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1. INTRODUCCION



Introduccién

* 1.1. La Legionella como problema de salud publica

La legionellosis es una enfermedad relativamente nueva cuyo conocimiento se
produjo en el afio 1976, tras un brote de neumonia en un hotel de Filadelfia que afect6 a
miembros de la legion americana que celebraban su convencion anual. Se produjeron un
total de 182 casos con 34 fallecidos. La enfermedad se denomind legionelosis y fue
descrita por investigadores del Center for Disease Control (CDC) de Atlanta; el agente
patdégeno causante de la misma se denomind Legionella pneumophila. No obstante
investigaciones posteriores identificaron brotes anteriores, ya desde el afio 1957.

Legionella es un género de bacterias Gram negativas, de las que Legionella
pneumophila es la especie que mas habitualmente produce la enfermedad, con 15
serogrupos distintos [1]. Las infecciones causadas por este patdgeno se presentan
principalmente de dos maneras, siendo la infeccion pulmonar o Enfermedad del
Legionario la mas severa. Esta manifestacion produce una neumonia con fiebre alta, la
cual es la causante de la mayor parte de las muertes debido a la enfermedad, siendo el

segundo cuadro sintomatico conocido como Fiebre de Pontiac un proceso febril leve

[2].

Se puede considerar el patdgeno mas importante transmitido por el agua en
términos de mortalidad [3] y se encuentra en la mayoria de aguas naturales sobre todo
en estancamientos y aguas residuales, pudiendo sobrevivir durante largos periodos de

tiempo en ambientes con alto grado de salinidad [4].

Una de las caracteristicas de este patdgeno es que produce brotes severos e
impredecibles [5], hecho que se relaciona con unos porcentajes de muerte entre el 10%
y el 40% subiendo hasta un 50% cuando dichos brotes se producen en hospitales con
personas con un sistema inmunitario méas debilitado [6]. Las zonas mas comunes de
contagio son las torres de refrigeracion, sistemas de agua caliente sanitaria, sistemas de
agua climatizada y con recirculacién como piscinas, spas y centrales humidificadoras
industriales, sistemas que favorecen la proliferacion de la bacteria llegando a alcanzar

concentraciones que pueden resultar peligrosas para el hombre [7].

La forma mas comun de contagio es la inhalacion de particulas de agua
suspendidas en el aire siendo poco probable la contaminacion de aguas de consumo [3],

por lo que el analisis en aguas en instalaciones de riesgo como las anteriormente
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comentadas es uno de los campos mas estudiados y legislados en la prevencion de la
legionellosis. En la legislacion espafiola se recoge la periodicidad y medidas preventivas
a aplicar en estas instalaciones dependiendo del numero de unidades formadoras de
colonias detectadas (Tabla 1) [8]. Las unidades formadoras de colonias son las células
viables del patdgeno, siendo necesario un cultivo y un recuento para determinarlas. El
método esta definido en la legislacion espafiola asi como los protocolos que se deben

seguir para la toma de muestra [9].

Tabla 1. Niveles de referencia en ufc L™ y medidas correctoras

correspondientes.

Revision del programa de mantenimiento
100-1000 y realizacion de las correcciones
oportunas. Remuestreo después de 15 dias
Limpieza y desinfeccion. Remuestreo
después de 15 dias.
Paro del funcionamiento de la instalacion.
>10000 Limpieza y tratamiento de choque.
Remuestreo después de 15 dias

1000-10000
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+ 1.2. Métodos de deteccion de Legionella

Se han desarrollado multitud de métodos con el fin de detectar Legionella, cada
uno de ellos con sus caracteristicas particulares, sin embargo el cultivo sigue siendo el
método estandar, certificado para la determinacién de este patdgeno. El aislamiento de
la bacteria mediante cultivo y posterior identificacion y recuento tiene en cambio una
serie de problemas asociados a la dificultad de crecimiento de la Legionella, que puede
estar inhibido por la presencia de otros microorganismos, lo que se traduce en un error
por defecto en el recuento de ufc [5, 10]. El cultivo para la deteccion de Legionella tiene
por tanto un problema de sensibilidad, a lo que se suma el elevado tiempo de analisis
(aproximadamente 10 dias), sin embargo debido a su alta especificidad sigue siendo el

método de referencia.

Con el fin de aumentar la sensibilidad y disminuir el tiempo de anélisis se han
propuesto diferentes métodos inmunoquimicos para la deteccion del patégeno. Los méas
utilizados emplean marcadores fluorescentes y enzimaticos. Inicialmente se utilizaron
anticuerpos policlonales dirigidos contra antigenos de superficie de la bacteria, sin
embargo estos ensayos mostraron problemas de selectividad asociados a la reactividad
cruzada con otras especies no patégenas [4, 5]. Asi uno de los métodos més utilizados,
la inmunofluorescencia directa (DFA), no puede discriminar entre las especies mas
cercanas de Legionella como Legionella cincinnatiensis, Legionella sainthelensi y

Legionella santicrusis [11].

Una alternativa para los métodos inmunoquimicos es el uso de anticuerpos
monoclonales. Los resultados obtenidos mejoraron mucho respecto a los anteriores
métodos basados en la reaccion de afinidad antigeno-anticuerpo, encontrandose
reactividad cruzada Unicamente entre los distintos serogrupos de Legionella
pneumophila [12]. El problema de esta metodologia es el coste adicional de los

reactivos, ya que estos anticuerpos tienen un precio elevado.

Teniendo en cuenta los problemas de sensibilidad y especificidad, una
alternativa adecuada es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ya que a la
especificidad aportada por el reconocimiento de secuencias especificas de ADN se le

suma la amplificacion en sucesivos ciclos de las hebras de ADN de la Legionella.
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La gRT-PCR (quantitative real time polimerase chain reaction) es hasta el
momento el método més adecuado para el andlisis, aunque presenta exigencias de
instrumentacion cara y personal altamente cualificado. Estas exigencias no son la mayor
limitacidn de la técnica ya que su mayor problema esta relacionado con la amplificacion
de ADN proveniente de células muertas o no viables dando lugar a una estimacion por
exceso, pudiéndose detectar Legionella en muestras recogidas 6 semanas antes [4].
También se ha observado inhibicién de la amplificacion en muestras debido a la

presencia de materia organica y metales pesados [13].

Las limitaciones de la PCR son, en comparacion con el método estandar de
cultivo, aceptables debido a que una sobreestimacidn puede dar lugar a falsos positivos
y a un gasto innecesario de recursos, en cambio una infravaloracion de las ufc de

Legionella puede traducirse en un problema de salud publica.

Con el fin de suprimir la amplificacion del ADN de las células no viables se
puede acoplar un tratamiento previo con monoazida de etidio (EMA). Este compuesto
traspasa las membranas comprometidas y se une al ADN evitando la posterior
amplificacion por la ADN polimerasa. Se ha comprobado que el método funciona
comparandolo con el cultivo y la PCR tradicional, por contra el pretratamiento deja de
ser tan efectivo cuando el nimero de ufc es elevado [14].

Desarrollar un método mas adecuado que la qRT-PCR dada su alta sensibilidad
es complicado, aunque en los dltimos afios la investigacién en biosensores unido al
desarrollo de nanomateriales constituye una alternativa atractiva desde el punto de vista

econémico y de la sencillez [15].

Los biosensores y mas concretamente los genosensores aportan ademas de la
especificidad inherente a la deteccion del ADN, una plataforma sencilla y barata. El
corto tiempo de analisis y la facil interpretacion de los datos son otras cualidades que

aumenta el interés en el desarrollo de estos métodos.

La deteccion directa del ADN de la Legionella mediante un genosensor es
posible aunque debido al gran enrollamiento del DNA gendmico dentro de la célula, es
dificil que sin un pretratamiento adecuado de la muestra se puedan lograr los extremos
limites de deteccion que el problema que se plantea demanda. Como alternativa a la

deteccion de ADN se han desarrollado en los Ultimos afios métodos para la deteccién
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del ARN ribosémico, debido al elevado niumero de copias que existen por célula y a su

menor tamafio.

Mas recientemente el gen 16S se ha convertido en una eleccion muy adecuada
para la determinacién del patdgeno, ademas la deteccion de esta secuencia proporciona
la ventaja de que su existencia esta intimamente relacionada con la actividad microbiana
de la Legionella [5]. Centrandose en la deteccion de este gen se han desarrollado
métodos con deteccidn electroquimica [16-18] y fluorescente [19-21]. También se han
desarrollado otros métodos como impedancia [22] y resonancia de plasmon superficial
[5, 23, 24] ya que estas técnicas son mas sensibles cuanto mayor es el tamafio del

analito, y no exigen el empleo de reactivos marcados.

+ 1.3. Monocapas autoensambladas

En la construccion de biosensores hay una amplia variedad de reactivos
utilizados para la modificacion del transductor con el objetivo de inmovilizar el receptor
y asi generar la fase sensora, siendo la preparacion de monocapas autoensambladas o
SAM’s (self-assembled monolayers) una de las alternativas mas comunes. Hay muchos
compuestos capaces de autoensamblarse, siendo la union entre el azufre y los metales
nobles uno de los procedimientos mas ampliamente utilizados [25]. Entre los diferentes
receptores inmovilizados mediante esta estrategia, se puede destacar la generacién de
superficies de ADN inmovilizando la sonda de reconocimiento sobre transductores de
oro, para posteriormente utilizar la reaccion de hibridacion entre secuencias de ADN

complementarias como reaccion de reconocimiento molecular.

En los primeros estudios se inmovilizaba un reactivo tiolado para posteriormente
utilizando la reaccion de la carbodiimida unir covalentemente las hebras de ADN
utilizadas como sonda [26]. Con el objetivo de generar monocapas mas densas se opto
por autoensamblar la hebra tiolada directamente, en cambio esta préctica no
proporciond buenos resultados en sus inicios debido a la afinidad que poseen las bases

nitrogenadas del ADN por el oro [27].

La solucion a estas interacciones inespecificas fue aportada por Tarlov y sus
colaboradores [28] proponiendo la adicién de otro tiol inerte controlando de esta manera

las propiedades de la monocapa. Se observo que esta estrategia no solo controlaba la
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densidad de empaquetamiento de las hebras, espaciandolas y favoreciendo la
hibridacion, sino que disminuia las uniones de otros reactivos, incluidas las bases
nitrogenadas del ADN, a la superficie del transductor. Tarlov utilizé el 6-mercapto-1-
hexanol como blogueante debido a que este alcanotiol tiene las propiedades adecuadas

para bloquear las uniones inespecificas.

Se han publicado muchos trabajos describiendo las aplicaciones de las SAM’s
[29, 30] haciendo énfasis en el desarrollo de biosensores electroquimicos.
Aprovechando todos estos estudios se ha abordado la deteccion de una amplia variedad

de analitos, poniendo de manifiesto las ventajas que aporta este sistema.

+ 1.4. El 4-aminotiofenol como blogueante alternativo

El uso de bloqueantes con el fin de eliminar las uniones inespecificas a la
superficie electrodica es muy comun en el disefio de genosensores. Esta practica ha sido

ampliamente descrita en muchos trabajos.

El 6-mercaptohexanol y el 11-undecanol como bloqueantes han sido las
primeras opciones en los trabajos en los que se selecciona como superficie del
transductor oro [31], mostrando una disminucion importante de la sefial de los blancos.
Estos alcanotioles contribuyen ademas a desplazar las hebras de ADN adsorbidas a
través de las bases nitrogenadas al oro y orientan la sonda de captura de manera que la

reaccion de hibridacion en superficie sea favorable.

Las monocapas autoensambladas de 4-aminotiofenol (4-ATP) y de otros
compuestos aromaticos similares han sido estudiadas desde los afios 90, en cambio no
hay apenas trabajos que describan el 4-ATP como blogueante en un genoensayo

completo.

Se han hecho estudios de polimerizacion con anilina en disolucion aprovechando
la capacidad del 4-ATP de formar electroquimicamente un radical que inicie la

polimerizacion preservando el enlace con el sustrato [32, 33].

Las monocapas de 4-ATP también han resultado muy eficaces para la
inmovilizacion de sondas de ADN en superficie por medio de su grupo amino [34], sin

embargo el hecho de poseer este grupo funcional orientado hacia la disolucion hace
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muy sensible la monocapa a los cambios de pH, pudiéndose observar adsorciones de

compuestos cargados negativamente a pH éacido [35].

La principal diferencia del 4-ATP con los bloqueantes méas utilizados es su
grupo aromatico. Al inmovilizar este compuesto sobre la superficie se espera que la
interaccion y la deslocalizacion electronica hagan posible un buen blogueo de la
superficie electrodica y una buena transferencia de corriente a través de la monocapa. Se
ha comprobado la capacidad bloqueante con monocapas autoensambladas de
compuestos muy similares como el tiofenol, observando un elevado bloqueo de la
superficie a la transferencia electrénica de los pares redox ferro/ferricianuro y hexamin
rutenio respecto al observado para el 4-ATP [36]. En este trabajo se concluye que esta
diferencia de bloqueo proviene de la repulsién entre los dipolos momentaneos que
forma el 4-ATP debido a la deslocalizacién electronica con el grupo amino, formandose

asi monocapas menos compactas y por lo tanto mas conductoras.

Hay otros estudios que afirman conseguir una alta densidad de
empaquetamiento, y por lo tanto una alta capacidad de bloqueo al autensamblar
monocapas de 4-ATP en concentraciones de 10 mM (muy altas) durante 46 horas [37],
sin embargo estos tiempos no son asumibles en una etapa de un genoensayo

electroquimico.

La utilizacion del 4-ATP como bloqueante de la superficie es una buena
alternativa a los bloqueantes cominmente mas utilizados como el 6-mercaptohexanol. A
su capacidad de evitar las uniones inespecificas se le une la alta conductividad a través
de la deslocalizacién electronica de sus anillos aromaticos. Otra gran ventaja de este
compuesto es la interaccion I (stacking IT) entre los anillos que le confiere una mayor

estabilidad una vez ensamblado.

+ 1.5. Gen 16S rRNA

El ARN ribosomico 16S (Figura 1) es la macromolécula mas ampliamente
utilizada en estudios de filogénia y taxonomia de bacterias. Este hecho se debe a que
estd presente en todas las bacterias actuales, su estructura y funcion ha permanecido
constante durante un largo periodo de tiempo, es relativamente largo (1500 pares de

bases) y ha conservado su estructura secundaria [38].
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A todas estas caracteristicas se suma la gran cantidad de estudios que permiten
conocer su estructura, lo que convierte a esta secuencia en una diana adecuada para la
determinacion de Legionella. En cambio, la estructura secundaria y la inestabilidad
inherente del ARN complican el analisis desde un punto de vista operacional siendo este
hecho compensado por el gran nimero de copias presente en cada célula que actla
como un sistema de amplificacion [5]. EI nimero de copias por ribosoma es de 6800 y
permite posteriormente al analisis el calculo de la cantidad de unidades formadoras de

colonias (ufc) en la muestra [39].

El ARN ribosémico 16S se considera una huella dactilar de la Legionella y ha
sido el objeto de andlisis de diferentes métodos, convirtiéndose en una opcién
alternativa que aporta grandes ventajas, sobre todo desde el punto de vista de la
sensibilidad.
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Figura 1. Estructura secundaria del ARN ribosémico 16S [40].
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Obijetivos

Como se ha expuesto en la introduccion, la Legionella es un patdégeno con una

alta tasa de mortalidad, por ello es necesario el desarrollo de métodos que permitan una

deteccion répida y por lo tanto un prevencion previa a cualquier riesgo de contagio.

En el presente trabajo se aborda el disefio de un genosensor electroquimico para

la deteccion del gen 16S rRNA utilizando como transductor un electrodo de oro

aprovechando el potencial de las monocapas autoensambladas. Se ha seleccionado el 4-

ATP como reactivo bloqueante dado su potencial para reducir las uniones inespecificas

y la elevada conductividad que aporta a través de la monocapa.

Con el fin de desarrollar un sistema sencillo acoplable a sistemas portatiles que

permitan la deteccion de Legionella en el punto de riesgo de proliferacion (point of

care) y con un precio aceptable se han fijado los siguientes objetivos:

Desarrollo de un genosensor para Legionella pneumophila con formato
sandwich empleando fluoresceina como etiqueta para la secuencia indicadora,
un conjugado monovalente antifluoreceina peroxidasa como molécula
marcadora y diferentes superficies de oro, provenientes de consumibles de
discos para la deteccion por SPR y CD’s, como superficie del transductor.
Demostracién de la universidalidad de este ensayo comparandolo con trabajos

anteriores realizados para Salmonella.

Optimizacion de las caracteristicas de disefio del genosensor mediante el estudio
de la influencia del sustrato y la cantidad de hebras de ADN inmovilizadas sobre
el transductor. Se evaluaran las caracteristicas de respuesta del sensor y
especialmente el efecto que la naturaleza de la superficie electrodica tiene sobre
la estabilidad.

Evaluacion de la capacidad del sensor para la deteccion de ufc de Legionella

pneumophila utilizando el ARN ribosémico como secuencia diana.

12
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Materiales, Instrumentacion y Protocolos

+ 3.1 Reactivos

Las secuencias de oligonucleotidos empleadas en este trabajo fueron sintetizados
por IDT Espariia (integrated DNA technologies). Sus secuencias de bases se especifican
en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias y funcion de los oligonucleotidos empleados.

Funcién Secuenciade 5'a 3
Sonda de captura HS-AGTCAA CCAGTATTATCTGACCGTCCCA
Sonda de deteccidn GGTTAAGCCCAGGAATTTCACAGATAACTT-(6-FAM)*
AAGGGTGCGTAGGTGGTTGATTAAGTTATCTGTGAAATTCCTGG
Sonda analito GCTTAACCTGGGACGGTCAGAT AATACTGG TTGACT

*El 6-FAM es un fluoréforo cominmente utlizado como marca en hebras de

ADN ya que posee un grupo carboxilico facil de bioconjugar al grupo fosfato del ADN.

La parte de la sonda analito coloreada de rojo son las bases que no se hibridan
con las sondas de captura y deteccién, y que quedaran en forma de hebra simple en la
parte mas alejada del electrodo. De este modo se tiene en cuenta a pequefia escala la
influencia de la longitud de la secuencia en la eficacia de la reaccion de hibridacion y el
posterior marcaje enzimatico y deteccion, en nuestro caso cuando se realice la reaccion

de hibridacién con la secuencia diana, un fragmento del gen que codifica el 16S rRNA.

El oligonucleétido modificado con el grupo tiol se suministrd en forma protegida
con un grupo disulfuro para minimizar la oxidacion que conduciria a la formacion de
disulfuros entre las propias hebras de ADN. Es necesario, por tanto, reducir el grupo
disulfuro con ditiotreitol (DTT).

La disolucion posteriormente se purificd con una columna de exclusién por
tamafios NAP-10 Sephadex G-25 DNA Grade (GE Healthcare) y finalmente se
determind la concentracion del oligonucleoétido tiolado espectrofotometricamente a 260

nm.

14




Materiales, Instrumentacion y Protocolos

Otros reactivos generales utilizados en este trabajo se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Disoluciones y reactivos empleados en el ensayo.

Reactivo Pureza Casa comercial

20 x SSPE* Sigma-Aldrich

10 x PBS* Sigma-Aldrich

PBS-Caseina Sigma-Aldrich
Alcohol isopropilico Prolabo

3, 3',5, 5'-tetrametilbencidina (TMB) 99%  Sigma-Aldrich

FAB anticuerpo antifluoresceina-HRP Roche
H,SO, 95-97% Merck

H,0, 33%  Sigma-Aldrich

Albumina de suero bovino Sigma-Aldrich
HNO3 65% Merck

Hexano 97%  Sigma-Aldrich

*El SSPE es una disolucion reguladora de fosfato 0.2 M de pH aproximado 7.4
que contiene 2.98 M de NaCl y 0.02 M EDTA.

*El PBS es una disolucion reguladora de fosfato 0.01 M, 0.0027 M de KCl y
0.137 M de NaCl, su pH aproximado es de 7.4.

La composicién de las disoluciones empleadas en las diferentes etapas de

construccion y operacién del genosensor es la siguiente:

e Disolucion de sonda de captura, blogueante y lavado: 2xSSPE (dilucién
1:10 de 20x).

e Disolucion de hibridacion: 2xSSPE + 0.25% albumina de suero bovina.

e Disolucion de marcaje: PBS 1x (dilucion de la disolucion comercial
1:10) + 0.5% caseina.
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+ 3.2. Instrumentacion

La sefial electroquimica se mide por medio de un potenciostato PGSTAT 10

controlado por un equipo informatico que lleva incorporado el programa GPES 4.9.

Se trabajé con 3 tipos de electrodos de oro, el primer tipo es un modelo
comercial de la casa BASi (Figura 2). Estos electrodos estan recubiertos de un
polimero y poseen una barra de oro en su extremo que proporciona una superficie de

oro de 1.6 mm de diametro.

Figura 2. Electrodos de oro de la casa comercial BASI.

Los otros dos tipos de electrodos son construidos manualmente en el laboratorio
a partir de superficies de oro depositado mediante un proceso de sputtering sobre
sustratos de diferente naturaleza. El primer tipo proviene de discos de vidrio para la
deteccidn por espectroscopia de resonancia de plasmon de superficie, que incorporan
sobre el vidrio una capa adherente de cromo y el segundo proviene de superficies de
CD’s de la marca MAM-A utilizados para el almacenaje de datos durante largos
periodos de tiempo (Figura 3), en los que el oro se utiliza como capa reflectante sobre

un sustrato de policarbonato.
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Figura 3. Discos de SPR (izquierda) y CD’s de oro (derecha) utilizados para la
construccion de electrodos.

<+ 3.3. Procedimientos experimentales

3.3.1. Preparacion de los electrodos

Los electrodos de BASI son pulidos con alumina en primera instancia para
eliminar las primeras capas de oro y con ello eliminar la suciedad presente en su
superficie, son por tanto reutilizables. Posteriormente se introducen en un bafio de
ultrasonidos durante un minuto para remover la alimina que ha quedado y ya estan

listos para un posterior tratamiento electroquimico.

Los electrodos construidos manualmente se preparan de forma analoga. En
primer lugar, se cortan del sustrato de partida porciones de 3 mm de ancho y 10 mm de
largo aproximadamente a las que se les acopla una tira de cobre para obtener el contacto
eléctrico. Posteriormente se define la superficie del electrodo de trabajo con dos tiras de
teflon que ademas evitan que el resto del oro entre en contacto con la disolucion.
Finalmente se envuelve el conjunto con teflon con el fin de evitar que las disoluciones
entren por el lateral y accedan a la tira de cobre. Se puede ver una secuencia resumida
de la construccion en la Figura 4.
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Figura 4. Etapas del proceso de construccion de los electrodos de izquierda a derecha.

La diferencia en el protocolo es previa a la propia construccion. Los discos de
SPR son lavados con alcohol isopropilico y posteriormente se les expone a disolucion
piranha (70% H,S04:30% H,0;) 30 segundos habiendo enfriado la disolucién piranha
previamente durante 90 segundos. Una vez realizado este pretratamiento se lava con

abundante agua y ya se puede realizar el montaje.

En el caso de los electrodos montados a partir de CD’s el pretratamiento es mas
complejo. EI CD posee comercialmente 4 capas, de abajo a arriba: un sustrato de
policarbonato, un polimero fotodegradable, capa de oro de entre 50-100 nm y un

polimero protector [41].

Para poder dejar al descubierto el oro es necesario eliminar el polimero
protector, para ello la alternativa aconsejada por varios autores es poner en contacto el
CD con é&cido nitrico concentrado [41, 42]. El tiempo de exposicion es variable, siendo
necesario retirar el acido con abundante agua cuando comienza a observarse que el
polimero pierde su adherencia al oro. Una vez retirado el polimero se lava con hexano-
agua-acido nitrico: agua 1:1-agua repetidas veces (minimo 3) para eliminar los

diferentes restos de oligdémeros que permanecen en la superficie del oro.

Una vez retirado el polimero totalmente se puede observar la difraccion de la luz
al incidir sobre el CD, esto es debido a que las pistas destinadas a la grabacion siguen
presentes en la superficie. Varios autores estudiaron la superficie del CD por AFM

(microscopia de fuerza atbmica) observando una distribucion de pistas cada 1 um y una
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profundidad de aproximadamente 200 nm [42, 43]. Esta caracteristica unida a la poca
rugosidad mostrada por la superficie hace que este formato de electrodo sea adecuado

para la construccion de un genosensor.

Los tres tipos de electrodos son sometidos después a tratamientos

electroquimicos que seran explicados con mas detalle en secciones posteriores.

3.3.2. Construccién del sensor

La construccion del sensor se inicia con la inmovilizacion de la sonda de captura

tiolada sobre los electrodos limpios.

Para ello se anaden 6 uL de disolucion de oligonucleétido tiolado (Sonda de
captura) preparado en disolucion reguladora 2xSSPE (Esquema 1, etapa 1). Los
electrodos se dejan durante toda la noche en atmdésfera himeda a una temperatura de 4
°C en nevera. Posteriormente se lava con la misma disolucion reguladora, se secan con
corriente de nitrogeno y se afaden 6 uL de disolucion de 4-ATP de la concentracion
adecuada, manteniéndose 50 minutos en nevera en las mismas condiciones de

temperatura y humedad (Esquema 1, etapa 2)

3.3.3 Protocolo de operacién

Con el genosensor construido se propone el empleo de un ensayo de hibridacién
con formato sandwich en el que se distinguen dos etapas: hibridacion homogénea e

hibridacion heterogénea.

A) Hibridacién homogénea

En un tubo eppendorf se afiade un volumen adecuado de la disolucién que
contiene la secuencia analito y la disolucién de sonda de deteccién, ambas en 2xSSPE
con 2.5% de BSA (Esquema 1, etapa 3). Después de 30 minutos esta disolucion es
adecuada para su empleo en la segunda etapa. Todas las operaciones en las que se
maneja la sonda marcada se han de realizar en protegidos de la luz ya que el 6-FAM se

degrada en su presencia, por ello los eppendorf se cubren con papel de aluminio.
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B) Hibridacion heterogenea

Una vez terminada la primera etapa de la hibridacion, sobre los sensores limpios
y secos se afiaden 6 pl de la disolucion preparada en la etapa anterior (Esquema 1,
etapa 4), para proteger los dispositivos de la luz las placas de Petri donde se introducen

los electrodos se cubren con papel de aluminio.

En estas condiciones se mantienen los electrodos durante 120 minutos, tiempo
suficiente para que el duplex formado por analito y sonda de deteccidn difunda hacia la
superficie electrodica donde se encuentra la sonda de captura, formandose el hibrido de

tres componentes en superficie.

Para visualizar electroquimicamente que se ha producido el evento de la
hibridacién la siguiente etapa en la operacion con el sensor es el marcaje enzimatico. En
esta etapa se utiliza una dilucién 1/300 (150 U/mL) del conjugado anticuerpo
antifluoresceina-HRP, fragmento Fab con PBS + 0.5% de caseina. Una vez limpiados
los electrodos con disolucion reguladora y secados con corriente de nitrégeno se afiaden
6 uL de esta disolucion y se mantienen protegidos de la luz durante 30 minutos

(Esquema 1, etapa 5).

A continuacion, los electrodos se lavan con la disolucion reguladora habitual y
se secan con corriente de nitrégeno antes de ser introducidos en una microcelda con un
puente salino de KCI saturado. En la microcelda se afiaden 500 pL de la disolucion
comercial de TMB y H,0, y después de 30 segundos de reaccion se mide el producto de
la reaccion enzimética (Esquema 1, etapa 6). Las medidas cronoamperométricas se

Ilevan a cabo a un potencial de 0 voltios durante 60 segundos.

La enzima oxida el TMB y posteriormente se aplica un potencial de 0 V para
reducir todo el TMB oxidado. Cuanta méas enzima, mas reactivo se oxida y mas sefial se

registrara al reducirlo.
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Esquema 1. Esquema que resume todos los pasos del procedimiento experimental. 1)
Inmovilizacion de la sonda de captura, 2) Bloqueo de la superficie, 3) Hibridacién
homogénea, 4) Hibridacion heterogénea, 5) Marcaje enzimatico, 6) Deteccion.
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Discusion y resultados

+ 4.1. Diseno de las secuencias de nucledtidos

El proceso de disefio de un genosensor comienza con la eleccion de la secuencia
de &cidos nucleicos que se va a utilizar como diana. Esta debe ser lo méas especifica
posible del patdgeno que queremos detectar. Se busca una secuencia de ADN que no

tenga cualquier otro ser vivo, y que, por tanto, pueda interferir en el analisis.

Como se ha comentado en la introduccién el gen 16S rRNA puede considerarse
como una huella dactilar de la evolucion de las bacterias, siendo por tanto una buena
eleccion para seleccionar la secuencia analito. En este trabajo se selecciond una

secuencia de 80 bases procedente del gen 16S rRNA que se muestra en la Tabla 2:

AAGGGTGCGTAGGTGGTTGATTAAGTTATCTGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGACGGTC
AGATAATACTGGTTGACT

Para comprobar la especificidad se introduce esta secuencia en el programa
BLAST([44, 45], donde es comparada con su base de datos que contiene secuencias de
material gendmico de todos los seres vivos. De las 100 comparaciones proporcionadas
por el programa se obtuvo entre 99-100% de igualdad (coincidencia en nimero de

bases), que se corresponden en un 100% a la especie Legionella pneumophila.

Durante el proceso de operacion del sensor es necesario que la secuencia diana
forme un hibrido estable con las secuencias de captura e indicadora, por tanto, otra
caracteristica importante de la secuencia seleccionada como analito es su capacidad para
formar estructuras secundarias, que deben destruirse durante el proceso de hibridacion.

En la Figura 5 se muestran las estructuras mas estables obtenidas por el
programa MFOLDI[46] ya sea en forma de ADN o ARN. Las energias son de -7.58

Kcal/mol y -22.60 Kcal/mol respectivamente.
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Figura 5. Estructuras secundarias de la secuencia analito. A) ARN. B) ADN.

Tal como se muestra graficamente en el Esquema 1, el formato de ensayo
seleccionado exige disefiar dos secuencias de ADN complementarias a distintas partes
de la secuencia analito, una de ellas actuara como secuencia de captura y sera, por tanto,

inmovilizada sobre la superficie del transductor y la segunda funcionard como secuencia
indicadora.

Al tener dos zonas de complementariedad se aumenta la selectividad del ensayo,
aunque dividir la secuencia analito en dos partes iguales no es trivial ya que es necesario
tener en cuenta las estructuras secundarias de todas las secuencias, que deben ser

desfavorables con relacién a la reaccion de hibridacion con la secuencia diana.

Para establecer la particion mas adecuada para el disefio del ensayo se utiliza, de
nuevo, el programa MFOLD con el fin de establecer las secuencias con el menor

numero de estructuras secundarias que permitan hibridar con una barrera energética lo
menor posible.
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Después de evaluar los resultados se seleccionaron las secuencias desarrolladas
en anteriores trabajos del grupo [47]. Las estructuras de la sonda de captura e indicadora
se muestran en la Figura 6 y constan de 28 y 30 bases respectivamente.
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Figura 6. Estructuras secundarias de la sonda de captura(A) e indicadora (B).

La suma de bases de las sondas desarrolladas es de 58, quedan por tanto 22
bases de la secuencia analito sin hibridarse en el extremo mas alejado del electrodo. En
trabajos previos [47] se evalud la posibilidad de llevar a cabo un duplex en el cual parte
de las 22 bases sobrantes quedaran en el medio de la sonda de captura e indicadora, en
cambio los resultados no fueron satisfactorios con una disminucion de la sefial. Esto es
debido a que el ADN monocatenario es mas flexible y se doblaba acercandose a la
monocapa, restringiendo de este modo el acceso del anticuerpo marcado y produciendo

por tanto una disminucion de la corriente registrada.
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+ 4.2. Optimizacion de la superficie del transductor electroquimico.

En el presente trabajo se utiliza la afinidad del grupo tiol por el oro para formar
monocapas autoensambladas. Es muy importante controlar el estado inicial del oro para

posteriormente realizar el genoensayo.

Los &omos de oro se disponen en un empaquetamiento cubico compacto
pudiendo estar expuestos en la superficie diferentes planos cristalograficos. Los planos
que se muestran en la Figura 7 son los de un menor indice, siendo éstos los

mayoritarios en cualquier superficie de oro.

[100] Q« [110] Q'« [111]

Figura 7. Planos cristalograficos mayoritarios en el oro.

El estudio de las caracteristicas de la microestructura es el paso previo para la
comprension de sus propiedades macroscépicas. La adsorcion de compuestos [48] y la
deposicion de monocapas autoensambladas de tioles [49] en los diferentes planos
cristalogréaficos del oro muestran que dependiendo del plano se adoptan diferentes
angulos, densidades de empaquetamientos y geometrias.

Arvia y sus colaboradores [50] ya describieron tratamientos electroquimicos en
acido sulfurico 0.5 M en los afios 80 mediante los cuales se puede orientar preferente la
superficie del oro con voltametria de onda cuadrada. La generacion de los distintos
planos depende de la frecuencia y de la amplitud del pulso, sobretodo del potencial
menor aplicado. El proceso descrito se basa en la formacion de 6xidos “solubles”del oro

y la posterior deposicion controlada por reduccion de estos.

Cada agrupacion de atomos en superficie se refleja también en su reactividad

electroquimica, pudiendo caracterizarse los distintos tipos de superficie por voltametria

26



Discusion y resultados

ciclica. Un claro ejemplo es la zona capacitiva (zona del voltagrama en la que no estan
implicados los procesos electroquimicos del oro) del voltagrama del oro, en el cual se
pueden observar diferentes procesos de la adsorcion del hidrdégeno en los diferentes

planos del oro [51].

Basandose en estos tratamientos previos, en el presente trabajo se desarrollaron
varios tratamientos electroquimicos con el fin de generar una superficie de oro
policristalina (combinacion de todos los planos) y otra orientada preferentemente en el
plano [111]. No se ha descrito que efecto tiene la orientacion superficial en la sefial
obtenida en un genoensayo, por lo que se intent6 comparar una superficie orientada
preferentemente [111] con otra “desordenada”. Esto es posible ya que los electrodos
construidos a partir de discos de SPR y de CD’s son fabricados por sputtering, siendo el
plano [111] el méas favorecido al utilizar esta técnica [43].

Los tratamientos electroquimicos se basan en 2 ciclos de
anodizacion/catodizacion del electrodo en H,SO, 0.5 M desde -1 V a + 2 V para
posteriormente realizar varios barridos ciclicos a 100 mV/s. El primer ciclo muestra una
superficie policristalina mientras que la realizacion de aproximadamente 30 ciclos da
como resultado una superficie orientada preferentemente [111]. Esto se puede entender
si se tiene en cuenta los valores extremos de potencial aplicado, los cuales no permiten
una deposicion controlada del oro, en cambio cuando vamos removiendo capas de la
superficie se observa el oro del sustrato, que como se ha comentado anteriormente es
preferentemente [111]. Si se aplican potenciales menores (entre -0.8 y +1.7 V) se puede
obtener la orientacion [111] en apenas 7 ciclos.

Cuando se expone en el trabajo que es una orientacion preferente hay que tener
en cuenta que todavia un alto porcentaje del oro tiene las otras dos orientaciones.
Wandlowski y colaboradores [52] desarrollaron un tratamiento electroquimico en el
cual se generaba una superficie con un altisimo porcentaje de oro [111]. Este
tratamiento consistia en realizar decenas de ciclos en la zona capacitiva
(aproximadamente de 0 a 1 V) a 10 mV/s llevando a cabo una reconstruccion atomica
de la superficie, sin embargo este tratamiento lleva un tiempo demasiado elevado y es
inaceptable para la alta cantidad de electrodos que se necesitan para la puesta a punto de

un genoensayo.
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Figura 8. Voltagramas obtenidos para los diferentes tratamientos electroquimicos en
H.SO,4 0.5 M frente a un electrodo de referencia de Ag/AgCI con puente de KNO3

saturado

En la Figura 8 se puede observar el diferente comportamiento voltamétrico de
las superficies de oro, dependiendo de cual sea la conformacion superficial de las
mismas. Los dos primeros picos del voltagrama del oro policristalino (linea verde) son
caracteristicos de los planos [110] y [100] (de izquierda a derecha), siendo el ultimo de
ellos la huella dactilar del plano [111]. Esta sucesion de picos es debida a la
termodinamica y a la cinética de la oxidacion de los distintos planos, siendo el oro [110]
el que menor densidad de atomos de oro posee y por tanto el mas sensible a la

coordinacion de ligandos.

En la Figura 9 se presenta el voltagrama caracteristico de superficies de oro
orientadas preferentemente [111] descrito en la bibliografia, que concuerda con el
obtenido en este trabajo con electrodos de oro preparados por sputtering y sometidos a

un tratamiento electroquimico.
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Figura 9. Voltagrama descrito en la bibliografia para el oro [111] [52].

El oro [111] tiene una caracteristica especial, forma estructuras muy ordenadas a
lo largo de una superficie denominadas “terrazas”. Estas estructuras han sido observadas
por AFM, ademas tienen la capacidad de formar monocapas de sulfato en H,SO,4 que
solo son posibles en superficies altamente ordenadas [53]. Dichas monocapas de
sulfatos se manifiestan en voltametria ciclica mediante un pico simétrico en la zona
capacitiva que se puede observar en la Figura 9 (pico P2/P2"). Este pico también ha
sido registrado en el presente trabajo (Figura 10), lo que indica que la superficie de

analisis esta orientada preferentemente [111].
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Figura 10. Voltagrama de la zona capacitiva de una superficie orientada [111] en
H.SO,4 0.5 M frente a un electrodo de referencia de Ag/AgCl con puente de KNO3
saturado.

Entre las terrazas se forman escalones donde el desorden aumenta. En estos
escalones la distribucién de carga no es homogénea, esto implica que en aquellos
lugares donde existen defectos superficiales como escalones se generan dipolos en

superficie que influyen en la forma en la que las especies se adsorben [54].

En el presente trabajo se pretende evaluar como afecta el estado de la superficie
en la formacion de las monocapas autoensambladas. Se trata de validar mediante la
realizacion de un genoensayo electroquimico la influencia de desarrollar dicho ensayo

sobre una superficie policristalina o sobre una orientada preferentemente [111].

Hay estudios previos con alcanotioles [49] en los que se demostré que su
densidad superficial es mayor en el oro [100], seguido del [111] y siendo el menor
recubrimiento para el plano [110]. Sin embargo una densidad superficial mayor no tiene
necesariamente que conducir a un ensayo mas sensible. Wandlowski y sus
colaboradores [55] evaluaron la sefial obtenida para una monocapa de alcanotioles
marcados con ferroceno, obteniendo una sensibilidad mayor con la superficie orientada
[111], sequida de la [100] y por ultimo la [110]. Estos resultados se explican por la
presencia de terrazas, que dan lugar a un mayor orden en la superficie y por tanto en la
monocapa formada que permite una deteccién mas sensible. También se compar0 este

comportamiento con el que muestra el oro policristalino llegando a la conclusién de que
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estos electrodos no presentan terrazas y que los alcanotioles autoensamblados se

desordenan en esta superficie disminuyendo la sefial.

Con el fin de seleccionar la mejor superficie para el genoensayo y basandose en
los tratamientos electroquimicos descritos se comenzd el estudio sobre electrodos
construidos sobre discos de SPR. El estudio se realizd segun los protocolos descritos en
la seccion 3. Con una concentracion de sonda de captura de 0.1 uM y 1 mM de 4-

aminotiofenol.

Se puede estimar el area electroquimica a partir de la carga necesaria para
formar o redisolver electroquimicamente una monocapa compacta en la superficie [56].
Asi el area electroquimicamente activa del electrodo de oro se puede obtener teniendo
en cuenta que la carga necesaria para reducir una capa de 6xidos de oro adsorbidos es
383 pC/cm? En este trabajo, la respuesta de corriente obtenida en las diferentes
medidas se expresard como densidad de corriente, corrigiendo asi efectos sobre la sefial

debidos a diferencias en el area del electrodo.
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® S/N superficie
orientada [111]

Relacién sefal/blanco

Figura 11. Relaciones sefial/blanco obtenidas para una concentracion de 0.5 nM de
secuencia analito sobre electrodos construidos a partir de discos para la deteccion por
SPR.
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En el ensayo se obtuvo una densidad de corriente superior para el oro [111] que
para la superficie policristalina para 0.5 nM de secuencia diana, en cambio los blancos
muestran la misma tendencia. Se obtuvo una relacion sefial/blanco (S/N) de 87 para la
superficie policristalina y de 94 para la orientada preferentemente [111] (Figura 11), lo
que indica que no hay diferencia entre ambas opciones. También se observo una alta
irreproducibilidad, con una RSD (relative standard desviation) del 44% para la
superficie policristalina y del 34% para la orientada [111]. Esta irreproducibilidad se
asocio a la reutilizacion de los discos de SPR y al tratamiento con disolucion piranha
[57], por lo que se continud con el estudio sobre la superficie de electrodos construidos

a partir de CD’s.

Al realizar el ensayo sobre estos nuevos electrodos, con una concentracion de
sonda de captura de 0.1 uM y 1mM de 4-ATP, se obtuvieron resultados similares desde
el punto de vista comparativo entre ambas superficies, obteniéndose una relacion
sefial/blanco de 84 para el oro [111] y de 80 para la superficie policristalina (Figura
12), con una mejora apreciable de la reproducibilidad.

90 - 84
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o O O o
1 1 1 1

HAu[111]
i Au policristalino
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1
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= N w Iy a1 (o2} ~
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1 1 1

Figura 12. Relaciones sefial/blanco obtenidas para una concentracion de 0.5 nM de

secuencia analito sobre electrodos construidos a partir de CD’s.

Al realizar el pretratamiento electroquimico se detectdé un aumento de la

superficie activa del electrodo debida a las pistas del CD. Este aumento puede cambiar
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la concentracién Optima de sonda de captura para el ensayo. Ademas las
concentraciones Optimas no tienen que ser necesariamente las mismas para las
diferentes orientaciones en la superficie, por lo que se realizé un estudio a tres niveles

de concentracion de sonda de captura: 0.1, 0.5y 1 uM.

Tabla 4. Optimizacién de la concentracion de sonda de captura para las diferentes

superficies sobre electrodos provenientes de CD’s.

Tipo de superficie y concentracién de j (WAJcm?) Secuencia diana j (uA/cm?) Blancos

sonda de captura(uM) 0.5 nM (RSD) (RSD)

Policristalino 0.1 5.4+0.1 (2%) 0.07+0.01 (14%)
Policristalino 0.5 2015 (25%) 0.12+0.04 (33%)
Policristalino 1 2418 (33%) 0.11+0.04 (36%)
[111]0.1 1542 (13%) 0.17+0.03 (18%)
[111] 0.5 27+8 (30%) 0.10+0.05 (50%)
[111]1 2716 (22%) 0.09+0.03 (33%)

Cuando el ensayo se realizd sobre electrodos provenientes de una sola porcion
del CD y el mismo dia, la irreproducibilidad disminuye ostensiblemente como muestra
la Tabla 4 para las medidas del ensayo con 0.1 uM de sonda de captura, en cambio
cuando los ensayos se realizaron en dias distintos y sobre todo, cuando se realizaron
distintos tratamientos con &cido nitrico concentrado la irreproducibilidad aumenta. No
obstante, los valores de reproducibilidad obtenidos son aceptables teniendo en cuenta el
sistema de construccion de electrodos, en el cual pueden sufrir agresiones mecanicas
por parte del operador y los tratamientos no son siempre exactamente los mismos

debido a la etapa de eliminacion del polimero protector.
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Figura 13. Tendencia de las sefiales de las muestras y los blancos (eje secundario) en la

optimizacion de la concentracion de sonda de captura.

El aumento de la concentracion de sonda de captura en la construccion del

sensor mejora la sensibilidad del genoensayo como muestra la Figura 13, aumentando

las sefiales para la deteccion de secuencia diana, y disminuyendo los blancos en el caso

de la superficie orientada preferentemente [111].

34

j (nA/cm?)



Discusion y resultados

WPoli0.1 WAu[111]0.1 Poli0.5 ®WAu[111]0.5 EPolil mAu[111}1
350 - 320
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

50 -

Figura 14. Evolucidn de la relacion sefial/blanco para la optimizacion de la sonda de

captura en los dos tipos de superficies.

Como se observa en la Figura 14, para una concentracion de sonda de captura
de 1 uM, la relacion sefial blanco es méxima para ambas orientaciones (320 para el oro
[111] y 208 para el policristalino), siendo esta concentracion la Optima para la
inmovilizacion de la sonda en el transductor. Ademas es a ésta concentracion donde se
observa la mayor diferencia entre las dos orientaciones. Los datos obtenidos muestran
una mayor S/N para el oro preferentemente orientado [111] frente a la superficie
policristalina. Esta orientacion proporciona una mayor sensibilidad debido al aumento
del orden en la monocapa mixta, sin embargo no es totalmente determinante. Esta
conclusién va en consonancia con la publicacion de Wandlowski y colaboradores en
sus estudios con alcanotioles marcados con ferroceno[55], en los que el aumento de
sefial para el oro [111] registrada por voltametria de onda cuadrada era de un 25%

aproximadamente respecto a la orientacion preferente en los otros planos.

Con el fin de hacer una comparacion combinando naturaleza del sustrato y
orientacion preferente se estudid la sensibilidad del genoensayo sobre electrodos de
CD’s orientados [111] y electrodos policristalinos de la marca BASi.
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Figura 15. Datos obtenidos del genoensayo empleando electrodos policristalinos de la

marca BASI.

La relacion sefial/blanco obtenida es de aproximadamente 7, notandose un gran
incremento en la sefial de los blancos (Figura 15). Este aumento puede atribuirse a la
falta de continuidad en la superficie debido a la gran cantidad de defectos presentes, y
evitando de esta manera que el stacking IT de los grupos aromaticos del 4-ATP
blogueen con mas eficacia las uniones inespecificas. Si se compara con la relacion
sefial/blanco para los electrodos fabricados por sputtering, tanto el orientado
preferentemente [111] como el policristalino, se observa una gran diferencia de
sensibilidad, por lo que se concluye que la orientacién preferente puede ayudar a
mejorar la sensibilidad, pero que es la ausencia de defectos superficiales lo que es

decisivo en la deposicion de monocapas autoensambladas.

Basandose en los resultados obtenidos se seleccionan los electrodos de oro
orientados [111] preferentemente y construidos a partir de CD’s con una concentracion

de 1 uM de sonda de captura para la realizacion del genoensayo.
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+ 4.3. Caracteristicas analiticas del genosensor

Una vez seleccionadas las condiciones de disefio mas adecuadas de la fase
sensora con el objetivo de obtener la maxima relacion sefial/blanco, se procedié a
caracterizar su respuesta. Se hicieron medidas para concentraciones crecientes de
analito para establecer la sensibilidad, la linealidad y la reproducibilidad del método

desarrollado.

Las medidas se realizaron siempre por triplicado utilizando 1 uM de sonda de

captura inmovilizada sobre una superficie de oro orientada preferentemente [111].

1 15
Concentracion (nM)

Figura 16. Respuesta del sensor a la concentracion de secuencia analito.

La ecuacion de calibracion es:
j (MA/cm?) = (33+2) [Analito]/nM + (1+2)
r’=0997 n=3

De los datos obtenidos (Figura 16) podemos concluir que las caracteristicas de

respuesta del genosensor desarrollado son:

Intervalo lineal: El ensayo tiene un intervalo de linealidad de casi 3 6rdenes de

magnitud en el rango de concentraciones estudiadas (0.005-2 nM).
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Reproducibilidad: Para niveles de concentracion bajos el sensor muestra una
reproducibilidad aceptable. La desviacion estadndar relativa de la respuesta expresada
como coeficiente de variacion (CV) es de 39% para 0.005 nM y del 51% al nivel de

concentracion 2 nM.

Limite de deteccion: Se calculé multiplicando tres veces la desviacion del

blanco dividido entre la pendiente de la recta, obteniéndose un valor de 1.8 pM.

Estos valores obtenidos estan en consonancia con estudios anteriores con un
sistema similar para la deteccion de Salmonella. En este sistema se obtuvo un intervalo
lineal de 3 drdenes de magnitud, una desviacion estandar relativa de la respuesta
expresada como coeficiente de variacion (CV) es de 37.1 % para 0.005 nM y de 2.2 %

al nivel de concentracion 5 nM y un limite de deteccion de 3.1 pM.

+ 4.4. Estabilidad del sensor

La interaccion del azufre con el oro ha sido objeto de estudio a lo largo de
varias décadas con el fin de generar monocapas autoensambladas. En los ultimos afios
esta interaccion ha servido de avance en estudios de biomedicina y nanotecnologia
[58].

A pesar de todo el conocimiento descrito sobre de estos sistemas hay un factor
limitante que impide que den el salto a una dimensién comercial: la estabilidad.

Se ha demostrado que las monocapas son fotosensibles, térmicamente
inestables y se oxidan al aire. En las monocapas mixtas los problemas son ain
mayores, observandose una pérdida aproximada del 60% de la sefial registrada a los 10
dias para una monocapa binaria de ADN y 6-mercaptohexanol [59]. Las monocapas
mixtas de 3 componentes son por lo general més estables perdiendo aproximadamente

el 30% de la sefial registrada tras 90 dias de almacenamiento.

En las monocapas mixtas se encuentran la hebra de ADN tiolada y el
bloqueante de la superficie. Termodindmica y cinéticamente hablando, el grupo tiol de
bloqueo puede desplazarse por la superficie eliminando las hebras de ADN, ya que las
monocapas autoensambladas se comportan como liquidos de dos dimensiones capaces

de desensamblarse y autoensamblarse en sitios de union vecinales [60].
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Con el fin de obtener recubrimientos mas homogéneos se puede realizar un
annealing de la superficie. Se ha comprobado que hay una temperatura de compromiso
(373 K) en la cual los tioles comienzan a desorberse [61]. Este hecho pone de
manifiesto que la temperatura es un factor determinante en la deposicion y
almacenamiento de la monocapa sobre el electrodo. A mayor temperatura mas

organizacion pero se obtiene un menor recubrimiento [60].

Un punto importante en la estabilidad de las monocapas es la existencia de
defectos en superficie. Varios son los autores [60-62] que han apuntado que un mayor
nimero de defectos tales como bordes de grano, escalones o la propia rugosidad de la
superficie ayudan a la estabilizacion de la monocapa. Una cuestién importante es la
curvatura de las nanoparticulas, la cual ayuda a la estabilizacion evitando la repulsion

entre los grupos de los tioles [62].

En el presente trabajo y como se ha descrito en secciones anteriores, se ha
intentado liberar la superficie de defectos, cuestién que va segln la bibliografia, en
contra de la estabilidad del sensor. En cambio también se ha demostrado que el
aumento del orden mejora la sensibilidad por lo que es necesario establecer las

prioridades de construccion del sistema.

Los electrodos utilizados para el estudio son los fabricados a partir de CD’s,
siendo su superficie generada por sputtering. En general se ha descrito que las
monocapas sobre oro policristalino son mas estables que las generadas sobre
superficies de oro depositado por sputtering ya que cuentan con un mayor numero de
defectos, siendo la union del azufre a estos defectos 6 Kcal méas estable que en las
terrazas del oro [111] [61]. Un punto a favor de los electrodos obtenidos a partir de
CD’s es la nanoestructuracion de su superficie, ya que ésta ayuda a que la monocapa

no se desorba con tanta facilidad [61].

Las medidas de la estabilidad del sensor descrito para Legionella se han
realizado evaluando la respuesta para una concentracion de 0.5 nM de secuencia diana
al dia siguiente, a los 5 dias y a los 16 dias después de haber depositado la monocapa
mixta. Se almacenaron al aire, en atmdsfera himeda y en nevera (4 °C). No se tuvo
tampoco ninguna precauciéon en cuanto a su fotoinestabilidad y se almacenaron sin

ningun tipo de recubrimiento con el fin de que el ensayo fuera lo mas fiable posible.
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Figura 17. Variacion a lo largo del tiempo de la sefial obtenida (Blancos en el eje

secundario).

Los datos obtenidos muestran un aumento de los blancos y disminucion de la
sefial, siendo los blancos los méas afectados (Figura 17). A los 5 dias los blancos han
aumentado un 32 % y en cambio la sefial para una concentracion de secuencia diana de

0.5 nM solo disminuye un 4%.

Después de 16 dias, en términos globales de relacion sefial/blanco (Figura 18),
hay una pérdida de sefial del sensor del 45%. Este valor esta en el intervalo normal para
monocapas autoensambladas de una sola especie de alcanotioles, por lo que se puede
concluir teniendo en cuenta que es una monocapa mixta y la baja proporcion de

defectos, que el sensor tiene una estabilidad aceptable.

Esta estabilidad esta asociada a la nanoestructuracion de la superficie y a las
interacciones IT del 4-aminotiofenol, las cuales restringen parcialmente la movilidad

lateral de los tioles.
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Figura 18. Variacion de la sefial global con el tiempo.

+ 4.5. Determinacion de las unidades formadoras de colonias de
Legionella pneumophila.

Como se ha expuesto en la introduccion, la deteccion de ARN ribosémico
presenta unas ventajas derivadas de la amplificacion que supone disponer de 6800
hebras de ARN por cada hebra de ADN presente en el gen. Ademas su presencia es
prueba inequivoca de la actividad microbiana de la Legionella por lo que no se cometen
errores al valorar la peligrosidad del contagio.

Por el contrario, la realizacion del genoensayo es més compleja y hay que tener
en cuenta una serie de factores dada la inestabilidad del analito debido a la
omnipresencia de ribonucleasas en todos los ambientes de trabajo. Las ribonucleasas,
abreviadas como ARNasas, son unas enzimas que catalizan la hidrolisis de ARN a

componentes mas pequefnos.

Debido al riesgo de hidrolisis del analito las medidas fueron realizadas

utilizando los siguientes reactivos y protocolos:

% Agua mili-Q purificada a través de un filtro Biopak® Polisher
que elimina las ARNasas para la preparacion de cualquier tipo de

disolucioén.
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¢+ Puntas de micropipetas y eppendorfs libres de ARNasas.
% Limpieza de la zona de trabajo con lejia.

% Limpieza de todo el material de plastico y vidrio con el reactivo

RNaseZap® (Ambion) antes de su utilizacion.

En comparacion con el protocolo descrito en la seccion 3.3.3., el protocolo para
la deteccion de ARN ribosémico consta de una etapa de hibridacion homogénea
diferente. Con el fin de favorecer la hibridacion de la sonda de deteccion a la secuencia
diana se realiza una etapa adicional. Esta etapa consta de una primera fase de
calentamiento a 98°C durante 5 minutos y un enfriamiento en hielo durante otros 5
minutos. De esta manera se eliminan todas las posibles estructuras secundarias, y
posteriormente, se enfria para evitar la competencia de dichas estructuras con la
secuencia marcada que se ha hibridado. Finalmente se deja 15 minutos a temperatura

ambiente y se realiza la hibridacidn heterogénea.

Las muestras fueron suministradas por el servicio de microbiologia del Hospital
Universitario de Asturias (HUCA). Estas muestras son extractos de un cultivo

enriquecido de Legionella pneumophila.

Se toma una muestra del cultivo, se reconstituye en 1mL de reguladora y se mide
la turbidez por nefelometria. De los resultados de esta medida se calcula las ufc
presentes en la muestra en base a la escala McFarland [63]. Las muestras suministras
tenian unos valores de 0.6 y 0.8 en la escala McFarland, lo que equivale a 1.8x10° ufc y
2.4x10® ufc respectivamente. Esta medida es una aproximacién, ya que la medida
nefelométrica no puede dar con elevada precision una medida de las ufc presentes en

cada muestra.

Una vez conocida la cantidad de ufc presente en la muestra se realiza una
extraccion del ADN y ARN presente mediante un kit comercial (COBAS Ampliprep

Total Nucleic Acid Isolation Kit), preconcentrandose finalmente en un volumen de 70

ML
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Todas las medidas se realizaron por triplicado realizando diluciones seriadas a
partir de la alicuota mas concentrada. Los valores de ufc estudiados varian de 6.2 x 10*

a3.1x 10",

j (nA/em?)

o = N w S (6] (op] ~ oo o
1

55 6 6.5 7 7.5
Log ufc

Figura 19.Variacion de la sefial del genosensor con las ufc de Legionella pneumophila

en la muestra en la que se extrajeron los acidos nucleicos.

La ecuacion de calibracion es:
j (MAJcm?) = (3.9+0.5) log ufc - (22+4)
r’=0984 n=3

En la Figura 19 se representan todas las sefales corregidas con el blanco, se
observa una variacion lineal de la sefial con el logaritmo del nimero de ufc en un

intervalo de casi dos érdenes de magnitud (6.2 x 10°- 3.1 x 10°).
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Tabla 5. Valores obtenidos en la determinacion de ufc de Legionella

pneumophila.

Se detectaron las tres primeras diluciones de la muestra original, no pudiendo
detectarse la Gltima dilucién que equivale aproximadamente a 62000 ufc. El limite de
deteccidn, obtenido como tres veces la desviacion del blanco dividido entre la pendiente

de la recta, es aproximadamente 4.9 x 10° ufc.

En términos de reproducibilidad, para niveles de ufc de 6.2 x 10° el sensor
muestra una desviacién estandar relativa expresada como el coeficiente de variacion
(CV) del 19%, del 25% para 3.1 x 10° y del 28% para 3.1 x 10’ (Tabla 5).

Teniendo en cuenta la complejidad del analito y la cantidad de interferentes
potenciales en la matriz de la muestra, los datos obtenidos son satisfactorios, en cambio
en un segundo experimento realizado 3 dias después de la extraccién solo se detecto la

dilucién més concentrada del extracto (3.1 x 10 ufc).

Son varias las hipotesis planteadas, sobretodo basandose que en el primer
experimento la realizacion por parte del operador no fue perfecta. La primera hipotesis
esta fundamentada en la inestabilidad de las muestras suministradas por el departamento
de microbiologia del HUCA, las cuales fueron almacenadas a -20°C. Esta temperatura
puede no ser suficiente para una conservacion éptima, por lo que en ensayos futuros se

realizaran los ensayos con muestras extraidas en un espacio de tiempo menor.
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Al realizar la primera determinacion de las ufc, la etapa previa descrita
anteriormente para la hibridacién homogénea no se llevé a cabo a la temperatura fijada,
sino que se realizd a una temperatura menor, lo que plantea dos posibilidades a los

diferentes resultados obtenidos:

1. Al exponer al ARN a una temperatura de 98°C durante 5 minutos es
posible que éste se fragmente, dando lugar a secuencias demasiado cortas

que no permitan la hibridacién de las hebras de captura y deteccion.

2. A 98°C es posible que el ADN genémico, que también ha sido extraido
en la preparacion de muestra, se desenrolle permitiendo que la secuencia
que transcribe el ARN ribosémico pueda hibridarse con la secuencia
diana. Este hecho limitaria la cantidad de secuencias analito disponibles
para la hibridacion con la sonda de captura inmovilizada en superficie y

disminuiria la sensibilidad del genoensayo.

Para encontrar una explicacion o comprobar si alguna de las dos hipotesis
planteadas es correcta serd necesario realizar nuevos experimentos con otros

procedimientos y condiciones.

La presencia del ADN gendmico puede ser eliminada mediante la utilizacion de
kits comerciales que extraen Unicamente el ARN proveniente de las células. De este
modo no solo se evita la complementariedad entre ambas secuencias sino que se

eliminan interferentes potenciales en la muestra.

La fragmentacion del ARN, a diferencia de la complementariedad del ARN
analito y el ADN genomico, presenta una doble interpretacion. Por una parte resulta
fundamental que se preserve la secuencia del ARN que hibrida con las secuencias
desarrolladas, en cambio dicha fragmentacion puede ser favorable desde el punto de
vista de las dificultades de difusion e hibridacion de una secuencia analito

excesivamente larga.

Para poder determinar las condiciones de fragmentacion adecuadas es necesario
realizar estudios mediante electroforesis en gel o electroforesis capilar que aporten datos

sobre el tamario de las secuencias obtenidas. Se dispone de varias alternativas para la
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fragmentacion del ARN, entre ellas la propia temperatura, los ultrasonidos y los kits de
fragmentacion, aunque estos ultimos no son tan especificos como los disponibles en el

mercado para ADN.

+ 4.6. Sugerencias para trabajos futuros

Se ha demostrado que el genosensor disefiado es un sistema robusto, capaz de
detectar ARN ribosdémico procedente de extractos de un cultivo de la bacteria. Aunque
los limites de deteccion que hasta el momento se han conseguido no permiten alcanzar
los extremadamente bajos limites impuestos en la legislacion, se plantean las siguientes

alternativas para mejorarlos:

La deteccion a través de resonancia de plasmon de superficie puede
proporcionar, dado el tamafio de la secuencia analito, un aumento de la sensibilidad.
Ademas la superficie de oro sobre la que se realizan las determinaciones de SPR ha sido

utilizada en la construccion de electrodos de oro en el presente trabajo.

La espectroscopia de impedancia faradaica, de la misma manera que la deteccién
por SPR, puede aprovechar el tamafio de la secuencia analito y permitiria mantener la
mayor parte de los protocolos descritos, lo que hace que esta posibilidad pueda ser
Ilevada a cabo en un corto espacio de tiempo.

La combinacion de estas técnicas unidas a las ventajas proporcionadas por la
capacidad de bloqueo aun no explorada del 4-ATP, y a la experiencia en el control de la
superficie electrodica contribuirian al aumento de detectabilidad del ensayo. Otra
alternativa es la utilizacion de varias hebras de deteccion complementarias a distintas
secuencias del ARN ribosomico, en cambio esta opcion encarece el ensayo y es posible
que la amplificacion enzimatica no tenga una respuesta lineal respecto al nimero de

marcas.

Por ultimo hay otra opcién que proporcionaria ventajas desde el punto de vista
de la sensibilidad, la utilizacion del codigo de barras biologico [64]. Este sistema
permite la hibridacién de un alto nimero de sondas de deteccidn a una nanoparticula de
oro, la cual dispone de otras secuencias de oligonucleétidos complementarias a la

secuencia analito.
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Conclusiones

Se han disefiado secuencias de oligonucledtidos para la deteccion especifica de
Legionella pneumophila y se han integrado en un genosensor por medio de
monocapas autoensambladas de tioles sobre oro. Basandose en estudios previos
del grupo de investigacion, queda puesta de manifiesto la universalidad del

sistema para la deteccion de distintos agentes patdgenos.

La fabricacion de electrodos de oro a partir de CD’s de oro y sensores de SPR
reciclados ha demostrado ser una opcion muy valida y econémica en la
construccion de genosensores electroquimicos. La utilizacion de electrodos
construidos a partir de CD’s presenta ventajas importantes de sensibilidad y

reproducibilidad dada la nanoestructuracion de la superficie.

Se han desarrollado varios tratamientos electroquimicos capaces de orientar
preferentemente la superficie, aportando de este modo un control mayor sobre el
desarrollo del sensor. El estudio de las orientaciones preferentes ha demostrado
que el orden aportado por las terrazas [111] mejora la sensibilidad del sensor, sin
embargo es la inexistencia de defectos superficiales el factor determinante en

este aspecto.

La estabilidad de almacenamiento del sensor est4 limitada por la evolucion de la
monocapa que conduce fundamentalmente a un incremento de los blancos. Sin
embargo esta estabilidad es claramente superior a la descrita para electrodos
policristalinos y 6-mercaptohexanol como bloqueante. Estos resultados se
asocian tanto al empleo de un bloqueante aromatico como el 4-ATP como a la
nanoestructuracién aportada por la superficie de los electrodos construidos a
partir de CD’s.
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Conclusiones

El genosensor propuesto muestra un amplio intervalo dinamico lineal hasta 2
nM, una reproducibilidad aceptable y un limite de deteccion de 1.8 pM. Estas
caracteristicas del sensor van en consonancia con estudios previos y ponen de

nuevo de manifiesto la universalidad del sensor.

Se ha llevado a cabo la determinacion de ufc de Legionella pneumophila a partir
de un cultivo enriquecido obteniéndose un intervalo dinamico lineal de casi 2
Ordenes de magnitud, una buena reproducibilidad (20-30%) y un limite de

deteccion de aproximadamente 5x10° ufc.
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