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DEZVOLTAREA UNUI SENZOR PLASMONIC CU FIBRA OPTICA
INTELIGENT PENTRU DETECTIA CORONAVIRUSULUI SARS-COV-2

1. Introducere

Coronavirusul sindromului respirator acut sever 2 (SARS-CoV-2) este un virus cu genom
ARN, responsabil pentru izbucnirea pandemiei de boala respiratorie acutd denumitd COVID-
19, si care a provocat pana acum peste 68200 in Romania (worldometers.info/coronavirus).
Boala extrem de contagioasa este caracterizata prin simptomatologie predominant respiratorie
(febra, tuse, dificultati de respiratie) si poate avea manifestdri cu evolutie catre detresa
respiratorie acutd, principala cauza de mortalitate [1]. Cheia pentru prevenirea si controlul
focarului de SARS-cov-2 este blocarea transmiteri infectiei printr-o politica strictd de

carantind. In acest context, o metodd de diagnostic rapidd, sensibild, specificd si inteligentd
este esentiald pentru ca pacientii suspectati sd poatd fi corect evaluati si tratati [2].

In prezent, metodele principale de diagnostic a infectiei cu COVID-19 sunt: (i) testarea
serologica prin care se depisteaza anticorpii produsi de organism ca raspuns la infectia virala
si (i) recunoasterea moleculara care identifica materialul genetic al virusului [3]. Testele
serologice evidentiaza anticorpii specifict SARS-CoV-2 de tip IgM si IgG. Detectia
anticorpilor specifici anti SARS-CoV-2 de tip IgM va permite evidentierea infectiilor acute,
insa cu un interval de timp de latentd (minim 7 zile post-infectie), fatd de detectia acidului
nucleic viral. Cultura celulara, testul imunosorbent legat de enzima (ELISA) sau reactia de
polimerizare in lant cu revers-transcriptaza (RT-PCR) sunt unele dintre metodele
conventionale utilizate pentru diagnosticarea infectiei cu SARS-CoV-2 [4]. Cu toate acestea,
conform unor rapoarte anterioare, majoritatea acestor metode necesita reactivi si echipamente
scumpe, timp lung de procesare, precum si personal bine instruit [5]. Prin urmare, este
avantajos sa se investigheze amanuntit pacientii suspectati printr-un alt sistem de diagnosticare
fiabil. Tn acest context, biosenzorii optici sunt ideali pentru a oferi o solutie alternativa si fiabila
pentru diagnosticul clinic, detectarea in timp real si monitorizarea continua [6].

Printre diferitele tehnici de biodetectie, sistemele cu fibra opticd care se bazeazd pe
fenomenul de rezonanta a plasmonilor de suprafata (FO-SPR) sunt aplicabile diferitelor clase
de analiti de interes clinic [7]. SPR este una dintre cele mai avansate tehnologii de detectie Tn
timp real, fara etichetare, care ofera informatii despre cuantificarea moleculei tinta si cinetica
biomoleculara [8,9]. Recent, cuplarea fenomenului SPR la tehnologia fibrei optice (FO) a
declansat progrese notabile in domeniu, oferind avantaje atractive fata de platformele
traditionale SPR bazate pe prizme, cum ar fi simplitatea, portabilitatea, rentabilitatea si
miniaturizarea [10]. Tn tehnologia FO-SPR, prizma este inlocuita cu o fibra optici acoperita cu
metal care serveste drept ghid de undid pentru lumina incidentd. In acest caz, interfata
plasmonica este activata la expunerea acestor fibre optice la mediul dielectric dorit. De
remarcat, biosenzorii FO-SPR prezinta si alte caracteristici interesante: capacitate de
multiplexare, posibilitatea de imbunatatire a sensibilitatii prin incorporarea diferitelor
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nanomateriale in bioteste, precum si capacitatea de face masuratori la fata locului, eventual in
combinatie cu instrumente suplimentare [11]. Prin urmare, biosenzorul FO-SPR este un
candidat ideal pentru detectia 1n timp real si fara etichetare a analitilor la scard nanometrica,
fiind de asemenea o tehnologie interesanta pentru detectia SARS-CoV-2.

Tn acest proiect, propunem asadar validarea unei platforme de detectie point-of-care (POC)
bazata pe tehnologia FO-SPR (youtube.com/INFLPR FO-SPR), capabild sa ofere un
diagnostic precis si rapid in cazul de infectare cu COVID-19, fara a necesita echipamente

complexe si foarte costisitoare. Senzorul FO-SPR acoperit cu Au va fi functionalizat cu
aptameri (secvente scurte de oligonucleotide monocatenare) specifici pentru captarea
glicoproteinei spike SARS-CoV-2. Acest proces, pe langa faptul cad este monitorizat in timp real
pentru un diagnostic rapid, va permite si cuantificarea glicoproteinei spike SARS-CoV-2 din
proba. Mai mult, prin construirea unui software adecvat, folosirea unor algoritmi de colectare
si procesare a datelor si integrarea analizei statistice pentru generare de solutii analitice, vom
transforma senzorul FO-SPR intr-unul inteligent.

SARS-COV-2 a fost ales ca model de biotest pentru ca este de actualitate si pentru ca avem
experientd de lucru cu acesta, dar aceasta tehnologie poate fi folositd n viitor pentru
identificarea diversilor virusi.

2. Resurse si materiale

Munca de cercetare din cadrul primei etape a acestui proiect s-a desfasurat in cadrul grupului
,Lasere In domeniul stiintelor vietii, mediu si productie” (LLASEM), al Institutului National
de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Laserilor, Plasmei si Radiatiei (INFLPR), Romania, de
catre directorul de proiect lulia Antohe, impreuna cu membrul echipei Bianca-Giorgiana
Solomonea. Intreaga infrastructura a institutului INFLPR a fost si va fi disponibild pentru
dezvoltarea proiectului. Toate chimicalele, bio-reagentii si materialele sunt de calitate
superioard si au fost comandate. Pana in prezent nu au sosit toate in laborator.

3. Rezultate si discutii

Etapa 1 = Aprilie — lulie, 2023. Optimizarea platformei de detectie FO-SPR

Activitatea 1.1. Fabricarea senzorilor FO-SPR acoperiti cu aur si determinarea indicatorilor
de performanta a intregului sistem de detectie

Sistemul de detectie FO-SPR (vezi Figura 1) cuprinde concret urméatoarele componente: (1)
o sursd de lumina cu halogen, (2) un spectrofotometru UV-Vis, (3) un senzor interschimbabil
FO-SPR introdus intr-un conector de tip SMA si (4) un brat robotic controlat de calculator
pentru a deplasa senzorul FO-SPR dintr-un recipient care contine proba de analizat, intr-altul.
Lumina care trece prin zona activa a senzorului FO-SPR este reflectata inapoi la varful acestuia
si masuratd cu ajutorul spectrofotometrului. Interactiile moleculare care au loc la interfata
plasmonica (eg. interactia dintre un anticorp si antigenul specific) conduc la o schimbare a
semnalului SPR (eg. modificarea pozitiei lungimii de unda SPR initiald), ce poate fi mai
departe monitorizata in timp real, obtindndu-se astfel o senzograma.
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Figura 1. Sistemul de detectie FO-SPR
dezvoltat. In stinga este prezentatd o imagine
marita a senzorului FO-SPR fixat intr-un
connector SMA. Acest sistem cuprinde
urmatoarele componente: (1) o sursa de
lumina cu halogen, (2) un spectrofotometru
UV-Vis gi (3) un senzor interschimbabil FO-
SPR introdus Tntr-un conector de tip SMA.

gevcossns adute

Optical fiber

Light source

Senzorii au fabricati prin taierea unei fibre optice (FO) comerciale, indepartarea jachetei si a
materialului polimeric pe o portiune de 0.5 cm si acoperirea acestei zone cu un strat subtire de
aur folosind un sistem de pulverizare catodica in plasma (magnetron sputtering), ca cel din
Figura 2.

S

Fibre optice
introduse in suport

Figura 2. Imagine cu sistemul de pulverizare catodicd in plasma si a incintei acestuia. Se observd ca tinta
de aur este montatd sus iar jos sunt suportul rotativ cu FO §i cristalul de cuart pentru monitorizarea grosimii
filmului de aur.

Sensibilitatea (S) si figura de merit (FOM) sunt doi dintre indicatorii de performanta a
senzorului FO-SPR ce au fost determinati. Sensibilitatea senzorului FO-SPR a fost testata prin
efectuarea masuratorilor de indice de refractie (RI) in dilutii de sucroza (0, 2, 4, 8, 12% g/g).
Valorile RI pentru cele cinci dilutii de sucroza sunt trecute in Tabelul 1.

Tabel 1: Valorile indicelui de refractie pentru diverse dilugii de sucroza (0% este apa deionizata).

Concentratie sucroza (%) Indice de refractie - RI
0 1.3330
2 1.3359
4 1.3388
8 1.3447
12 1.3525

Tn cazul senzorilor FO-SPR sensibilitatea este exprimati ca fiind raportul dintre modificarea
pozitiei lungimii de undda SPR (A\spr) si schimbarea RI din solutia de analizat (An): S =
Ahspr/An [nm/RIU].
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Sensibilitatea este determinatd asadar prin reprezentarea deplasdrilor lungimii de unda SPR in
functie de valorile RI ale fiecarei solutii de sucroza (vezi Figura 3), urmata de fitarea liniara a
curbei de calibrare obtinute (vezi Figura 4).

Typical real-time sensorgram
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Figura 3. Evaluarea sensibilitatii senzorului FO-SPR. Exemplu de dipuri spectrale SPR obtinute in apd §i in

solutie de sucroza 12%, cu indice de refractie (R1) diferit. Un RI mai mare deplaseaza spre rosu dipul spectral

SPR. In stdnga este o senzogramd tipicd obtinutd in timp real, care aratd deplasarea pozitiei dipului SPR in

timp pentru fiecare solutie de sucroza. Senzorul FO-SPR a fost tinut un minut in fiecare solutie de sucrozd,

volumul solutiei analizate fiind 200 uL.
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Valoarea sensibilitatii senzorului FO-SPR acoperit cu aur este data de panta curbei de calibrare

similara cu cea obtinuta in literaturd (intre 1600-1800 nm/RIU), intregul dispozitiv FO-SPR
poate fi utilizat in diverse aplicatii.
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Figura 4. Curba de calibrare corespunzditoare obtinutd cu ajutorul mdsurdtorilor in dilutiile de sucroza.

de panta curbei de calibrare i este 1877 nm/RIU.
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Figura de merit (FOM) in cazul senzorilor FO-SPR este exprimata ca fiind raportul dintre
sensibilitate (S) si Lagimea la semiinal{ime (Full width at half maximum -FWHM) a dip-ului
SPR: FOM = S/[FWHM [RIU]. Pentru calcularea automata a FWHM a fost creat un program in
Origin. Tn cazul senzorilor FO-SPR acoperiti cu aur avem un FOM = 19 RIU.

Activitatea 1.2. Imbundtdtirea programelor de software pentru sistemul FO-SPR

In paralel cu determinarea indicatorilor de performanta a senzorilor FO-SPR au fost create doua

scripturi de software:

a) pentru controlul automat al bratului robotic incorporat dispozitivului CNC (vezi Figura 5).
Programul in G-code pentru software-ul ColiDrive permite miscarea cu o anumita viteza (F
in mm/min) a senzorului pe axele X, Y, Z, si astfel acesta poate fi pozitionat in recipientele
cu probele de analizat si lasat un anumit timp (H in sec.) in functie de aplicatie. Directorul
de proiect are expertiza cu programul in G-code.

Exemplu de program in G-code:
%prog

G90 G17

T1 M6

GO1 X0 YO Z0 F1000

GO01 X0Y101 Z0 F1000

G01 X72 Y101 Z0 F1000

GO01 X72 Y101 Z-79 F1000

G4 H10

GO01 X72 Y101 Z-79 F1000

GO01 X72 Y101 Z0 F1000

GO01 X72 Y0 Z0 F1000

G01 X0 YO Z0 F1000 . |

or

| |

Figura 5. Imagine a dispozitivul CNC cu bragul robotic controlat de calculator printr-un program in G-
code. Senzorul FO-SPR este fixat de bratul robotic si mutat automat dintr-un recipient cu proba de analizat
ntr-altul, in functie de aplicatia doritd a fi implementatad.

b) pentru monitorizarea in timp real a pozitiei dipului spectral SPR si procesarea de date. Tn
acest sens a fost folosita gandirea algoritmica si a fost conceput un program care sa
achizitioneze si sa prelucreze datele in timp real. B.G. Solomonea si I. Antohe au lucrat la
optimizarea acestui program in Labview si R (vezi Figura 6 si Figura 7).
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Figura 6. Diagrama schematica care ilustreaza logica programului in Labview.

n Figura 6 este ilustratd schema logica implimentata in Labview pentru achizitia si prelucrarea
datelor. In prima faza ne folosim de spectrofotometru pentru a achizitiona un spectru. Astfel,
acesta este setat sa primeasca timpul de integrare dorit si numarul de spectre acumulate pentru
o singura achizitie. Spectrele SPR astfel acumulate sunt apoi reprezentate grafic automat, asa
cum apare si in print-screenul interfetei aplicatiei din Figura 7, putand fi apoi salvate daca este
necesar.

In a doua faza se initiaza algoritmului de fitare, spectrul SPR obtinut fiind fitat polinomial. in
urma fitarii polinomiale, pozifia dipului spectral SPR este extrasa si reprezentata grafic in
functie de timp, obtinand in final o senzograma.
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Figura 7. Print-screen a interfetei aplicatiei dezvoltate in Labview pentru monitorizarea dipului SPR.

In prima etapa a proiectului (Etapa 1) directorul de proiect a indeplinit sarcinile de cercetare
prevazute la Activitatea 1.1 si a colaborat cu B.G. Solomonea pentru dezvoltarea/ optimizarea
celor doua programe de software mentionate la Activitatea 1.2. Toate livrabilele promise n
aceasta etapa au fost indeplinite cu succes.
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4. Diseminarea rezultatelor obtinute (01/10 — 03/12, 2021)

Diseminarea rezultatelor obtinute s-a facut prin: (i) participarea la cinci conferinte nationale si
internationale (cu recunoasterea sprijinului acordat de AOSR); (ii) prin trimiterea spre
publicare a unui articol, intr-un jurnal cotat ISI (cu includerea afilierii AOSR si recunoasterea
sprijinului acordat de AOSR); prin intocmirea acestui raport stiintific trimis la AOSR péna pe
31.07.2023; precum si prin (iii) alte actiuni de popularizare:

Conferinte nationale si internationale:

1) Antohe I., Solomonea B.G., si Socol G. Towards Smart SARS-CoV-2 Detection Using a
Plasmonic Sensor, NanoBioMat 29 iunie 2023, Romania (prezentare poster)

2) Popa A., Stochioiu A., Toderascu L., Antohe V., Socol G. si Antohe I. Detection of
Ammonia Using Polymer Based Chemiresistive Sensors, NanoBioMat 29 iunie 2023, Roménia
(prezentare poster, s-a obtinut premiul “Best Poster Awards”)

THE ACADEMY OF ROMANIAN SCIENTISTS

This award is proudly presented 1o

3) Popa A., Stochioiu A., Toderascu L., Antohe V., Socol G. si Antohe I. Detectia de inalta
sensibilitate a amoniacului cu ajutorul senzorilor chemirezistivi, Sesiunea Stiintifica Anualad a
Facultatii de Fizica 2023, Universitatea din Bucuresti, Romania (prezentare orala)

4) Popa A., Stochioiu A., Toderascu L., Antohe V., Socol G. si Antohe |. Detectia de inalta
sensibilitate a amoniacului cu ajutorul senzorilor chemirezistivi, Pentagonul Facultatilor de
Fizica, lasi 15-17 iulie 2023 (prezentare orala)

5) Antohe I., Toderascu L., Stochioiu A., Popa A., Antohe V. si Socol G. Development of a
fiber optic surface plasmon resonance (FO-SPR) sensor for food and environmental
monitoring, IBWAP (21st International Balkan Workshop on Applied Physics and Materials
Science) 11-14 iulie 2023, Romania (prezentare orala)

Articole:

1) B. Ydir et. al., Effects of the chemical and mechanical parameters of the automated SILAR
method on the deposition of ZnO nanostructured thin films, trimis catre un jurnal pe zona rosie
cu IF 7.392

2) B.G. Solomonea et. al., Plasmonic strategies for SARS-CoV-2 detection, in lucru
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Actiuni de diseminare catre publicul larg:

S-a avut 1n vedere popularizarea obiectivelor specifice, precum si a rezultatelor stiintifice
obtinute in urma implementarii acestui proiect de cercetare, prin intermediul retelelor de
socializare ale directorului de proiect (LinkedIn si Facebook). De asemenea, s-au desfasurat
sesiuni de informare a elevilor si studentilor ce viziteaza periodic laboratoarele INFLPR.
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