseta o portatil, al

que se puedan conectar los electrodos.

El conjunto de la tarjeta con electrodos, el adhesivo y el adaptador permite que cualquier
reaccion que se lleve a cabo en un tubo con un extremo abierto, susceptible de deteccion
electroquimica, sea detectada de manera sencilla y asequible. Dado que la reaccion y la
deteccién tienen lugar en el mismo recipiente, se evita la transferencia de muestras a otro

recipiente y, con ello, la contaminacion causada por esta transferencia.

El dispositivo de la invencion tiene dos elementos principales, uno es el tubo donde se lleva a
cabo la reaccion, particularmente un tubo de microcentrifuga, y el otro es la tapa que actua como
elemento de deteccion. De acuerdo con esta configuracion, la reaccion, que debe ocurrir antes
del analisis, se produciria lejos de la tarjeta que funciona como una celda electroquimica, en el
tubo, en un ambiente hermético, con poca o ninguna pérdida de volumen. Una vez completada
la reaccidn, la disolucion resultante se pondria en contacto con los electrodos de la tarjeta por un
simple giro del dispositivo, sin requerir ninguna manipulacion adicional. Esta configuracién del
dispositivo permitiria la integracion de reaccion y deteccion, sin pasos de transferencia de liquido
que necesitarian material adicional (por ejemplo, micropipetas, puntas...), por lo que se
ahorrarian tiempo y costes y aumentaria la precision de la metodologia al evitar la operacion
humana. Tampoco es necesario el uso de bombas para la introduccion de la muestra en camaras

microfluidicas para la reaccién y posterior deteccion.

Ademas, al utilizar el mismo recipiente, no es necesario abrir el tubo para la deteccion, y los

amplicones (trozos de ADN, acido desoxirribonucleico, o ARN, &cido ribonucleico, que son fuente
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y/o producto de eventos de amplificacion o replicacion) permanecen confinados dentro del tubo
evitando la contaminacion biolégica. Dado que el dispositivo de la invencion se utiliza en
metodologias que implican reacciones con material biolégico que son muy sensibles, como la

LAMP, la configuracion del dispositivo de la invencién puede suponer una gran ventaja.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcidon que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor
comprension de las caracteristicas de la invencion, de acuerdo con un ejemplo preferente de
realizacion practica de la misma, se acompafia como parte integrante de dicha descripcién, un

juego de dibujos en donde, con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1.- Muestra una vista esquematica de una secuencia de un procedimiento para una

determinacién electroquimica utilizando el dispositivo de la invencién.

Figura 2.- Muestra una vista de algunas de las piezas que componen el dispositivo.

Figura 3.- Muestra un grafico que presenta los analisis de muestras para RT (Reverse
transcription, transcripcién inversa, que es una etapa previa necesaria para convertir el ARN del
SARS-CoV-2 en ADN para la posterior amplificacion)-LAMP- ED (Electrochemical detection,
deteccion electroquimica. Las muestras se clasifican bajo un nimero de muestra (1 a 4) y sus
resultados de RT-qPCR de SARS-CoV-2 se indican en cuadros grises discontinuos. La primera
linea horizontal discontinua indica el nivel de corte, distinguiendo entre muestras negativas y
positivas. La segunda linea discontinua indica el limite superior del rango ensayado con la
metodologia aqui propuesta. Las diluciones de las muestras 3 y 4, indicadas en la grafica como
1:5, 1:50 y 1:100, se muestran debajo del resultado obtenido sin diluir. Las barras de error en
todos los casos representan la desviacién estandar de la media obtenida para 3 réplicas segun

el ejemplo 1.

Figura 4A.- Muestra una vista en seccion lateral del conjunto de la tarjeta, el adaptador y el

elemento adhesivo en la condicidn de utilizar un tubo de 1,5 mL como contenedor.

Figura 4B.- Muestra las vistas superiores del elemento adhesivo, el adaptador y la vista inferior

del adaptador respectivamente.
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Figura 5A.- Muestra una vista en seccion lateral del conjunto de la tarjeta, el adaptador y el
elemento adhesivo en la condicién de utilizar un tubo de 1,5 mL de fondo plano como

contenedor.

Figura 5B.- Muestra las vistas superiores del elemento adhesivo, el adaptador y la vista inferior

del adaptador respectivamente.

Figura 6A.- Muestra una vista en seccion lateral del conjunto de la tarjeta, el adaptador y el
elemento adhesivo en la condicién de utilizar un tubo de 1,5 mL con tapén de rosca como

contenedor.

Figura 6B.- Muestra las vistas superiores del elemento adhesivo, el adaptador y la vista inferior

del adaptador respectivamente.

Figura 7A.- Muestra una vista en seccion lateral del conjunto de la tarjeta, el adaptador y el

elemento adhesivo en la condicién de uso de electrodo de trabajo dual en la tarjeta.

Figura 7B.- Muestra las vistas superiores del elemento adhesivo, el adaptador y la vista inferior

del adaptador respectivamente.

Figura 8A.- Muestra una vista en seccion lateral del conjunto de la tarjeta, el adaptador y el

elemento adhesivo en la condicion de utilizar 8 contenedores.

Figura 8B.- Muestra las vistas superiores del elemento adhesivo, el adaptador y la vista inferior

del adaptador respectivamente.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

En una realizacion de la presente invencién, tal y como se aprecia en la figura 1, el dispositivo
para deteccion electroquimica integrada comprende al menos un contenedor (1) con un
extremo abierto destinado a contener un material a analizar y al menos una tarjeta (4) con
electrodos para deteccion electroquimica dotada de al menos dos electrodos, destinada a
sellar cada contenedor (1) y realizar medidas electroquimicas, un adaptador (2) dotado de al
menos una abertura (5) de forma y dimensién adecuada para insertar y ajustar
herméticamente el extremo abierto de cada contenedor (1), al menos un elemento adhesivo

(3) dotado de un orificio (6) similar en forma y de igual o mayor dimensién a la de la abertura
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(5) que se coloca entre la tarjeta (4) y el adaptador (2) uniendo ambos, de tal modo que el
material del contenedor (1) pueda llegar a los electrodos de la tarjeta (4) a través de las

aberturas (5) , y el orificio (6) en una posicion invertida del contenedor(1).

El tamafo del contenedor (1) y la abertura (5) del adaptador (2) varia segun la reaccion y el
volumen de la reaccién. En la posicién invertida del contenedor (1), la solucién del contenedor
(1) debe cubrir toda la superficie de la tarjeta (4) correspondiente a la abertura (5) del
adaptador (2) para asi asegurar el contacto con los electrodos de la tarjeta (4). La tarjeta (4),
que puede ser de diferentes materiales (poliméricos, ceramicos, etc.), es preferiblemente
plana y flexible y sirve para la deteccion electroquimica. La tarjeta (4) tiene unos electrodos
que pueden ser serigrafiados o pueden haberse integrado por otra tecnologia (p. e€j.
fotolitografia). La tarjeta (4) tiene al menos dos electrodos, uno de trabajo y el otro de
referencia. En caso de tres electrodos, pueden ser un electrodo de trabajo, una referencia y
un auxiliar, en el caso de cuatro electrodos puede haber dos electrodos de trabajo, una
referencia y un auxiliar, etc. EI numero de electrodos puede variar segun la técnica y la
metodologia empleada para la deteccion, por ejemplo, se pueden utilizar dos/tres electrodos
para medir impedancias y también dos/tres o0 mas electrodos para medir intensidad de

corriente.

El adaptador (2) puede presentar varias aberturas (5) y una configuracién alargada en el que
las aberturas (5) se encuentran agrupadas para insertar un contenedor (1) para cada abertura
(5). Las aberturas (5) pueden organizarse longitudinalmente, circularmente o en una
geometria diferente. El adaptador (2), que crea un sellado hermético para el contenedor (1),
se puede fabricar mediante impresién 3D u otro método, de un material plastico, por ejemplo,

poliuretano termoplastico u otro material.

El elemento adhesivo (3) también puede ser una lamina de un material adecuado para unir el
adaptador (2) con la tarjeta (4). Por ejemplo, el elemento adhesivo (3) puede ser una lamina

adhesiva sensible a la presién de doble cara.

El elemento adhesivo (3), el adaptador (2), la tarjeta (4) y el contenedor (1) del dispositivo
pueden tener diferentes dimensiones. En la figura 4B se muestran las vistas superiores del
elemento adhesivo (3), el adaptador (2) y la vista inferior del adaptador (2) respectivamente.
Dichos elementos definidos por un ancho, un alto y un diametro. El elemento adhesivo (3) tiene
una altura de 16 mm y una anchura de 10 mm y un didmetro de 7 mm para el orificio (6) en la

condicion de utilizar un tubo de 1,5 mL como contenedor (1). El adaptador (2) tiene una anchura
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de 20 mm y un diametro exterior de 13,5 mm y un diametro interior de 6 mm para la abertura (5)

en la condicion de utilizar un tubo de 1,5 mL como contenedor (1).

En la figura 8A se muestran las vistas superiores del elemento adhesivo (3), el adaptador (2) y la
vista inferior del adaptador (2), respectivamente. El elemento adhesivo (3) tiene una altura de 16
mm y una anchura de 112 mm y un diametro de 7 mm para el orificio (6) en la condicion de
utilizar 8 contenedores (1). El adaptador (2) tiene una anchura de 112 mm y un diametro exterior
de 7 mm y un diametro interior de 6 mm para cada abertura (5) en la condicion de utilizar un

tubo de 1,5 mL como contenedor (1).

Segun otra realizacion del dispositivo, este comprende unos medios configurados para:

- ahadir una muestra a analizar al contenedor (1) conteniendo al menos una especie de
interés,

- tapar el contenedor (1) herméticamente con el conjunto de la tarjeta (4), el adhesivo (3) y el
adaptador (2),

- invertir el conjunto del contenedor (1), adaptador (2), adhesivo (3) y tarjeta (4), para poner
en contacto el contenido del contenedor (1) con la tarjeta (4),

- realizar una medida para la deteccién y/o cuantificacion de la especie de interés, conectando
la tarjeta (4) a un equipo de medida que controla y/o mide propiedades eléctricas en la

superficie de uno de los electrodos de la tarjeta (4).

En una realizacién aun mas preferida, el dispositivo esta adaptado para permitir la adicion de
forma previa o posterior a la adicion de la muestra, de los reactivos necesarios para que
suceda una reaccion, previa a la deteccion, en caso de que sea necesaria esta reaccion segun

el método de analisis preferido por el usuario.

En otra realizacién ain mas preferida, el dispositivo esta adaptado para afadir unos reactivos
indicadores antes o después de anadir la muestra, en caso de que sea necesaria la presencia

de estos para la deteccion.

Se pueden medir varias propiedades eléctricas con el dispositivo de la invencién, por ejemplo,
intensidad de corriente eléctrica, impedancia, etc. siendo necesario, en algunos casos, afadir
alguna especie adicional al contenedor (1). El equipo de medida puede ser un potenciostato

o cualquier otro dispositivo que realice electroanaliticas conocidas del estado de la técnica.
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Ejemplo 1. Realizacion de reacciones LAMP para la deteccion del SARS-CoV-2

Se describe a continuacion un ejemplo de la caracterizacion del dispositivo objeto de esta
invencién y la aplicacion del mismo para su uso en reacciones LAMP con deteccion

electroquimica de una secuencia especifica de material genético del SARS-CoV-2.

Reactivos

Para la caracterizacion del dispositivo se emplearon los siguientes reactivos: ferrocianuro de
potasio, tabletas de solucion salina tamponada con fosfato (PBS, phosphate buffered saline),
azul de metileno, base Trizma y EDTA. Para la reaccion de amplificacion LAMP se empleé el
kit: WarmStart® Colorimetric LAMP 2x Master Mix (DNA & RNA) (New England Biolabs), un
mix de 6 oligonucledtidos para la secuencia especifica y agua apta para PCR (Invitrogen
UltraPure™ Distilled Water (DNase/RNAse free), Life Technologies), Todos los productos
quimicos empleados fueron de calidad de reactivo analitico. El agua se purificé usando un
sistema Direct-Q® 3 UV Milli-Q (Merck).

Diseno y fabricacion del dispositivo

Asimismo, se empled un adaptador (2) de poliuretano termoplastico impreso en 3D adherido
a la tarjeta (4) de SPE comercial mediante una lamina de adhesivo (3) sensible a la presion
(PSA, Adhesives Research®). Los SPEs utilizados fueron electrodos impresos de pelicula
gruesa (S1PE, MicruX Technologies) con un solo electrodo de trabajo de carbono. También
se puede utilizar un disefio para las tarjetas (4) que contienen dos electrodos de trabajo de
carbono (D2PE, MicruX Technologies). Los contenedores (1) utilizados para el dispositivo
fueron tubos de microcentrifuga de grado PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa,
Polymerase Chain Reaction) sin nucleasas y de baja retencion de 0,2 mL (PCR-02-L-C,
AxygenTM). Para otro tipo de aplicaciones, también se pueden emplear tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL (PCRD-015-500, astiKs) o tubos de microcentrifuga de fondo plano
de 1,5 mL, tubos poliméricos de fondo plano de 1,5 mL (astiKs) y viales de vidrio con tapa de
rosca de 2 mL (SVP2-A02-100, Metria). Asimismo, se puede preparar una tapa 8-multiplex
para la realizacion simultanea de varias reacciones y la posterior deteccion de los productos

de amplificacion.
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Deteccidn electroquimica

Se realizaron unas mediciones electroquimicas de las amplificaciones conectando la tarjeta
(4) a un potenciostato JAUTOLAB TYPE Il (Metrohm), el cual fue controlado por el software
NOVA 2.1.5 (Metrohm), a través de un conector de caja (ED-SPE-BOX, MicruX Technologies).
En caso de que se emplee un disefio multiplexado, se puede utilizar un conector electronico
comun de 60 pines. Las tarjetas (4) con tres electrodos (SPE, 27,5 x 10,1 x 0,35 mm, sustrato
blanco PET de 350 ym de espesor) constan de un electrodo de trabajo (WE) con forma de
circulo de 3 mm de diametro (con un area de 7,1 mm?) y un contraelectrodo (CE) en forma de
gancho, ambos fabricados con tinta de carbono, ademas de un electrodo de referencia (RE)
fabricado con tinta de plata. Ademas, se puede utilizar un disefio de cuatro electrodos. En este
caso, la tarjeta (4) tiene dos ranuras paralelas serigrafiadas con tinta de carbono (1,0 x 2,5
mm, es decir, 2,3 mm? de area) que actian como electrodos de trabajo, un contraelectrodo
de carbono en forma de gancho, que rodea estos 2 WEs y el electrodo de referencia,
serigrafiado con tinta de plata, formando una ranura perpendicular a ambos WEs. Para realizar
las medidas electroquimicas se utilizé el tubo de microcentrifuga y se cerré con la combinacion
de la tarjeta (2), el adaptador (2) y el adhesivo (3). A continuacion, se invirtid el dispositivo
depositando todo el volumen de la reaccion sobre los electrodos de la tarjeta (4). Las medidas

se registran a temperatura ambiente y se utiliza un dispositivo para cada medicion.

Toma de muestra

Se tomaron muestras nasofaringeas (NP) utilizando hisopos de Nylon flocados (SWO1E,
Biocomma Ltd.) en un hospital. Los hisopos NP se depositaron en tubos que contenian 500
Ml de disolucion reguladora Tris-EDTA 10 mM (TE, pH 8,0). Las muestras fueron inactivadas

por calor (95 °C durante 5 min) antes de su transporte fuera de las instalaciones hospitalarias.

Disefno y caracterizacién electroquimica del dispositivo

Para evaluar el dispositivo, se depositaron en el tubo 50 uL de una disoluciéon de ferrocianuro
de potasio 5 mM en PBS y se tap¢ el tubo con la tarjeta (4) que esta unida al adaptador (2) a
través de una lamina de adhesivo (3). Si se produce una reaccion, el tubo se mantiene en esta
posicion. En este caso, en el que se pretende la caracterizacion, no hay ninguna reaccion, por
lo que el dispositivo se invierte, como se muestra en los esquemas de la figura 1 para el
registro de la medida electroquimica, observandose la oxidacion del ferrocianuro y la

correspondiente reduccion del ferricianuro generado. Se observaron los procesos redox
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empleando volumenes de 50, 100 y 200 pL. Al realizar estas medidas se observo que el tubo
(1) contactaba convenientemente con los electrodos de trabajo, referencia y contraelectrodo

ubicados en la tarjeta (4).

Para la realizacion de reacciones de tipo LAMP, el tubo que contiene la mezcla master mix
(una mezcla que contiene precursores y enzimas utilizadas como ingrediente en reacciones
de amplificacion) y al que se anade el estandar o la muestra con material genético, se cierra
con una tapa electroquimica, que es el conjunto de la tarjeta (4), el adaptador (2) y el adhesivo
(3), creando un sellado hermético. A continuacion, el tubo se invierte y luego se usa la tarjeta

(4) para la deteccién, ya que el contenido del tubo fluye hacia la tarjeta (4) sin fugas.

Los equipos y condiciones necesarios para cada operacion (reaccién o deteccién) son
compatibles entre si. Para este ejemplo de reacciones de amplificacion LAMP, la mezcla de
reaccion se mantiene a 65 °C durante 30 min. Dado que se realiza un procedimiento
isotérmico, no requiere termociclador, y el calor puede ser proporcionado por un calentador o
una estufa de laboratorio. Por otro lado, el dispositivo presenta un sellado hermético ya que
después de mantenerlo en el horno en condiciones de reaccién no se aprecié evaporacion.
En cuanto al equipo necesario para las medidas electroquimicas, se puede conectar
facilmente un potenciostato, ya sea directamente o a través de una interfaz, dependiendo del

tipo de potenciostato que se emplee, bien portatil o de meseta, respectivamente.

Deteccion del SARS-CoV-2

Segun los resultados anteriores, se evalud el uso del dispositivo para la deteccion de
reacciones LAMP. Esta determinacion se basa en el comportamiento dependiente del pH del
rojo de fenol (phenol red, PR), un indicador visual comun en reacciones LAMP. El rojo de fenol
ya esta incluido en la master mix y cambia de rojo a amarillo (pKa=7,9, disoluciones tampén
Britton-Robinson 0,1 M). Este indicador electroactivo presenta un proceso andédico irreversible
con un potencial de pico que cambia con el pH. A medida que avanza la amplificacién, se
liberan protones y se produce una disminucién del pH. Por tanto, la diferencia entre los
potenciales final e inicial (AE,) es una sefial analitica adecuada que puede correlacionarse

con el numero inicial de copias de acido nucleico.

Para evaluar la sefial obtenida con el dispositivo, se representd el potencial de pico (Ep) del
proceso de oxidacion del PR, obtenido para diferentes valores de pH. Se puede observar la

variacién en este parametro, de forma que los valores de pH mas bajos muestran un E, mas
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alto. El dispositivo responde como se esperaba en el rango de pH de las reacciones LAMP
que utilizan este indicador colorimétrico, y a la vez electroactivo (rojo de fenol). Después de
incluir la master mix y la muestra, la reaccion y deteccion se llevaron a cabo sin necesidad de
transferir el contenido desde el tubo a una celda electroquimica que es una tarjeta con

electrodos independiente para su deteccion.

Después de evaluar el dispositivo y observar el desplazamiento del proceso de oxidacién del
rojo de fenol basado en el cambio de pH, se utilizd para la cuantificacién del producto de
reacciones de amplificacion LAMP. Para ello, se realiz6 un conjunto de reacciones LAMP
utilizando cebadores del SARS-CoV-2 para un segmento del gen N y estandar de ARN del
SARS-CoV-2. En primer lugar, la disolucién de muestra (o estandar) se agrego al tubo que
contiene la mezcla de reaccion. El tubo se cerré usando la tarjeta (4) pegada al adaptador (2)
y la reaccion se realizd en un calentador a 65 °C. Después de 30 minutos, la reacciéon se
completd y los resultados se observaron visualmente (los negativos con color rosa y los

positivos con color amarillo)

Como el tubo esta completamente cerrado y no es necesario abrirlo una vez que la reaccién
termina, tampoco es necesaria la adicion de uracil-ADN glicosilasa (UDG). La UDG es una
enzima que se utiliza normalmente en aquellos ensayos en los que se manipulan los productos
de reaccion, ya que puede provocar contaminacién por arrastre. Sin embargo, dado que la
configuracion del dispositivo evita contaminaciones, no es necesario adicionar esta enzima.
Para una determinacion electroquimica, se invierte el tubo para que el contenido fluya hacia
la tarjeta y luego de conectar el potenciostato, se registra un voltamograma de barrido lineal
(LSV), midiendo el potencial del pico anddico del rojo de fenol. A medida que avanza la
reaccion LAMP, se liberan protones y aniones pirofosfato, disminuyendo el pH de la reaccion.
Las reacciones con un numero de copias inicial mas alto conducirian a una mayor caida del
pH vy, por lo tanto, a un cambio mayor en el potencial de pico anddico, que se evalud para

diferentes concentraciones iniciales de ARN del SARS-CoV-2.

Para validar este método, se recolectaron y analizaron 4 muestras de exudado nasofaringeo
(NP) utilizando esta metodologia. Las muestras se analizaron inicialmente sin diluir. En la
figura 3 se puede ver que las muestras negativas de RT-qPCR mostraron un AE, por debajo
del limite de deteccién, y las muestras positivas de RT-qPCR presentaron un AE, mas alla del

rango lineal.
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Para comprobar la linealidad del método y cuantificar las muestras positivas, se realizaron
diluciones seriadas de dichas muestras (1:5, 1:50 y 1:100) y luego se analizaron mediante
RT-LAMP-ED con el dispositivo (Figura 3, conjunto de datos en la parte indicada como
“positivo”). Los productos de amplificacion mostraron una concentracion de 2,9-10% y 4,6-10°
copias-uL™" para las muestras 3 y 4, correlacionandose con sus valores de PCR (Ct, ciclo
umbral o threshold cycle de 28 y 18, respectivamente). La representacion de los valores de
variacion en potencial de pico para las diluciones de las muestras 3 y 4 frente a la dilucién
mostré una relacion lineal con un coeficiente de determinacién de 0,992 y 0,9991,
respectivamente, con pendientes muy cercanas a la de la curva de calibrado realizada con

estandares de ARN, lo que indica que los efectos de la matriz son insignificantes.

Conclusiones

El dispositivo presenta un comportamiento robusto y preciso en una amplia gama de
volumenes, en el rango de los microlitros, con una desviacion estandar relativa de la senal
analitica por debajo del 4 % para volumenes que abarcan desde 50 hasta 200 uL. El
dispositivo fue validado con muestras clinicas y mostré una coincidencia del 100% con los

resultados de RT-qPCR, en base a los resultados del Ct.

Adaptaciones del dispositivo

El dispositivo de la invencion es una plataforma versatil para cualquier propodsito
(bio)electroanalitico que pueda llevarse a cabo en un tubo de microcentrifuga. El dispositivo
se puede utilizar para multiples aplicaciones introduciendo variaciones, no sélo en términos
de volumen, sino también de material, forma, etc., teniendo en cuenta cuestiones como la
compatibilidad del material, la posible agitacién de la reaccién o la monitorizacién en continuo,
asi como la posibilidad de realizar analisis multiplexados. Se han disefiado otros modelos para

ampliar las posibilidades del dispositivo.

La primera adaptacion del disefio ha considerado la posibilidad de utilizar diferentes
volumenes de reaccion y, por tanto, de los tubos de microcentrifuga. El tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL se encuentra entre los materiales consumibles mas utilizados en
muchos laboratorios. Ademas, también podria extrapolarse a otros recipientes de liquidos,
como tubos de fondo plano, viales de vidrio con tapa de rosca. Esto proporciona una
plataforma para recipientes basados en diferentes materiales (por ejemplo, polimeros o vidrio)

y fondos, cénico o plano, permitiendo este ultimo la agitacion magnética cuando se incluyen
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imanes pequenos. En el caso del vial de vidrio, el adaptador (2) se ha modificado para
convertirlo en un tapén de rosca, allanando el camino para la adaptacién a cualquier otro
envase con tapén de rosca. Igualmente podria disefiarse para recipientes con seccién
diferente a la circular (p. ej. para prismas cuadrangulares como son algunas cubetas de

espectrofotometria VIS-UV).

Respecto a la tarjeta (4), el dispositivo de la invencién puede integrar tarjetas que contengan
no sélo diferentes materiales de electrodo (oro, platino, carbono modificado, etc.), sino
diferente nimero de electrodos o disefios. Por ejemplo, el empleo de dos electrodos de trabajo
para diferentes bioaplicaciones, como puede ser la deteccion simultanea de diferentes
analitos realizando diferentes modificaciones en cada electrodo de trabajo. También puede
emplearse para aumentar la precisién de las medidas, obteniendo dos medidas para la misma

disolucion. Para ello, se incorporé una tarjeta (4) con dos electrodos de trabajo.

En el campo del andlisis multiplexado también se ha disefiado una tapa consistente en una
plataforma para 8 contenedores (1). Podria acoplarse a un potenciostato de 8 canales 0o a 8
potenciostatos de tipo USB, proporcionando medidas simultaneas en un solo movimiento, con
una unica inversién de la plataforma. Las tarjetas (4) de 8 canales se han utilizado
ampliamente para aplicaciones bioanaliticas, donde, con una sola plataforma, se pueden
analizar varias muestras para la determinacién de un unico analito. Alternativamente, se
pueden medir varias réplicas de una muestra para evaluar la precision. Ademas, también se
pueden analizar varios analitos en una unica muestra o realizar curvas de calibrado en un solo
lote. Esto se ha aplicado en varios campos, como el analisis de exosomas, la deteccion de
mutaciones puntuales en el ADN o la determinacion de puntos cuanticos, entre otros. Ademas,
este diseno se puede ampliar, generando un dispositivo que contenga cualquier cantidad de
contenedores (1) multiplo de 8. Gracias a la flexibilidad de su material, se puede doblar un
extremo de la tarjeta (4) donde estan situadas las conexiones de los electrodos al
potenciostato, para obtener plataformas completamente funcionales. Con eso, las filas de 8
contenedores (1) se pueden conectar facilmente al potenciostato a través de conectores de

clavijas comunes para opciones de multiplexacion.

Ademas, el dispositivo también permite cualquier modificacion de la tarjeta (4) o de los
contenedores. La tarjeta puede ser de material polimérico, ceramico u otro y los electrodos
pueden tener diferentes dimensiones o haber sido obtenidos con diferentes medios de
fabricacion (por ejemplo, tecnologia thin film en vez de la thick film de los electrodos

serigrafiados). Por ejemplo, pueden incluir nanomateriales o elementos de
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(bio)reconocimiento, para crear nuevas plataformas integradas para bioanalisis. El dispositivo
se puede usar para las aplicaciones a diversos tipos de (bio)ensayos, como amplificaciones de
ADN, inmunoensayos, ensayos enzimaticos, o sintesis donde productos y/o intermediarios sean

electroactivos, entre otros.
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REIVINDICACIONES

1.- Dispositivo para deteccion electroquimica caracterizado por que comprende:

- al menos un contenedor (1) con un extremo abierto destinado a contener un material a analizar,
- al menos una tarjeta (4) con electrodos para deteccion electroquimica dotada de al menos
dos electrodos, en los que al menos uno de ellos es un electrodo de trabajo, destinada a sellar
cada contenedor (1) y realizar medidas electroquimicas,

- un adaptador (2) dotado de al menos una abertura (5) de forma y dimension adecuada para
insertar y ajustar herméticamente el extremo abierto de cada contenedor (1),

- al menos un elemento adhesivo (3) dotado de un orificio (6) similar en forma y de igual o
mayor dimensién a la de la abertura (5) colocado entre la tarjeta (4) y el adaptador (2) uniendo
ambos, de tal modo que el material del contenedor (1) pueda llegar a los electrodos de la

tarjeta (4) a través de la abertura (5) y el orificio (6) en una posicién invertida del contenedor

(1).
2. El dispositivo de la reivindicacion 1, caracterizado por que el adaptador (2) presenta varias

aberturas (5) y una configuracion alargada en el que las aberturas (5) se encuentran

agrupadas para insertar un contenedor (1) por abertura (5).
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