20167151167 A1 |11 1000 0 OO OO

<

W

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(19) Organizaciéon Mundial de la
Propiedad Intelectual
Oficina internacional

1 i Publicacién Int ional
(43) Fecha de publicacién internacional % (10) Nimero de Publicacifn Internaciona
29 de septiembre de 2016 WIPO I PCT WO 2016/151167 Al
(29.09.2016)
(51) Clasificacién Internacional de Patentes: s/m, 46022 Valencia (ES). MORAIS EZQUERRO, Sergi
GOIN 33/543 (2006.01) GOIN 33/00 (2006.01) Beiiat; Centro de Transterencia de Tecnologia, Camino de

(21) Numero de la solicitud internacional: Vera s/n, 46022 Valencia (ES).
PCT/ES2016/070174 (74) Mandatario: CUETO PRIEDE, Sénida; C/ Los

(22) Fecha de presentacién internacional: Madrofios 23, 28891 Velilla de San Antonio, Madrid (ES).

16 de marzo de 2016 (16.03.2016) (81) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible): AE,

(25) Idioma de presentacion: espaiol AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BIL BN,
(26) Idioma de publicacion: espafiol BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ,
. L. DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE,
(30) Datos relativos a la prlorldad: GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JP, KE,
(71) Solicitante: UNIVERSITAT POLITECNICA DE MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG,
VALENCIA [ES/ES]; Centro de Transferencia de NI, NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS,
Tecnologia, Camino de Vera s/n, 46022 Valencia (ES). RU, RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, 8V, 8Y,
o TH, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,

(72) Inventores: MAQUIEIRA CATALA, Angel; Centro de ZA, ZM, ZW.

Transferencia de Tecnologia, Camino de Vera s/n, 46022 . o
Valencia (ES). TORTAJADA GENARO, Luis Antonio; (84) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,

Centro de Transferencia de Tecnologia, Camino de Vera para toda clase de proteccion regional admisible):
s/n, 46022 Valencia (ES). SANTIAGO FELIPE, Sara; ARIPO (BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW,
SD, SL, ST, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ,

Centro de Transferencia de Tecnologia, Camino de Vera
BY, KG, KZ, RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE, BG,

[Contintia en la pagina siguiente]

(54) Title: BUILT-IN DEVICE FOR MONITORING REACTIONS, BASED ON MICROREACTORS IN OPTICAL DISKS

(54) Titulo : DISPOSITIVO INTEGRADO PARA EL SEGUIMIENTO DE REACCIONES BASADO EN MICROREACTORES
EN DISCO OPTICO

Fig 1.

(57) Abstract: The invention relates to a built-in device for monitoring reactions, comprising: a rotating optical disk comprising
non-through microwells perforated therein; and an optical system for detecting a signal indicating the disappearance of reagents
and/or the formation of products in said microwells. The invention also relates to a method for monitoring reactions using said
device.

(57) Resumen: La presente invencion se refiere a un dispositivo integrado para el seguimiento de reacciones que comprende -un
disco dptico rotatorio que dispone de micropocillos no pasantes perforados en él, y un -sistema 6ptico de deteccion de una sefial
indicativa de la desaparicién de reactivos y/o de la formacion de productos en dichos micropocillos, asi como a un procedimiento
para el seguimiento de reacciones mediante el uso de dicho dispositivo.



WO 2016/151167 A1 AT 00N 00 T AN A

CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, Publicada:
IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT,
RO, RS, SE, SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG,
CI, CM, GA, GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, — con la parte de lista de secuencias de la descripcion
TG). (Regla 5.2(a))

—  con informe de busqueda internacional (Art. 21(3))



10

15

20

25

30

WO 2016/151167 PCT/ES2016/070174

DISPOSITIVO INTEGRADO PARA EL SEGUIMIENTO DE REACCIONES BASADO
EN MICRORREACTORES EN DISCO OPTICO

Campo de la invencién

La presente invencion se engloba en la tecnologia de analisis quimico y bioquimico,
mas concretamente relativa a la monitorizacion de reacciones que pueden ser

procesos quimicos, bioquimicos o biolégicos, con fines cualitativos o cuantitativos.

Antecedentes de la invencion

El potencial de las herramientas instrumentales en areas como el control de la
seguridad alimentaria, la monitorizacién de medioambiente y el diagnédstico clinico esta
altamente reconocido. Muchos métodos se basan en el seguimiento de una reaccion
con el tiempo e interpretacion de las curvas cinéticas registradas. Se han desarrollado
diferentes plataformas instrumentales capaces de llevar a cabo estos ensayos de

forma parcial o totalmente automatizada.

Ejemplos destacados son los métodos cuantitativos basados en la amplificacién via
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y deteccion fluorescente, que son
conocidos como PCR cuantitativa (QPCR) o PCR a tiempo real (RT-PCR). Se basan
en el estudio cinético del numero de copias existentes a lo largo del proceso de
amplificaciéon. También destacan los ensayos basados en la medicion de la actividad
enzimatica para establecer la concentracion de un analito presente en la muestra. En
estos ensayos, se miden las diferencias en los perfiles de respuesta con el tiempo
ocasionados por la presencia de compuestos que actuan como inhibidores o
activadores de una reaccion quimica o bioquimica. Asimismo, existen métodos que
monitorizan en el tiempo procesos biolégicos como el crecimiento de células en

medios de cultivo.

Se han descrito diferentes tecnologias capaces de registrar los cambios de las
propiedades 6pticas de la mezcla a medida que progresa la reaccién, lo que permite
conocer la cinética y el grado de progreso del proceso en tiempo real. En esta
categoria se incluyen instrumentos como los espectrofotometros, fluorimetros,
turbidimetros, entre otros, o instrumentos que incorporan un sistema de deteccion
basado en la medida de propiedades 6pticas como los termocicladores empleados en

gPCR. Sin embargo, el coste de adquisicibn y mantenimiento, tamafo, peso y
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consumo eléctrico de estos equipos hace que sean adquiridos principalmente por
laboratorios centrales bien dotados. Existe, por lo tanto, una gran demanda de nuevas
soluciones tecnolégicas que eviten dichas limitaciones y amplien la utilidad de las
herramientas basadas en monitorizacion de la desaparicion de reactivos y/o la
formacion de productos. Una aproximacion es el uso de un disco éptico, tal como un
disco compacto (CD de ahora en adelante), un digital versatile disc (DVD), o un Blu-
Ray disc (BD) como plataforma de analisis y el uso de lectores de discos opticos como

detectores.

Los articulos S. Morais, J. Carrascosa, D. Mira, R. Puchades, y A. Maquieira
“‘Microimmunoanalysis on standard compact discs to determine low abundant
compounds” Anal. Chem. 2007, 79, 7628-7635; y S. Morais, J. Carrascosa, J. Tamarit-
Lopez, D. Mira, R. Puchades, y A. Maquieira; “Analytical prospect of compact disk
technology in immunosensing”, Anal. Bioanal. Chemistry, 391:2837:2844, describen
inmunoensayos realizados en la superficie plana del disco en un formato de
micromatrices, generando un producto sdélido final que es registrado por un lector de
discos. Mientras, en la presente invencion se realizan las reacciones en micropocillos
ubicados en el sustrato de un disco éptico, lo que permite el continuo seguimiento de

las reacciones en disolucion por un lector de discos.

En la patente US5892577A se describe el uso de un disco transparente y un lector de
discos Opticos para la deteccién de muestras biologicas, bioquimicas y quimicas
adheridas a la superficie plana del disco. Mientras que en la presente invencion se
propone el estudio cinético de reacciones quimicas o bioquimicas que tienen lugar en

el interior de los micropocillos ubicados en el disco éptico.

En el area de acidos nucleicos por ejemplo, se conocen métodos en los que un ensayo
de hibridacion se realiza en la superficie de un disco semitransparente donde estan
ancladas las sondas. La deteccion del producto hibridado final tiene lugar mediante
precipitacién obtenida por reaccién de un marcador de oro y una disolucién de sales
de plata, por ejemplo en el trabajo de Alexandre y cols. (Biotechniques. 2002,
33(2):435-439), se describe un ensayo de hibridacién de fragmentos de ADN, los
cuales son previamente amplificados por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) fuera del disco compacto. En la presente invencién, para el caso de
los acidos nucleicos, no existe un proceso de hibridacion del producto de ampilificacién,
sino una reaccion de amplificacion isoterma de los acidos nucleicos. Dicha reaccion
tiene lugar en el interior de los micropocillos de un disco éptico, ademas la medida es

a tiempo real, es decir, que tanto la amplificacidén como la deteccién tienen lugar en la
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misma plataforma de analisis y de manera sincronica, mediante el escaneo continuo

del disco optico.

Otros métodos y dispositivos de analisis, como el método descrito en W09935499
(Method comprising capture molecule fixed on disc surface) se refiere a la deteccién
y/o método de cuantificacion de una molécula diana mediante su uniéon con una
molécula de captura fijada en la superficie de un disco. Se propone la posibilidad de
realizar la amplificacién del ADN mediante PCR en fase sélida sobre el soporte plano
(bidimensional). Asi la reaccion da lugar a productos de amplificacién directamente
anclados a la superficie del disco, sin tener que llevar a cabo la fase de hibridacion.
Sin embargo, segun la presente invenciéon la amplificacion del ADN se realiza a
temperatura constante en un micropocillo (tridimensionales) y se monitoriza la reaccion

a tiempo real, lo que permite su cuantificacién.

En el documento EP1324042 (Detection and/or quantification method of a target
molecule by a binding with a capture molecule fixed on the surface of a disc) se
propone un método para la deteccion y/o la cuantificacidn de una molécula diana
mediante su unién con una molécula de captura fijada en el lado de un disco, mientras
que en el lado opuesto se almacenan los datos registrados. En la reivindicacién 1, se
describen diferentes camaras colocadas en serie para llevar a cabo etapas de
extraccién, amplificacién e hibridacién de acidos nucleicos. Como en el documento
anterior, se hace referencia a la posibilidad de realizar amplificacién en fase sélida. Sin
embargo, no se menciona la posibilidad de realizar la amplificacién a tiempo real y en

disoluciéon como se describe en la presente invencién.

El articulo “Detection of food-borne pathogens with DNA arrays on disk”; Talanta 2012,
101: 405-412, propone el empleo de DVDs como plataforma bioanalitica, mientras que
en “High density MicroArrays on Blu-ray discs for massive screening” Biosens.
Bioelecton. 2014, 51: 109-114, se propone el empleo de discos tipo Blu-ray. En ellos
se determinan acidos nucleicos mediante métodos basados en la amplificacion fuera
del disco y posterior ensayo de hibridaciéon en la superficie del mismo (bidimensional).
La deteccion se efectua a partir de la formacidén de un precipitado relacionado con la

extension de la reaccién de hibridacién sonda-diana y posterior medida a tiempo final.

Las solicitudes de patente WO 2006121266, W02007073107 y W02006118420
divulgan un dispositivo microfluidico. Es decir, un sistema de camaras y valvulas para
el control del movimiento de fluidos a baja escala. Dicho dispositivo es un sistema
centrifugo pero no un disco de audio-video. El sistema funciona secuencialmente, de

modo que primero tiene lugar la amplificacion y posteriormente la hibridacién, tal como
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se describe en las reivindicaciones del documento W02006121266, o en el documento
WO02006118420. La amplificacion por PCR, la hibridaciéon y la deteccion enzimética
tienen lugar en camaras diferentes y el paso de una a otra se controla mediante un
sistema de valvulas, bombeo y centrifugacion. La presente invencion difiere en que la
amplificacién y la deteccion tienen lugar de manera simultanea y en el mismo
micropocillo, sin necesidad de reacciones enzimaticas de deteccidén ni de estructuras
microfluidicas. Ademas, en la presente invencién la amplificacion-deteccién opera a
tiempo real, es decir se obtiene informacion durante el proceso (datos cinéticos) y no

al final como ocurre en las citadas publicaciones.

Respecto a los procesos de control de la temperatura, las tres solicitudes
internacionales mencionadas se basan en una amplificacidn mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa PCR por termociclado donde la temperatura oscila de forma
repetitiva. La presente invencién se basa en un dispositivo con micropocillos que
difiere de un dispositivo microfluidico. Ademas, cuando se trabaja con acidos nucleicos
la amplificacion es isoterma de modo que la temperatura se mantiene constante a lo

largo del proceso y la deteccidn es a tiempo real.

A la vista del estado de la técnica se observa que por un lado, sigue existiendo la
necesidad de disponer de dispositivos y métodos de analisis quimicos y bioquimicos
mas eficaes, que permitan la deteccion de la senal resultante del ensayo en tiempo
real, ademas de efectuar un seguimiento continuo del ensayo para poder tomar

decisiones basadas en dicha sefal de modo inmediato.

El dispositivo de la invencidn permite seguir el analisis dando informaciéon sobre la
cinetica del ensayo, integrando la propia reaccion y la deteccién, y con el que se ha

conseguido ademas miniaturizar esta tecnologia, haciéndola mucho mas eficaz.

Descripcién de la invencién

Se ha desarrollado un dispositivo integrado para el seguimiento de reacciones basado
en el sensado mediante la tecnologia de disco éptico que integra el desarrollo de la
reaccion y la deteccidén en un unico dispositivo, que a su vez puede estar integrado en
una plataforma analitica. Para ello, se ha disefiado, desarrollado y puesto a punto la
metodologia de ensayo y los componentes que constituyen el sistema analizador /

detector.
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Asi, la presente invencion se refiere en primer lugar a un dispositivo integrado para el
seguimiento de reacciones, que pueden ser procesos quimicos, bioquimicos o

biolégicos, que comprende:

- un disco optico rotatorio que dispone de micropocillos no pasantes perforados

enél, yun

- sistema Optico de deteccion de una seial indicativa de la desaparicién de

reactivos y/o de la formacion de productos en dichos micropocillos.

Dichas reacciones pueden ser la expresién de un proceso quimico, bioquimico o

biolégico, o formar parte de un proceso de cualquiera de los tres mencionados.
En el dispositivo integrado de la invencién, el disco o6ptico se compone de al menos:

- un disco de audio-video modificado de modo que contiene los micropocillos

integrados en él

- una capa polimérica intermedia de material adhesivo que comprende camaras

coincidentes con los micropocillos, y

- una capa superior protectora de sellado total o parcial del disco.

El disco de audio-video se refiere a todos aquellos discos que pueden actuar como
medio de almacenamiento de datos. En esta categoria, se incluyen discos compactos
CD, tipo digital versatile disc DVD y Blu-Ray disc BD en sus diferentes aproximaciones,

aunque no se excluyen otros tipos de discos basados en las mismas tecnologias.

De modo general, el patron de codificacion de la informacién se basa en los surcos
microscopicos generados sobre la capa inferior del disco. Dichos surcos siguen un
recorrido en espiral continuo que cubre la superficie del disco de audio-video entera,
extendiéndose desde la pista mas interna hasta la mas externa. El disco éptico segun
realizaciones concretas comprende una zona en forma de corona circular préxima al
eje de rotacién que comprende un elemento codificado y una segunda zona en forma
de corona circular de radio mayor que la anterior y que corresponde a una zona de
analisis en la que se encuentran los micropocillos. El acceso a los datos, lectura, se
realiza cuando esta superficie es iluminada con un haz de laser generado por un diodo

laser presente en una unidad lectora/grabadora de discos épticos, la cual hace girar el
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disco a velocidades variables que pueden alcanzar hasta las 2000 rpm. Los surcos en
la superficie modifican el comportamiento del haz de laser reflejado en la capa

metalica del disco de audio-video descodificando la informacién que contienen.

Las capas del disco comercial de audio-video (capa metalica y de policarbonato) estan
ya en el disco de partida y tienen un espesor y composicidon comun a todos los discos

opticos comerciales estandar (ver Figura 1, I, Capas C1y C2).

En la superficie superior - capa superior - del disco 6ptico, se ha vaciado el sustrato
para crear micropocillos. Este disefio permite realizar las reacciones de forma efectiva

sin pérdida de las propiedades opticas y mecanicas del disco.

Los micropocillos tienen dimensiones entre nandmétricas y micrométricas. Ademas,
también pueden tener formas diversas, como circular y poligonal (hexagonal,
pentagonal, ftriangular, rectangular, cuadrangular, hexagonal, etc.). Ademas, los
micropocillos pueden estar posicionados en el disco éptico con configuraciones de

multiples formas, por ejemplo, configuracion radial, circular, con formato de matriz, etc.

El tamario, forma y configuracion de los micropocillos influye en el desarrollo de la
reaccién y condiciona aspectos como: volumen de cada micropocillo, afectando a la
cantidad de reactivos y muestras necesarios; densidad de micropocillos del disco
(numero de pocillos/unidad de area), determinando el numero total de muestras que
son analizadas por disco; registro generado por el lector, en términos de numero de

datos proporcionados por cada micropocillo.

Los micropocillos estan realizados de tal manera que no aborten la lectura del disco
optico. La fabricacién de los micropocillos en el policarbonato del disco 6ptico puede
realizarse empleando instrumentos como taladros de control numérico (con brocas de

diferentes formas y tamanos), cortadoras laser, o similares.

La capa intermedia del disco optico la compone un material polimérico de espesor
variable a conveniencia (entre 0,05 y varios mm), que debe adherirse al ser unido a los
materiales de las capas adyacentes. A modo de ejemplo, puede ser cualquier polimero
adherente convencional o material polimérico combinado con un pegamento o
adhesivo. En los ejemplos de la invencién se ha utilizado un polimero adherente,

comercialmente disponible (material adhesivo de dos caras).

La capa superior protectora del disco éptico es una pelicula polimérica que cubre

totalmente la superficie del disco o bien cubre sélo aquellos micropocillos objeto de
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ensayo, y se compone de al menos un polimero o composite que permita el sellado
efectivo, la esterilizacion, el desarrollo de la reaccién objeto del ensayo y el paso de la

radiacion de lectura.

El sistema éptico de deteccién comprende un equipo de lectura / escritura. El equipo
de lectura puede ser un lector de discos compactos comercial que incorpora un
cabezal laser, un analizador de transmisién y una tarjeta de adquisicién de datos. El
lector es una unidad lectora/grabadora de discos capaz de rotar el disco y que usa un
cabezal laser como parte del proceso de lectura/escritura de los datos codificados en
los discos 6pticos. Dicho cabezal contiene al menos un emisor laser, una lente que
guia el haz de laser y un fotodiodo que detecta la luz reflejada en la superficie del
disco. El analizador de transmisién puede ser un fotodiodo o un sistema similar y se
ubica en linea (180°) con el haz laser, midiendo la intensidad de luz que atraviesa el

disco procedente del cabezal.

Tanto el analizador de transmisidon como la tarjeta de adquisicién de datos pueden ser
comerciales. El principio de lectura se describe en el articulo de Morais et al.
“‘Microimmunoanalysis on standard compact discs to determine low abundant
compounds” Anal. Chem. 2007, 79, 7628-7635. El sistema detector se aprovecha de la
emisiéon de un haz laser desde el cabezal de la unidad lectora para el seguimiento de
la espiral de los surcos microscépicos del disco 6ptico y la medida de la variacion de la
intensidad de luz reflejada. Ademas, el analizador de transmisién detecta la luz laser
transmitida que atraviesa el disco 6ptico y la convierte en una sefal eléctrica analégica.
En la presente invencion, la intensidad del haz laser registrada es aquella reflejada en
el micropocillo (reflexién) o aquella transmitida al atravesar el micropocillo

(transmision).

Todo el equipo de lectura, incluyendo reconocimiento del tipo de disco, giro del disco,
potencia del laser, captura de la sefal, tratamiento de datos y presentacién de
resultados, estd gobernado por un programa informatico. La informacién del
experimento es transferida al motor que desplaza el cabezal éptico, al fotodiodo del
cabezal, al analizador de transmision y al motor de giro del disco. Esto permite el
escaneado de la superficie y registro de la sefial asociada a los micropocillos de forma
puntual, continua o ciclica. Las sefales registradas son analizadas realizandose
actividades como evaluacion de parametros (ej. relacién sefal-ruido), comparacion

con controles, calibracidn e interpolacion de muestras.
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Segun realizaciones particulares, el sistema Optico de deteccion esta dotado de un
medio de termostatacién integrado o auxiliar. En su aproximaciéon mas simple puede
ser un sistema calefactor/refrigerador por aire incorporado en el lector. Esta
compuesto por una resistencia generadora de calor a partir de energia eléctrica, un
ventilador que disipa el aire caliente y un termostato que mantiene la temperatura
constante durante el transcurso de la reaccidn y la lectura. También puede emplearse
una camara de control de temperatura o estufa donde se introduce el lector, o
alternativamente se puede trabajar utilizando una lampara infrarroja que ilumina el

disco.

Con el dispositivo de la invencion se pueden realizar ensayos en los que la reaccion
generadora de la sefal que se detecta tiene lugar en disolucién, aunque también

puede tener lugar una reaccién heterogenea que origine un producto sélido.

El dispositivo de la invencidn permite realizar un seguimiento en tiempo real de
procesos quimicos, bioquimicos o bioldgicos, al poder tener informacidn continuada de
dicho proceso gracias a la deteccion permanente del progreso del mismo, en el
momento justo en que se esta produciendo la reaccidn que genera la sefal detectada

por el lector de discos.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento para el seguimiento de
reacciones o realizar estudios cinéticos, o lo que es lo mismo, para el seguimiento de

procesos quimicos, bioquimicos o biolégicos, usando el dispositivo descrito.

El procedimiento de la invencion para realizar estudios cinéticos de reacciones,

usando el dispositivo descrito, comprende al menos:

- dispensar muestras y reactivos en micropocillos perforados en un disco 6ptico

rotatorio,

- monitorizar en tiempo real una sefial indicativa del progreso del proceso, procedente
de la desaparicion de reactivos y/o de la formacidon de productos en dichos

micropocillos, mientras dicho disco éptico gira.

Las reacciones pueden consistir en, o formar parte de procesos quimicos, bioquimicos
0 biologicos de todo tipo, tales como por ejemplo: andlisis de acidos nucleicos, analisis
de actividad enzimatica, crecimiento de un microorganismo, crecimiento de cultivos

celulares, experimentos sobre inmunoensayos etc.
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La deteccion puede tener lugar mediante un lector de disco optico que es capaz de
registrar las variaciones en la intensidad del laser emitido por un lector de discos,
basandose en los principios de deteccidn por reflexion o por transmision del laser

mediante el fotodiodo del cabezal o mediante el analizador de transmision.

Segun realizaciones concretas del procedimiento, la monitorizacion comprende la
deteccién de la sefial mediante un lector de discos que escanea los micropocillos de
forma recurrente midiendo la intensidad de un laser que es reflejado o transmitido a

través del contenido de cada pocillo.

El sistema optico de deteccion puede registrar las variaciones de la intensidad del

laser de forma puntual, continua o ciclica.

El procedimiento puede comprender afadir a los micropocillos, ademas de las
muestras y reactivos para el ensayo caracteristicos del proceso objeto de estudio,
reactivos seleccionados entre colorimétricos, turbidimétricos, reflectométricos,
refractométricos, interferométricos y mezclas de los mismos. Asi por ejemplo, la
monitorizacién puede comprender la deteccion ciclica mediante lectura turbidimétrica o
absorciométrica de los productos de reaccion, permitiendo conocer la cinética y el

grado de progreso del proceso en tiempo real.

Los reactivos necesarios pueden estar en disolucién o anclados a la superficie del
pocillo. Durante el transcurso de la reaccion, los reactivos iniciales o productos

resultantes son analizados en el mismo micropocillo.

El procedimiento puede comprender ademas una etapa de sellado del disco éptico con

una pelicula protectora que cubre total o parcialmente dicho disco.

Segun realizaciones concretas el procedimiento comprende la deteccién a tiempo real
de un reactivo o producto especifico, en condiciones de temperatura constante. Para
ello, al mismo tiempo que se efectua la ejecucidén del control de la temperatura de
trabajo, el lector de discos escanea los micropocillos de forma recurrente. La variacion
en la intensidad de la luz laser se relaciona con el avance de una reaccion quimica o
bioquimica. En concreto, se realiza la medida de la intensidad de un haz laser que es
reflejado o transmitido a través de, preferentemente, la disolucién contenida en cada
pocillo. De este modo, se obtienen registros cinéticos, cuyo perfil se relaciona con la
concentracién del analitos de interés o con parametros de cinética quimica o

bioguimica.
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Una realizacion preferente del procedimiento es el analisis de &cidos nucleicos en el
que se realiza la deteccion a tiempo real de productos generados por reacciones de

amplificacién isoterma de acidos nucleicos desarrolladas en disolucion.

Segun una realizacién preferente adicional del procedimiento, se realiza la deteccion a
tiempo real de la evolucién de una reaccién a temperatura constante y catalizada
quimica o enzimaticamente. En una realizacidn mas concreta del procedimiento, la
reaccidbn es una reaccion enzimatica y se lleva a cabo el analisis de la actividad

enzimatica.

La reaccion se realiza preferentemente en disolucion en cada micropocillo y los

productos resultantes son analizados en el mismo micropocillo.

Segun una realizacion preferente adicional del procedimiento se monitoriza el

crecimiento de un cultivo microbiolégico o celular.

Segun una realizacién preferente adicional del procedimiento se monitorizan

experimentos sobre inmunoensayos.

Se consigue mediante la presente invencidn que el lector de discos no se pare, y por

tanto que no se aborte la lectura, mientras el disco sigue girando.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere también a una plataforma analitica
caracterizada porque comprende el dispositivo integrado de seguimiento de

reacciones descrito.

Esta plataforma analitica es capaz de registrar los cambios en las propiedades opticas
de las disoluciones, mezclas o especies contenidas en los micropocillos. También es
capaz de obtener resultados en tiempo real o al final de las reacciones, detectando los
reactivos, intermediarios y/o productos de reaccion. Permite también la deteccion de la
evolucién de reacciones, asi como realizar la lectura turbidimétrica, absorciométrica,
reflectométrica, refractométrica y/o interferométrica a medida que progresa la reaccién

(medidas cinéticas) y/o el estado tras la finalizacidén de la misma.

Con esta plataforma analitica se puede llevar a cabo una deteccion cualitativa y
cuantitativa de los analitos de interés al hacer reaccionar con los reactivos (incluyendo
0 no un reactivo turbidimétrico, colorimétrico o reflectométrico) en el interior de los
micropocillos. Los analitos de interés son preferentemente, determinadas regiones de

acidos nucleicos, inhibidores o activadores de actividad enzimatica, entre otros.
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La invencién descrita tiene las siguientes diferencias respecto al estado de la técnica 'y

gue aportan las siguientes ventajas cuantificables y demostrables:

- deteccidén a tiempo real, con lo que todo el proceso esta integrado espacial y
temporalmente en el mismo micropocillo del disco 6ptico, y con lo que se

obtiene su cinética,

- posibilidad de realizar la reaccidén en disolucion en el interior de los

micropocillos sitos en el disco 6ptico,
- uso de discos opticos legibles por un lector de discos,

- desarrollo de la reaccion a temperatura constante en disoluciéon en el seno de

micropocillos situados en el propio sustrato del disco,
- el sistema de termostatacion es versatil,

- los reactivos especificos estan disefiados de acuerdo a las propiedades del
disco éptico de analisis y el detector, que incluye los discos objeto de la patente

y un lector/grabador/reproductor de tales discos,

- lector: se propone un sistema para obtener los perfiles cinéticos basado en el
registro de la sefal reflejada y/o transmitida (de forma simultanea o no) del haz
laser emitido por un lector de discos al mismo tiempo que se produce la lectura,

simulacién o grabacion de un disco de audio-video,

- se describe un sistema integrado de deteccion éptica no fluorescente para la

monitorizacién de reacciones.

El nuevo desarrollo puede utilizarse en una amplia variedad de escenarios, tanto en
investigacion como en desarrollo y control de calidad en muy diferentes ambitos, dado

el caracter genérico de las reacciones consideradas y la deteccion utilizada.

La invencién descrita ademas, ofrece las siguientes ventajas:

1. Utilizar volumenes de muestra muy reducidos, del orden de 0,5-10 microlitros de
extracto de suero, plasma, orina, saliva, cultivos celulares, homogeneizados de tejidos,

alimentos, etc.
2. Minimizar la manipulacién de muestra

3. Ahorrar significativamente en reactivos
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4. Alcanzar elevadas sensibilidades

5. Gran capacidad de trabajo pudiendo procesar simultaneamente hasta 500 muestras

diferentes o un numero proporcional de réplicas.
6. Trabajar en tiempos de ensayo reducidos, 10-120 minutos.

7. Sistema realmente portatil y robusto que permite trabajar en lugares poco dotados o
en campo, es decir en lugares préximos a los puntos de necesidad de la informacion,
sin mas que contar con un medio de termostatacién auténomo (estufa de incubacién),

discos oOpticos y lector de discos.

8. Requerir un mantenimiento minimo y tener un consumo energético muy bajo lo que

permite utilizarlo con pilas o con fuentes de baja potencia (células solares, etc.).

9. Precio del material fungible (discos) y equipamiento extraordinariamente
competitivos, con un coste del orden de 300€/detector, por o que no se requieren

inversiones significativas de capital, ni en infraestructura, ni en equipamiento.
10. Integrar la reaccién y la deteccidén en un unico sistema

11. Permitir realizar reacciones de forma efectiva sin pérdida de las propiedades

oOpticas del disco.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra una realizacién particular del disco 6ptico, incluyendo las capas,
que pueden ser utilizadas en el disco éptico de la invencidn. En concreto muestra la
seccion superior (1), transversal (Il) e inferior (l1I) de dos micropocillos en la plataforma.
En dicha figura, se muestra la capa de sellado (a), capa polimérica adhesiva con
camaras (circular y rectangular) (b), disco éptico (¢), que en este caso a su vez esta
formado por una capa metalica (c1) entre dos capas poliméricas (policarbonato) (c2).
En la figura se muestra a modo de ejemplo un pocillo cilindrico (d) y un micropocillo

cénico (e).

La Figura 2 muestra formatos particulares de la distribucién de los pocillos en el disco.
La figura 2a muestra un disco con 8 matrices de 5 micropocillos (diametro 2 mm). La

figura 2b muestra un disco con 99 micropocillos (diametro 1 mm).

La Figura 3 muestra el esquema de una realizacién del dispositivo y lector de discos
con los elementos mas importantes que lo componen. La termostatacién se logra

mediante un sistema auxiliar e independiente del disco y del lector que crea las
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condiciones térmicas requeridas. Los componentes del dispositivo integrado para

analisis mostrados en la figura 3 son:
1 disco éptico
2 motor que hace girar el disco éptico
3 unidad de proceso — controlador/adquisicion de datos
4 cabezal laser (emisor del laser, analizador de reflexion)
5 micropocillo
6 analizador de transmision
7 sistema de termostatacion.

La Figura 4 muestra un esquema del diagrama de control de programa informatico que

controla el sistema 6ptico de deteccion.

La Figura 5 ilustra como la sefal registrada durante el escaneo del disco éptico cambia
en funcion de si el laser incide sobre las zonas del disco sin modificar (linea base) y
sobre los pocillos. La figura 5a muestra los registros obtenidos durante el escaneado
de tres pocillos consecutivos midiendo la intensidad de laser reflejada. La figura 5b
muestra los registros obtenidos durante el escaneado de tres pocillos consecutivos

midiendo la intensidad de laser transmitida.

La Figura 6 ilustra un ejemplo donde las propiedades opticas de la disolucion cambian
con el tiempo dependiendo si la muestra contiene el analito de interés o no. Muestra la
evolucion temporal del contenido de un pocillo para una muestra negativa o sin la

molécula diana (a) y para una muestra positiva o con la molécula diana.

La Figura 7 muestra perfiles cinéticos netos (densidad 6ptica-tiempo) registrados por el
lector de discos compactos durante la monitorizacién de un reactivo (a) y durante la

monitorizacién de un producto (b).

La Figura 8a muestra los resultados de ensayo de amplificacién de ADN a tiempo real
del ejemplo 1.1. En este experimento de andlisis de ADN se observa una relacion
entre la seflal medida (densidad éptica) y la concentracion de ADN (patogeno
Salmonella). La Figura 8b muestra los resultados del mismo experimento de analisis
de ADN, en la que se observa que el tiempo umbral fue menor conforme aumentaba la

concentracién de ADN inicial (relacién lineal).
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La Figura 9a muestra los resultados de ensayo de amplificacién de ADN a tiempo real
del ejemplo 1.2. En este experimento de andlisis de ADN se observa una relacion
entre la senal medida (densidad optica) y la concentracién de ADN (carne de ternera).
La Figura 9b muestra los resultados del mismo experimento de analisis de ADN, en la
que se observa que el tiempo umbral fue menor conforme aumentaba la concentracion

de ADN inicial (relacién lineal).

La Figura 10 muestra los resultados del ejemplo de ensayo de actividad enzimatica del
ejemplo 2.1, en la que se observa que a mayor concentraciéon de extracto de enzima,

aumenta la sefal con el tiempo, lo que indica una mayor velocidad de reaccion.

La Figura 11 muestra los resultados del ejemplo de ensayo de inhibicidn enzimatica
del ejemplo 2.2, en la que se observa que a mayor concentracién del inhibidor (acido
L-ascorbico), disminuye la sefial con el tiempo, lo que indica una menor velocidad de

reaccion.

Ejemplos de realizacién de la invencién:

Ejemplo 1. Amplificacion de ADN a tiempo real

Se lleva a cabo una reaccion de amplificacion isoterma mediante la enzima Bst DNA

polimerasa.

La capa inferior del disco consistié en un DVD con 90 pocillos realizados mediante un
taladro, gobernado por un equipo de control numérico. La profundidad de los pocillos

en este ejemplo fue de 1,1 mm y el didmetro fue 1,0 mm.

La segunda capa - capa intermedia - del disco consistié en un adhesivo de doble cara

sensible a la presién de un grosor de 0,08 mm.

La capa superior estaba compuesta por una hoja de acetato de celulosa usada para

sellar el sistema y el volumen total de cada micorreactor fue de 3 L.

La capa intermedia y la de sellado se prepararon mediante un plotter de corte y se

unieron al disco por adhesion.

La reaccion de amplificacion de ADN se llevo a cabo a una temperatura constante de
65 °C y el lector realizé una medida, en cada micorrreactor secuencialmente cada 2
min. Como valor umbral se tomd la sefal correspondiente a 3 veces la desviacidén
estandar del fondo. El tiempo necesario de cada muestra para exceder dicha sefial se

define como el tiempo umbral.
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- Ejemplo 1.1. Detecciéon de Salmonella spp.

La cepa de referencia elegida fue Salmonella spp. serotipo Typhimurium grupo B

(CECT 443), y la secuencia de interés el gen invA.

La mezcla de reaccién contenia tampon de reacciéon 1 x ThermoPol® Reaction Buffer,
6 mM MgClz, 1,2 uM dNTPs, 8 U de la enzima, 1600 nM de los cebadores ceb-1.1y
ceb-1.2, 200 nM de los cebadores ceb- 1.3 y ceb-1.4, 800 nM de los cebadores ceb-
1.5 y ceb-16 (Tabla 1), y 120 uM del indicador azul de hidroxinaftol. A cada
micorreactor se le anadieron 2,5 ng de extracto de ADN procedente de cultivo

bacteriano puro, cubriendo un intervalo entre 10*y 0 u.f.c./mL.

Tabla 1. Secuencias de los cebadores para la amplificacion de Salmonella spp.

Cebador Secuencia 5-3

ceb-1.1 CGGCCCGATTTTCTCTGG

ceb-1.2 CGGCAATAGCGTCACCTT

ceb-1.3 GCGCGGCATCCGCATCAATATGCCCGGTAAACAGATGAGT
ceb-1.4 GCGAACGGCGAAGCGTACTGTCGCACCGTCAAAGGAAC
ceb-1.5 GGCCTTCAAATCGGCATCAAT

ceb-1.6 GAAAGGGAAAGCCAGCTTTACG

El indicador cambid de color violeta al azul en presencia del ADN diana, produciendo

un aumento en la sefal de absorbancia registrada durante la amplificacion.

Los resultados mostraron una relacion lineal entre la sefial medida (densidad oéptica) y
la concentracién de ADN (Figura 7a). Ademas, el tiempo umbral fue menor conforme

aumentaba la concentracién de ADN inicial (Figura 7b).

De acuerdo con la lista de secuencias que acompana esta descripcion la

correspondencia es la siguiente:
ceb-1.1: SEQ ID NO: 1
ceb-1.2: SEQ ID NO: 2
ceb-1.3: SEQ ID NO: 3

ceb-1.4: SEQ ID NO: 4
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ceb-1.5: SEQ ID NO: 5

ceb-1.6: SEQ ID NO: 6

- Ejemplo 1.2. Deteccién de la presencia de carne de ternera.

La molécula diana era un gen de ADN mitocondrial bovino, especifico para la especie

Bos primigenius taurus.

La mezcla de reaccion se compuso del tampon de reaccidén 1 x ThermoPol® Reaction
Buffer, 6 mM MgClz, 1,2 uM dNTPs, 16 U de la enzima, 1600 nM de los cebadores
ceb-2.1y ceb-2.2, 200 nM de los cebadores ceb-2.3 y ceb-2.4 (Tabla 2). A cada micro-
reaccion se le anadieron 2,5 ng de extracto de ADN procedente de carne de ternera

cubriendo un intervalo entre 10° y 0 ug/g.

Tabla 2. Secuencias de los cebadores para la amplificacién de carne de bovino.

Cebador Secuencia 5’-3’

ceb-2.1 CACCAATTCTTGCTAATACAGT
ceb-22 CACTCTATTCTTAGTTTACTGCTAA
ceb-2.3 ACACCTTGACCTAACGTTTTTATGTCTATATACCGCCATCTTCAGC

ceb-24 TGAAATGGGAAGAAATGGGCTACCCTCCTTTGGTTATTGGTTTC

La presencia del gen diana originaba la formacién de un precipitado de pirofosfato de
magnesio, que podia monitorizarse por la medida de la turbidez de la disolucién. Los
resultados mostraron una relacién lineal entre la sefial medida y la concentracién de
ADN (Figura 8a). Ademas, el tiempo umbral fue menor conforme aumentaba la

concentracion de ADN inicial (Figura 8b).

De acuerdo con la lista de secuencias que acompana esta descripcion la

correspondencia es la siguiente:
ceb-2.1: SEQ ID NO: 7
ceb-2.2: SEQ ID NO: 8
ceb-2.3: SEQ ID NO: 9

ceb-2.4: SEQ ID NO: 10
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Ejemplo 2. Medidas de actividad enzimatica

Los métodos de barrido de alta capacidad tienen un papel clave en la busqueda de
nuevas enzimas, sistemas de conservacidén de alimentos, farmacos, etc. Las
determinaciones basadas en la medida de la actividad enzimatica o la medida de

inhibicién son ensayos comunes.

Como ejemplo de la capacidad de la invencion, se ha aplicado al estudio de la
actividad enzimatica de peroxidasas, un tipo de enzimas muy extendidas en todo el
arbol filogenético de la vida, actuando en los mecanismos de defensa de los
organismos, sintesis de hormonas, funciones anti-oxidantes, etc. Catalizan reacciones
bisustrato de caracter redox, utilizando un perdoxido como oxidante y un segundo

sustrato de caracteristicas reductoras que es oxidado por el perdxido:
Donante + H>O, — Donante oxidado + H-O.

Para estos ensayos se empled un dispositivo con pocillos en formato matriz. La capa
inferior del disco consistio en un DVD con 40 pocillos (8 matrices de 5 pocillos cada
una) fabricados segun se ha descrito mas arriba, siendo en este caso su capacidad 5
ML.

La reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente y el lector realizé una medida
cada 60 s.

- Ejemplo 2.1 Medida de la actividad enzimatica

Se trata de una aplicacion para demostrar la capacidad de la invencién para
determinar la accion catalitica de las enzimas presentes en lisados celulares. Para la
obtencion del extracto de peroxidasas, se trituraron 0,2 g de material vegetal en 6 mL
de tampédn fosfato 0,2 M, pH 7,5. El homogeneizado resultante se centrifugd a 12.000
r.p.m. durante 30 min y se recupero el sobrenadante, en el cual se halla el extracto
enzimatico. La cuantificacion de la enzima se realizé midiendo la absorbancia en un

espectrofotdbmetro UV/visible a 2=403 nm.

La mezcla de reaccién contenia tampén citrato 0,025 M pH 4,5, peroxido de hidrégeno
0,002 M, sustrato 3,3’,5,5-tetrametilbencidina a concentracion 0,25 g/L y diferentes
concentraciones del extracto enzimatico: 0 — 0,05 - 0,1 — 0,15 — 0,2 — 0,25 nM. El
sustrato se transforma a un producto de color azul produciendo un aumento en la

senal de absorbancia registrada por el lector durante la reaccion.
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Los resultados mostraron que a mayor concentracién de extracto de enzima, aumenta
la sefial con el tiempo, lo que indica una mayor velocidad de reaccion, segun se

muestra en figura 9.

- Ejemplo 2.2 Inhibicién de la actividad enzimatica

Diferentes compuestos pueden actuar como inhibidores en la acciéon catalitica de
peroxidasas en la reaccién entre el peroxido de hidrogeno y compuestos dadores de
hidrégeno. Como ejemplo de la capacidad de la invencion, se ha caracterizado la
inhibicion del acido L-ascorbico sobre la enzima peroxidasa de rabano (HRP,

horseradish peroxidase).

La mezcla de reaccién contenia tampén citrico/citrato 0,025 M pH 4,5, perdxido de
hidrogeno 0,002 M, sustrato 3,3’,5,5-tetrametilbencidina (TMB) o acido 2'2-azino-bis-
[3-etilbenzotiazol-6-sulfénico] (ABTS) a concentracién 0,25 g/L, enzima HRP a 0,25 nM
y acido L-ascérbico a diferentes concentraciones: 0 — 20 — 40 — 80 — 100 nM. Los
resultados mostraron que a mayor concentracién de acido L-ascérbico, se produjo una
mayor inhibicion enzimatica, y por tanto, una menor velocidad de reacciéon, permitiendo
correlacionar la concentracion de inhibidor presente con la variacidén en la cinética de

la reaccion, segun se muestra en la figura 10.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo integrado para el seguimiento de reacciones que pueden ser

procesos quimicos, bioquimicos o biolégicos que comprende

- un disco optico rotatorio que dispone de micropocillos no pasantes perforados

enél, yun

- sistema Optico de deteccion de una seial indicativa de la desaparicién de

reactivos y/o de la formacién de productos en dichos micropocillos.

2. Un dispositivo segun la reivindicacion 1, en el que el disco 6ptico esta seleccionado

entre un disco compacto CD, digital versatile disc DVD y Blu-Ray disc BD.

3. Un dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 o 2, en el que los micropocillos
tienen dimensiones comprendidas entre dimensiones del orden de nanometros y del

orden de milimetros.

4. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, en el que los

micropocillos tienen formas seleccionadas entre circular y poligonal.

5. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 4, en el que los

micropocillos tienen formas rectangular o hexagonal.

6. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los
micropocillos estan posicionados en el disco éptico con configuraciones seleccionadas

entre radial, circular y con formato de matriz.

7. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el

disco se compone, al menos, de:

- un disco de audio-video que se ha modificado de modo que contiene los

micropocillos integrados en él

- una capa polimérica intermedia de material adhesivo que comprende camaras

coincidentes con los micropocillos y
- una capa superior protectora de sellado total o parcial del disco.

8. Un dispositivo segun la reivindicacién 7, en el que la capa superior es una pelicula
polimérica o de composite, que cubre totalmente la superficie del disco o sélo los

micropocillos objeto de ensayo.

9. Un dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el sistema &ptico

de deteccién comprende un equipo de lectura / escritura que comprende:
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un lector de discos compactos capaz de hacer rotar el disco,

un cabezal laser,

un analizador de transmision y

una tarjeta de adquisicion de datos.

10. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
sistema oOptico de deteccién esta dotado de un sistema de termostatacion integrado o

auxiliar.

11. Un dispositivo segun la reivindicacién 10 en el que el sistema de termostatacion
esta seleccionado entre un sistema calefactor/refrigerador por aire incorporado en el
lector, una camara de control de temperatura o estufa donde se introduce el lector, o

una lampara infrarroja que ilumina el disco.

12. Un dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que

comprende ademas un motor que hace girar el disco.

13. Una plataforma analitica caracterizada porque comprende el dispositivo integrado

de seguimiento de reacciones definido en una de las reivindicaciones 1 a 12.

14. Un procedimiento para el seguimiento de un proceso quimico, bioquimico o

bioldgico, usando el dispositivo descrito en una de las reivindicaciones 1 a 12.
15. Procedimiento segun la reivindicacién 14, que comprende al menos:

- dispensar muestras y reactivos en micropocillos perforados en un disco 6ptico

rotatorio,

- monitorizar en tiempo real una senfal indicativa del progreso del proceso procedente
de la desaparicion de reactivos y/o de la formacidon de productos en dichos

micropocillos, mientras dicho disco éptico gira.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que en la monitorizaciéon
comprende la deteccidn de la sefial mediante un lector de discos que escanea los
micropocillos de forma recurrente midiendo la intensidad de un laser que es reflejado o

transmitido a través del contenido de cada pocillo.

17. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 é 16, en el que el

cabezal laser proporciona variaciones de sefal de forma puntual, continua o ciclica.

18. Procedimiento segun la reivindicacion 15 que comprende afadir a los micropocillos

ademas de las muestras y reactivos, reactivos seleccionados entre colorimétricos,
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turbidimétricos, reflectométricos, refractométricos, interferométricos y mezclas de los

mismos.

19. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, en el que la
monitorizacidn comprende la deteccion mediante lectura turbidimétrica o
absorciométrica, ciclicamente, de los productos de reaccién, permitiendo conocer la

cinética y el grado de progreso del proceso en tiempo real.

20. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, en el los
reactivos necesarios pueden estar en disolucién o anclados a la superficie del pocillo,
de manera que, durante el transcurso de la reacciéon y, los reactivos iniciales o

productos resultantes son analizados en el mismo micropocillo.

21. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, que
comprende ademas una etapa de sellado del disco éptico con una pelicula protectora

que cubre total o parcialmente dicho disco.

22. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21, en el que se
realiza la deteccidn a tiempo real de productos generados por reacciones de

amplificacién isoterma de acidos nucleicos desarrolladas en disolucion.

23. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21, en el que se
realiza la deteccidn a tiempo real de la evolucidon de una reaccién a temperatura

constante y catalizada quimica o enzimaticamente.

24. Procedimiento segun la reivindicacion 23, en el que la reaccion es una reaccion

enzimatica y se analiza la actividad enzimatica.

25. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21, en el que se
monitoriza el crecimiento de un cultivo microbiolégico o celular o experimentos sobre

inmunoensayos.
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