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Manuscrito

L as enfermedades infecciosas suponen una gran amenaza para la salud mundial debido a la répida diseminacion
y adaptacion de los patdgenos. El papel principal del diagnéstico clinico es identificar de forma fehaciente una
enfermedad en un paciente. Los dispositivos de diagnostico rapido permiten detectar enfermedades y
monitorearlas de forma confiable en cualquier centro sanitario. Entre estos dispositivos, los biosensores
electroquimicos presentan una alta sensibilidad y especificidad asi como una instrumentacién sencilla,
pudiendo expandirse facilmente a plataformas de deteccién multiple. Ademas, la integracion de particulas
magnéticas (MPs) en métodos de diagndstico rapido incrementa la sensibilidad y especificidad debido su
capacidad para aislar y preconcentrar una molécula diana cuando éstas son modificadas con elementos de
bioreconocimiento especifico. Asi, las MPs modificadas pueden unirse especificamente a biomarcadores y
concentrarlos de muestras complejas bajo la actuacion magnética, eliminando posibles interferencias. En esta
tesis se presenta el desarrollo de estrategias de diagnéstico basados en tecnologias emergentes, asequiblesy que
requieren un entrenamiento minimo de los usuarios finales, tales como los biosensores electroquimicos con
accionamiento magnético.Primero, se presentan dos tipos de pruebas diagnésticas para la cuantificaciéon de
linfocitos CD4 en sangre entera, usando MPs, para el seguimiento répido de pacientes con HIV en entornos de
bajos recursos. Se describen dos formatos, uno en formato tipo ELISA con deteccion éptica y otro usando
electrodos de grafito-epoxi con biosensado electroquimico. En ambos casos la estrategia involucra a) el
aislamiento de células CD4 usando MPs-antiCD3 y su marcacion utilizando anticuerpos antiCD4 biotinilados;
b) la marcacion enzimética con estreptavidina-peroxidasa; y ) la deteccién basada en la actividad enzimética.
Esta doble marcacion (a través de los receptores CD3 yCD4) no solo evita interferencias de otras células que
expresan alguno de estos receptores, sino que aumenta la especificidad del ensayo.Segundo, se describe un
ensayo de liberacion de interferon-& #xF067;&#xF020;basado en la deteccion electroquimica de dicho
trascripto producido por linfocitos T previamente aislados de sangre. Este test utiliza MPs para el aislamiento y
preconcentracion de tres dianas diferentes (linfocitos T, mMRNA y ADN doblemente marcado) en e mismo
ensayo. Primero, los linfocitos T se aislan usando MPs-antiCD3. En segundo lugar, el mRNA de los linfocitos
se preconcentra sobre MPs modificadas con polidT mediante unién a la cola de poli(A). Posteriormente se
retrotranscribe el mRNA y se amplifica el cDNA mediante PCR mdltiplex con marcacion doble para la
amplificacion de IFN-&#xF067;&#xF020; y GAPDH. Finamente, se inmovilizan los amplicones biotinilados
en MPs-estreptavidinag, y se realiza el genosensado electroquimico para la deteccion de IFN-&#xF067,
& #xF020; a través del otro marcador del cebador. Esta estrategia se propone como alternativa a los ensayos de
liberacién de IFN-&#xF067;& #xF020; que se usan en la actualidad para la identificacion de la Tuberculosis.
Por Ultimo, se presenta el disefio de un test de diagndstico rapido, especifico y altamente sensible basado en la
amplificacién isotérmica sobre MPs con deteccion electroquimica. Las técnicas de amplificacion isotérmicas



han surgido como una alternativa a la PCR para la identificacion de microorganismos infecciosos, debido a la
barrera que éstos Ultimos muestran para su implementacién en entornos de bajos recursos. El dltimo capitulo
presenta la deteccion electroquimica de ADN usando sondas candado con amplificacion isotérmica de circulo
rodante y amplificacion circulo a circulo. Esta estrategia ha demostrado ser una poderosa herramienta para la
deteccion especificay sensible de acidos nucleicos para su aplicacion en el diagndstico clinico.Los biosensores
desarrollados en esta tesis representan una gran promesa para la deteccion de forma més rapida, simple y
econdmica comparado con |os métodos tradiciona
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