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DESCRIPCION

Titulo

Dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral

Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo técnico de los ensayos de deteccion de
determinados analitos en una muestra liquida mediante tiras reactivas, concretamente
a ensayos de flujo lateral (LFA), y mas concretamente a los ensayos electroquimicos
de flujo lateral (EC-LFA). Las publicaciones sobre estos ensayos de deteccion se
refieren al diagnostico clinico, seguridad alimentaria, deteccion de patdégenos o
deteccién de pesticidas y para cuantificar biomarcadores entre otros. La presente
invencién se refiere a un dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral con
una zona de deteccidn para el alojamiento de electrodos de trabajo y tiras reactivas de
ensayo y que proporciona el corte de dichas tiras reactivas para facilitar la medida

electroquimica.

Antecedentes de la invencion

Los ensayos de flujo lateral (LFA, por sus siglas en inglés, “Lateral Flow Assay”),
consisten en tiras reactivas, generalmente de papel, para detectar la presencia (o

ausencia) de un analito diana en una muestra liquida o matriz.

Estos ensayos estdn destinados para la deteccién sin necesidad de equipos
especializados y costosos, aunque existen muchas aplicaciones basadas en
laboratorio que se apoyan en equipos de lectura. Normalmente, estos ensayos se
utilizan para diagnésticos médicos, ya sea para pruebas caseras, pruebas en puntos
de atencién (POC) al paciente, o para uso en laboratorios. Aplicaciones conocidas de
este tipo de ensayos son la prueba de embarazo casera, o la prueba de deteccidén de
antigeno de criptococosis, o antigenos de SARS-CoV2 que han sido ampliamente
usados durante la pandemia de COVID19.
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Convencionalmente una tira reactiva de ensayo de flujo lateral (LFA) tiene cuatro
partes principales: una almohadilla de muestra, donde se dispone la muestra; una
almohadilla de conjugado, en la que se combinan etiquetas con elementos de
biorreconocimiento; una membrana de reaccién que contiene la linea de prueba y la
linea de control para la interaccion antigeno-anticuerpo diana; y una almohadilla
absorbente, que recoge los residuos. La muestra liquida pasa de una a otra parte
avanzando a lo largo de la tira reactiva por capilaridad.

De forma convencional, la deteccidn en las tiras reactivas se puede realizar por medio
de lecturas oOpticas, mediante etiquetas avanzadas basadas en la deteccién a simple
vista, por medio de deteccién colorimétrica visual, lectura fluorescente o quimio-
luminiscente, o espectroscopia de Raman de superficie mejorada (SERS). Ademas de
estas lecturas Opticas también se pueden aprovechar las mediciones de otras
propiedades fisicas tales como la fuerza magnética o el calor generado, aungue no

son tan frecuentes como las mediciones épticas.

Todas estas mediciones épticas presentan el problema de una complicada
comercializacion, ya que la fabricacién de las tiras reactivas para la LFA o la
instrumentacién necesaria para la lectura son muy costosas. Ademas, las existentes
en el mercado ofrecen Unicamente deteccion mayoritariamente cualitativa o
semicuantitativa, lo cual puede ser suficiente para algunos diagnésticos, pero existe
una gran variedad de analitos que necesitan ser determinados cuantitativamente, ya
que su concentracién afecta en gran medida a la decision que se tome en acciones
posteriores. La deteccién colorimétrica visual frecuentemente presenta escasa
sensibilidad y falta de reproducibilidad. Ademas, las comparaciones visuales subjetivas
de color pueden seguir siendo adecuadas para resultados cualitativos, pero las
mediciones cuantitativas confiables requieren una interpretacion objetiva y exacta de
los datos. Ademas estos métodos suelen requerir de un software complicado para
medir y analizar la intensidad de la sefial, y se requiere de una iluminacién adecuada y
constante para obtener resultados confiables, lo cual no siempre es sencillo, Aunque

existen lectores comerciales incorporados en un movil que utilizan la camara de éste.

Para tratar de superar estos inconvenientes, se han realizado publicaciones que
muestran ensayos electroquimicos de flujo lateral (EC-LFA, por sus siglas en inglés,
“Electrochemical Lateral Flow Assay”). En este tipo de ensayos se realiza obtiene una
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sefal relacionada con la concentracion de una especie que causa un cambio de una
propiedad electroanalitica. La transduccidén electroquimica es adecuada para su
integracién en los ensayos de flujo lateral (EC-LFA) debido a su capacidad de
generacion de resultados cuantitativos, simplicidad, alta sensibilidad, rapida
generacion de sefiales y rentabilidad, ademas de un amplio rango de deteccién, alta
reproducibilidad y posibilidad de realizar mediciones en tiempo real. Adicionalmente,
los ensayos electroquimicos de flujo lateral permiten una miniaturizacién en la
fabricacién de los electrodos de trabajo, proporcionando unas celdas electroquimicas
minimas, y en la instrumentacién de deteccion y lectura, a un coste relativamente bajo,
facilitando el uso de volumenes de muestra necesarios de tamafo muy pequefio. Los
materiales utilizados son desechables y simples y tienen bajos requisitos de energia,
respuesta rapida, alta sensibilidad, y capacidad de operar a temperatura ambiente.

Convencionalmente, en los ensayos electroquimicos de flujo lateral (EC-LFA) la
generacién de sefales se ha realizado mediante voltamperometria, amperometria o
impedimetria, dependiendo del tipo de potencial o de corriente utilizada. En la
bibliografia se utilizan electrodos serigrafiados (SPE) como transductores
desechables, que se pueden montar en diferentes disposiciones con respecto a la tira
reactiva del ensayo. El articulo “Amplification-free DNA Sensor for the One-Step
Detection of the Hepatitis B Virus Using an Automated Paper-Based Lateral Flow
Electrochemical Device” (Anal. Chem. 2021, 93, 5, 2879-2887; Publication
Date:December 16, 2020; https://doi.org/10.1021/acs.analchem.0c04283; Copyright ©
2020 American Chemical Society) muestra el acoplamiento en la tira reactiva de un
electrodo de trabajo y un electrodo de referencia, sobre los cuales se mide la sedal
electroquimica. La forma de acoplar los electrodos es poco robusta para la fabricacion
y el escalado. Ademas esta forma de trabajo implica hacer medidas en flujo, lo que
implica también mas irreproducibilidad para uso general por usuarios no
especializados. El articulo “Electrochemical lateral flow immunosensor for detection
and quantification of dengue NS1 protein” (Author: Prima Dewi Sinawang,Varun
Rai,Rodica E. lonescu,Robert S. Marks; Publication: Biosensors and Bioelectronics
Publisher: Elsevier; Date: 15 March 2016; http://dx.doi.org/10.1016/j.bi0s.2015.09.048;
Copyright © 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.) muestra una realizacion en la que
se desmonta la membrana de nitrocelulosa (NC) de la tira reactiva para acoplarla a los
electrodos serigrafiados, lo que hace mas complicado el montaje del ensayo. El
articulo “Integrated Lateral Flow Test Strip with Electrochemical Sensor for
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Quantification of Phosphorylated Cholinesterase: Biomarker of Exposure to
Organophosphorus Agents” (Anal. Chem. 2012, 84, 3, 1380-1385; Publication
Date:December 15, 2011; https://doi.org/10.1021/ac202391w; Copyright © 2011
American Chemical Society) muestra la realizacion del ensayo en un “holder”
utilizando una tira completa, sin cortar,, lo que implica diluir los reactivos de medida y

la limitacion de la sensibilidad en la deteccién.

Una realizacién particular de estos ensayos electroquimicos de flujo lateral implica el
corte de forma manual de la tira reactiva tras la realizacion del ensayo, concretamente
por la linea de test, o linea de prueba, que es donde se proporcionar el resultado para
la lectura. Esta tira reactiva cortada por la linea de test se coloca en una celda
electroquimica externa, o electrodo, para realizar la medicién electroquimica y
deteccion del analito objetivo. El articulo “Merging Lateral Flow Immunoassay with
Electroanalysis as a Novel Sensing Platform: Prostate Specific Antigen Detection as
Case of Study” (Anal. Chem. 2024, 96, 6, 2297-2302; Publication Date:January 30,
2024; https://doi.org/10.1021/acs.analchem.3c04078; Copyright © 2024 American
Chemical Society) ilustra este corte de la tira reactiva de forma manual con tijeras. La
desventaja que presenta este tipo de ensayo es que el corte manual la linea de test de
la tira para realizar la medicion electroquimica es un proceso discontinuo y puede
causar variaciones y errores entre ensayos. Ademas, este corte manual implica que el
usuario tiene que manipular disoluciones de acidos fuertes, con el consiguiente riesgo

quimico y de salud para dicho usuario.

Es por tanto deseable un dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral para la
deteccion electroquimica en tiras reactivas cuantitativa y eficiente, evitando los

inconvenientes de los anteriores ensayos del estado de la técnica.

Descripcion de la invencion

La presente invencion resuelve los problemas de los ensayos electroquimicos de flujo
lateral del estado de la técnica mediante un dispositivo para ensayo electroquimico de
flujo lateral, para la deteccion electroquimica en tiras reactivas de ensayo de flujo
lateral, que tiene una base con una superficie de trabajo, una tapa abatible fijada a la
base para el cierre sobre la superficie de trabajo, y una zona de deteccidén dispuesta
en la superficie de trabajo con un rebaje para el alojamiento de una tarjeta de

5



10

15

20

25

30

35

ES 1310136 U

electrodos transductores y la tira reactiva de ensayo de flujo lateral. La tarjeta de
electrodos incluye impresos los electrodos necesarios para los ensayos, que de forma
particular pueden ser dos electrodos (electrodo de trabajo y electrodo de referencia) o
tres electrodos (electrodo de trabajo, electrodo de referencia y electrodo auxiliar). La
tapa presenta en su cara interna una ventana que coincide al menos en parte sobre la
zona de deteccion cuando la tapa esta cerrada sobre la superficie de trabajo, y unas
cuchillas dispuestas a los lados de la ventana para el corte de la tira de ensayo de flujo
lateral al cerrar la tapa sobre la superficie de trabajo.

El presente dispositivo permite realizar un ensayo electroquimico de flujo lateral para
la deteccidn electroquimica en tiras reactivas mediante los siguientes pasos:

- En primer lugar se ejecuta de forma separada el inmunoensayo de flujo lateral en una
tira reactiva convencional.

- A continuacion se coloca una tarjeta de electrodos serigrafiada personalizada en el
rebaje de la zona de deteccion de la superficie de trabajo.

- Después se coloca la tira reactiva en la que se realizado el inmunoensayo de flujo
lateral sobre el electrodo, en la zona de deteccién, perpendicularmente al rebaje de la
zona de deteccion, de tal forma que la linea de test coincida con el area activa del
electrodo, siendo visible a través de la ventana.

- Posteriormente se cierra la tapa, de tal forma que en el movimiento de cierre las
cuchillas cortan una seccidn de la tira reactiva por la linea de test, obteniendo un area
limitada, la cual es esencial para obtener una reproducibilidad necesaria en las
medidas a realizar.

- A continuacion se afaden las disoluciones de medida necesarias por la ventana de la
tapa.

- Después se conecta la tarjeta de electrodos al potenciostato, y se aplica la técnica
electroquimica deseada (voltametria, cronoamperometria, culombimetria...).

- Se analiza la sefial.

- La concentracion del analito diana de la muestra se calcula refiriendo la sefial a una

recta de calibrado.

De acuerdo con diferentes realizaciones particulares de la invencion, la superficie de
trabajo y la tapa comprenden medios de cierre complementarios entre si, para la
fijacion de la tapa en posicion de cierre sobre la superficie de trabajo.
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Preferentemente estos medios de cierre presentan imanes dispuestos en la cara
interna de la tapa y en la superficie de trabajo coincidentes en la posicion de cierre y
que realizan la fijacién de la tapa sobre la superficie de trabajo en dicha posicién de
cierre. De esta forma la tapa queda fijada sobre la superficie de trabajo y el

acoplamiento entre el electrodo, la tira reactiva y el potenciostato queda inalterado.

Aunque se pueden utilizar diversos materiales para los elementos del dispositivo,
preferentemente la base y la tapa estaran realizadas en material plastico, y las

cuchillas preferentemente estaran realizadas en acero inoxidable.

Por tanto, el dispositivo objeto de la invencion proporciona un sistema de trabajo que
conduce a resultados fiables de forma sencilla y reproducible para un usuario sin
formacion previa. Ademds, es facilmente escalable para produccion comercial, y
puede ser adaptado a cualquier posible andlisis de un analito en un inmunoensayo de
flujo lateral.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacioén, para facilitar la comprension de la invencién, a modo ilustrativo, pero
no limitativo se describira una realizacion de la invencién que hace referencia a una

serie de figuras.

La figura 1 es una vista en perspectiva de una realizacioén del dispositivo objeto de la

presente invencion con la tapa abierta para mostrar sus elementos esenciales.

La figura 2 es una vista frontal del dispositivo de la figura 1.

La figura 3 es una vista en planta del dispositivo de las figuras 1y 2.

La figura 4 es una vista lateral del dispositivo de las figuras 1 a 3.

La figura 5 es un ejemplo de realizacién de tira reactiva a utilizar en el dispositivo de la

presente invencién.
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La figura 6 es una vista en perspectiva de una realizacién del dispositivo de la

presente invencion con un electrodo dispuesto en la zona de deteccion.

En estas figuras se hace referencia a un conjunto de elementos que son:
tira reactiva de ensayo de flujo lateral

base del dispositivo

superficie de trabajo de la base

tapa del dispositivo

zona de deteccion de la superficie de trabajo

ventana

cuchillas

imanes

© ©o N o ok w0~

tarjeta de electrodos

Descripcion detallada de la invencion

El objeto de la presente invencion es un dispositivo para ensayo electroquimico de
flujo lateral, para la deteccidén electroquimica en tiras reactivas 1 de ensayo de flujo
lateral.

Como se puede apreciar en las figuras, el dispositivo tiene una base 2 con una
superficie de trabajo 3, una tapa 4 abatible fijada a la base 2 para el cierre sobre dicha
superficie de trabajo 3, y una zona de deteccién 5 en la superficie de trabajo 3 con un
rebaje para el alojamiento de electrodos 9 transductores y la tira reactiva 1 de ensayo
de flujo lateral. La tapa 4 cuenta en su cara interna con una ventana 6, la cual coincide
al menos en parte sobre la zona de deteccion 5 cuando la tapa 4 esta cerrada sobre la
superficie de trabajo 3, permitiendo asi observar la tira reactiva 1 y afadir cualquier
disolucion necesaria para la deteccién y medicion. El dispositivo tiene ademas unas
cuchillas 7 dispuestas a los lados de la ventana 6 para el corte de la tira reactiva 1 al
cerrar la tapa 4 sobre la superficie de trabajo 3.

A continuacion, y con relacién a las figuras, se indican los pasos necesarios para
realizar el ensayo electroquimico en una tira reactiva mediante el dispositivo objeto de

la presente invencion:
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- En primer lugar se ejecuta de forma separada el inmunoensayo de flujo lateral en la
tira reactiva 1.

- A continuacién se coloca una tarjeta de electrodos 9 serigrafiado personalizado en el
rebaje de la zona de deteccion 5 de la superficie de trabajo 3.

- Después se coloca la tira reactiva 1 en la que se realizado el inmunoensayo de flujo
lateral sobre el electrodo 9, en la zona de deteccion 5, perpendicularmente al rebaje de
la zona de deteccion, de tal forma que la linea de test coincida con el area activa del
electrodo 9, siendo visible a través de la ventana 6.

- Posteriormente se cierra la tapa 4, de tal forma que en el movimiento de cierre las
cuchillas 7 cortan una seccién de la tira reactiva 1 por la linea de test, obteniendo un
area limitada, la cual es esencial para obtener una reproducibilidad necesaria en las
medidas a realizar.

- A continuacién se afiaden las disoluciones de medida necesarias por la ventana 6 de
la tapa 4.

- Después se conecta el electrodo al potenciostato, y se aplica la técnica
electroquimica deseada (voltametria, cronoamperometria, culombimetria...).

- Se analiza la sefial.

- La concentracion del analito diana de la muestra se calcula refiriendo la sefial a una

recta de calibrado.

De acuerdo con diferentes realizaciones particulares de la invencion, la superficie de
trabajo 3 y la tapa 4 comprenden medios de cierre complementarios entre si, para la
fijacidn de la tapa 4 en posicién de cierre sobre la superficie de trabajo 3. Las figuras
muestran una realizacién preferente en la que los medios de cierre tienen imanes 8
dispuestos en la cara interna de la tapa 4 y en la superficie de trabajo 3 coincidentes
en la posicion de cierre y que realizan la fijacion de la tapa 4 sobre la superficie de
trabajo 3.

Aunque se pueden utilizar diversos materiales para los diferentes elementos del
dispositivo, preferentemente la base 2 y la tapa 4 estaran realizadas en material
plastico, y las cuchillas 7 preferentemente estaran realizadas en acero inoxidable.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral, configurado para la
deteccidén electroquimica en tiras reactivas (1) de ensayo de flujo lateral, que
comprende

- una base (2) que comprende a su vez una superficie de trabajo (3),

- una tapa (4) abatible fijada a la base (2) configurada para el cierre sobre la
superficie de trabajo (3),

- una zona de deteccién (5) dispuesta en la superficie de trabajo (3), que
comprende un rebaje configurado para el alojamiento de una tarjeta de electrodos (9) y
la tira reactiva (1) de ensayo de flujo lateral,

caracterizado por que la tapa (4) comprende en su cara interna

- una ventana (6) dispuesta de forma que coincide al menos en parte sobre la
zona de deteccion (5) cuando la tapa (4) estd cerrada sobre la superficie de trabajo
@),y

- unas cuchillas (7) dispuestas a los lados de la ventana (6) configuradas para el
corte de la tira (1) de ensayo de flujo lateral con el cierre de la tapa (4) sobre la
superficie de trabajo (3).

2. Dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral, segun la reivindicacién
1, en el que la superficie de trabajo (3) y la tapa (4) comprenden medios de cierre
configurados para la fijacién de la tapa (4) en posicion de cierre sobre la superficie de
trabajo (3).

3. Dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral, segun la reivindicacién
2, en el que los medios de cierre comprenden imanes (8) dispuestos en la cara interna
de la tapa (4) y en la superficie de trabajo (3) coincidentes en la posicion de cierre.

4, Dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral, segun cualquiera de las
reivindicaciones, en el que la base (2) y la tapa (4) estan realizadas en material

plastico.

5. Dispositivo para ensayo electroquimico de flujo lateral, segun cualquiera de las
reivindicaciones, en el que las cuchillas (7) estan realizadas en acero inoxidable.
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