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Lista de abreviaturas

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

Ufc: unidades formadoras de colonia.

VBNC: viables pero no cultivables.

MBA: &cido mercaptobenzoico.

TMB: 3,3°,5,5’-Tetrametilbencidina.

MCH: 6-mercapto-1-hexanol.

EDC: N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida hidrocloruro.
NHS: N-hidroxisuccinimida.

PBS: reguladora fosfato salina.

SSPE: reguladora fosfato con AEDT.

BSA: Seroalbumina bovina.

HEPES: 4-(2-Hidroxietil)-piperazina-1-acido etanosulfonico.

POD: Enzima peroxidasa.
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1.Introduccion



1.1 Un problema de salud publica: Legionella pneumophila

La Legionella pneumophila se considera la bacteria acuatica mas importante en terminos
de mortalidad [1]. Se trata de una bacteria Gram-negativa aerobia con 56 especies y
subespecies que corresponden a mas de 70 serogrupos [2]. De todos ellos la Legionella
pneumophila Serogrupo 1 es responsable de la mayoria de infecciones por Legionella
detectadas en el ser humano y, ademas, es la que se aisla mas frecuentemente en estudios

ambientales.

De forma natural, la Legionella pneumophila habita en ecosistemas de agua dulce (rios,
lagos) donde se encuentra en pequefia concentracion. En estos medios la bacteria
sobrevive a las variaciones ambientales en el interior de protozoos donde presenta una

alta resistencia al estrés, capacidad que justifica su gran patogenicidad [3] [4].

Sin embargo, desde su hébitat natural la bacteria puede colonizar sistemas de agua
artificiales (circuitos de refrigeracion de aire acondicionado, piscinas, spas, etc) cuyas
condiciones de temperatura (en torno a 25 °C) y la presencia de materia organica e
inorgénica resultan favorables para su crecimiento y multiplicacion. Se ha demostrado
que el material utilizado en las tuberias del sistema también influye en el crecimiento de
la bacteria. El uso de cobre disminuye el riesgo, al contrario que el plastico, que suele
suponer la presencia de una mayor cantidad de Legionella [3]. Si en las instalaciones
existe un mecanismo generador de aerosoles, la bacteria se dispersa en el aire y las gotas
de agua contaminada pueden penetrar por inhalacion en el aparato respiratorio humano
desencadenando la infeccion.

De forma general se utiliza el término legionelosis para referirse a la enfermedad
provocada por la bacteria Legionella que afecta al hombre y que fue identificada por
primera vez en 1976 en Philadelphia durante la convencién anual de la legién americana;
a este suceso debe su nombre [5]. Esta puede presentar dos formas clinicas distintas:
neumonia por Legionella y Fiebre de Pontiac. Esta ultima es un forma no neumonica
similar a un proceso gripal (proceso febril leve); mientras que la primera es un proceso
infeccioso pulmonar cuyos sintomas son malestar general, dolor muscular, sintomas
gastrointestinales, fiebre alta, alveolitis y bronquiolitis ocasionando dafios de pulmon; no
difieren mucho de la neumonia comun por lo que su identificacion solo es posible

mediante una prueba de laboratorio.



Personas ancianas o con deficiencias en su sistema inmunolégico son las més susceptibles

de padecer legionelosis y presentan mayor riesgo de mortalidad [3].

En la legislacion medioambiental espafiola [6] se recogen los protocolos de actuacion y
las medidas preventivas para el control de la legionelosis dependiendo del nimero de
unidades formadoras de colonias detectadas (ufc). Las unidades formadoras de colonias
son las células viables del patdgeno, es decir, con capacidad para crecer y cultivarse. En

la siguiente tabla se recogen las medidas correctoras dependiendo de los niveles de ufc/L:

Tabla 1. Acciones en funcion de los resultados de los analisis microbiol6gicos.

Ufc/L Protocolo de actuacion
100-1000 Se revisaré el plan de mantenimiento y se realizaran las correcciones
oportunas. Al cabo de 15 dias se repetira el ensayo.
Se llevaré a cabo la limpieza y desinfeccion. Se realizara un nuevo
1000-10000 ]
recuento a los 15 dias.
Se detendra el funcionamiento de la instalacion, se procedera a la
> 10000 limpieza y tratamiento de choque y se volvera a muestrear pasados 15
dias.

1.2 Métodos de deteccion de Legionella

Método oficial de deteccidn de Legionella

Treinta afios después del primer brote de Legionella existe todavia la necesidad de buscar
un método de analisis rapido, sensible y selectivo para la deteccion y cuantificacion de
esta bacteria en muestras de agua. Los meétodos utilizados hasta ahora para su
determinacion son los métodos estandar de cultivo. Estos métodos se corresponden con

el método oficial internacional segun la norma 1SO 11731. [7]
Métodos de cultivo:

La capacidad de aislar y cultivar bacterias patégenas en un medio artificial fue uno de los
mayores descubrimientos sobre métodos de diagnostico en el siglo pasado y aun sigue
siendo el principal procedimiento utilizado para diagndstico microbioldgico.



En el caso particular de la Legionella, su aislamiento mediante cultivo y posterior
identificacion y cuantificacion presenta una serie de problemas: la dificultad de
crecimiento de la bacteria, debido a la presencia de otros microorganismos; vy, la
incapacidad para detectar bacterias en estado viable pero no cultivables (VBNC), que

afecta a la sensibilidad del método (error por defecto en la cuantificacion).

El estado VBNC se puede definir como una estrategia de supervivencia en respuesta a
una situacion de estrés (exposicion de la bacteria a desinfectantes quimicos, al calor o a
la luz UV) en la que las bacterias estan vivas, pero han perdido su habilidad para crecer

y desarrollarse. [8]

Otro inconveniente importante es el elevado tiempo de analisis ya que necesita al menos

10 dias para obtener resultados definitivos.

El método de cultivo consiste en el crecimiento de la bacteria en un medio especifico;
situado en las placas Petri que se incuban a una temperatura de 36 £ 2 °C, en una atmoésfera
himeda y durante 10 dias. Las bacterias de la muestra de agua se concentran mediante
filtracién por membranay, a continuacion, el filtro se trata con tampdn acido para inhibir
el crecimiento de otras bacterias distintas a la Legionella pneumophila. Una vez el filtro
ha sido tratado, se transfiere a una placa con un medio selectivo y se incuba. En el caso
de la Legionella pneumophila el medio selectivo es un medio de agar tamponado de

extracto de levadura y carbon vegetal que contiene L-cisteina y hierro (I11). [9] [10]

Técnicas alternativas al método oficial de analisis

Los métodos de determinacion de Legionella alternativos al método de cultivo se pueden

clasificar en:

— Inmunoensayos
— Métodos basados en el material genético:
e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

e (enosensores
Inmunoensayos:

Para intentar solventar los problemas que plantea el método oficial para la deteccion de
Legionella se han propuestos numerosos ensayos inmunoquimicos que se basan en la

reaccion de reconocimiento entre un anticuerpo y un antigeno.



Se ha demostrado que el principal agente causante de la legionelosis es el serogrupo 1 de
la Legionella pneumophila; luego los inmunoensayos van a consistir en el reconocimiento

de este antigeno.

El formato de inmunoensayo més utilizado es un ensayo directo tipo sandwich que usa
anticuerpos policlonales especificos del antigeno del serogrupo 1 como anticuerpos de
captura e indicadores. La marca del anticuerpo indicador puede ser una enzima o0 una

molécula fluorescente.

Estos ensayos suponen una gran mejora respecto al método de cultivo en cuanto al tiempo
de andlisis ya que su duracion es aproximadamente de 3 horas. Aun asi es necesaria una
mejora de la sensibilidad antes de que se puedan aplicar en el control bacteriol6gico

rutinario de muestras de agua. [11] [12]
Cuantificacion por PCR a tiempo real:

Los métodos de amplificacion de ADN basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
para deteccion de bacterias patogenas ofrecen una alternativa a los métodos
convencionales de cultivo ya que no solo detectan la secuencia del organismo
(especificos) sino que también la amplifican (mejoran la sensibilidad). También supone

una mejora en la duracion del ensayo respecto a los métodos de cultivo. [13]

La PCR a tiempo real permite la cuantificacion de Legionella en un periodo de 24-48 h,

aunque precisa de instrumentacion cara y personal cualificado para su desarrollo.

Otra limitacién importante es su incapacidad para diferenciar entre células viables y no
viables; debido a que también amplifica el ADN procedente de células muertas, lo que

conduce a una sobreestimacion y, en ocasiones, a falsos positivos [14] [5]

Aun asi, es preferible una estimacidn por exceso del contenido de Legionella en las
muestras que la subestimacion de unidades formadoras de colonias del patdgeno

determinadas por el método oficial [15].

Por otro lado, se ha observado inhibicion de la amplificacion en muestras que contienen
metales pesados (hierro) y materia organica (acido himico) [16] lo que conlleva procesos
méas complejos de tratamiento de las muestras. En los ultimos afios se han aportado

soluciones en ese sentido [17].



Genosensores:

La demanda de ensayos rapidos para medidas de campo que faciliten el control de la
bacteria en las instalaciones, permitiendo una aplicacién inmediata de las medidas
correctivas oportunas ha convertido los biosensores en una buena alternativa para la

deteccion de Legionella [18].

Un biosensor es un dispositivo que integra un elemento sensor bioldgico como enzimas,
anticuerpos o acidos nucleicos que reconocen el analito de interés, con un transductor que

convierte la sefial de reconocimiento en una sefial eléctrica medible.

Los genosensores son biosensores de ADN que utilizan la reaccién de hibridacion entre
secuencias de ADN complementarias como reaccion de reconocimiento, aportando una
gran selectividad [19] [20]. Si a esto se afiaden las ventajas propias de la deteccion
electroquimica: alta sensibilidad, rapidez, bajo coste, potencial para la miniaturizacion y
automatizacion [21]; es posible obtener plataformas de andlisis complementarias al
método estdndar de cultivo para el control de rutina de Legionella en muestras

ambientales.

1.3 Monocapas autoensambladas

En la construccidn de biosensores existe una gran variedad de estrategias para inmovilizar
el elemento de reconocimiento bioldgico sobre la superficie del transductor, siendo la
preparacion de monocapas autoensambladas 0 SAMs (self-assembled monolayers) una

de las alternativas mas comunes. [22]

De entre todos los sistemas capaces de autoensamblarse sobre un sustrato solido, la
interaccién entre el azufre y los metales nobles, fundamentalmente oro ya que es un

material bastante inerte, ha sido uno de los méas empleados.

La reaccién que se lleva a cabo entre un compuesto tiolado y un sustrato de oro es la

siguiente:
R-S-H + Au%, — R-S-Au*-Au’, + % H,

Este proceso presenta una energia de quimisorcion de aproximadamente 30 Kcal/mol

[23], proxima a un enlace covalente. Tiene lugar en dos fases; una primera fase en la que



se forma la union S-Au y una segunda fase que consiste en la reorganizacion de las
cadenas. Las cadenas se empaquetan y adquieren su conformacion gracias a que
interaccionan entre si mediante fuerzas de van der Waals; para obtener capas ordenadas
se necesita un cierto tiempo. Las SAMSs no estan orientadas totalmente perpendiculares a

la superficie sino que posee un pequefio angulo de inclinacion [24].

La mayor parte de los trabajos descritos para la inmovilizacion de ADN utilizan
monocapas autoensambladas mixtas del oligonucle6tido modificado con un grupo tiol en
su extremo 5° y un compuesto tiolado inerte que tiene la funcion de controlar la densidad
de empaquetamiento, actuando como espaciador, y de evitar adsorciones inespecificas
sobre la superficie electrodica, actuando como blogueante. La molécula tiolada mas usada

para cumplir este fin es el 6-mercapto-1-hexanol (MCH). [25]

Aunque inicialmente se asumio la homogeneidad de las monocapas autoensambladas
mixtas de ADN [26], ha sido puesta en entredicho mediante estudios de microscopia de
fuerza atomica (AFM) [27] que proporcionan una imagen de la superficie a nivel
molecular en lugar de la informacién promedio obtenida mediante técnicas mas
convencionales: Resonancia de Plasmon de superficie (SPR) [28], Microbalanza de

cristal o cuarzo [29] y métodos electroquimicos [30].

Segun estos estudios mas recientes, las moléculas de ADN tienden a agruparse formando
agregados o “clusters” lo que se traduce en una menor eficiencia de hibridacion (no todas
las hebras inmovilizadas estan accesibles para unirse a la hebra complementaria) y una
limitada estabilidad de la fase sensora. EI empleo de SAMs puras, de un anico
componente, que permiten enlazar mediante técnicas de bioconjugacion las hebras de
ADN podria ser una buena alternativa a las tradicionales SAMs mixtas ya que
posibilitarian la obtencion de capas sensoras mas homogéneas y con mayor estabilidad

en el tiempo. [31]

1.4 ARN ribosomico 16S

El ARN ribosomico 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de
filogenia y taxonomia bacteriana. Esto se atribuye a que estd presente en todas las
bacterias, su estructura y funcion han permanecido constantes en el tiempo; es
relativamente largo (1500 nucledtidos) y ha conservado su estructura secundaria

caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena alternando con segmentos



de cadena sencilla (Figura 1). Por todo ello se considera un crondmetro molecular que
permite distinguir entre distintos organismos procariotas en general y bacterias en

particular.

Secondary Structure: small subunit ribosomal RNA

Legionella pneumophila
(M59157)

1.Bacteria 2.Proteobacteria 3.gamma subdivision
4 Legionellaceae 5.Legionella
Mov 1998

Figura 1. Estructura secundaria del ARNr 16S.

El ARNr 16S se encuentra contenido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano junto
con 21 proteinas diferentes; posee secuencias cortas especificas (oligonucle6tidos firma)
que estan presentes en todas las bacterias de un mismo grupo, pero no se encuentran en

el resto de grupos.

La identificacion molecular de bacterias basada en el anélisis del ARNr 16S o del gen que
lo codifica esta indicado especialmente para cepas cuya determinacion mediante métodos
fenotipicos resulte complicado (bacterias no cultivables, de crecimiento lento, con

requerimientos nutricionales complejos, etc) como es el caso de la Legionella.

El ARN ribosomico resulta una diana ventajosa desde el punto de vista de la sensibilidad

ya que el numero estimado de ribosomas por célula es de 6800 [16]. Ademas la presencia



de ARN es indicativa de actividad metabolica, luego es adecuado para detectar L.

pneumophila viva. [32]

1.5 Fundamento de la cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica sencilla muy empleada en el campo de
genosensores. En esta técnica la respuesta que se registra es la corriente generada en el
electrodo de trabajo en funcion del tiempo a un potencial constante, al que la especie

electroactiva se encuentra totalmente reducida u oxidada.

La funcion de excitacion es un salto de potencial desde un valor inicial (E1), al cual no
existe corriente, hasta un valor de potencial (E2), al cual tiene lugar la reduccion u

oxidacion de la especie electroactiva instantaneamente (Figura 2).

Figura 2. Sefial de excitacion en cronoamperometria cuando la especie que se encuentra en disolucién es
oxidada. [33]

Este proceso provoca un gradiente de concentracion; y como consecuencia, un transporte
de materia debido a la difusion de la especie medida desde la disolucion a la superficie
del electrodo. Una vez la especie medida alcanza el electrodo es transformada; luego, la
velocidad de trasformacidn de una especie a otra esta controlada por su velocidad de

difusion en disolucion, que depende del gradiente de concentracion. [34]

Debido al flujo continuado de la especie la corriente faradaica (If) decae tras el salto de

excitacion. Esto viene descrito por la ecuacion de Cottrell:
l¢ (t) = ("FADY2C,)/n"/%tY2

Donde n es el nimero de electrones que intervienen en el proceso electrodico, A es el
area del electrodo (cm?), F es la constante de Faraday (96500 C/mol), D es el coeficiente
de difusion (cm?/s), C, es la concentracion del analito en el seno de la disolucion
(mol/cm?®) y t es el tiempo transcurrido desde la aplicacion del pulso de potencial en

segundos.



La corriente que se registra posee también una componente capacitiva (Ic) que disminuye
exponencialmente con el tiempo; es decir, solo es significativa en tiempos cortos. La

variacion de la I con el tiempo se refleja en la siguiente ecuacion:
AE _
Ic (t) :?-e t/RC

Donde R es la resistencia en ohmios y C la capacidad en Faradios. [33]

El experimento consiste en mantener constante el potencial durante un tiempo y registrar
la intensidad de corriente. La corriente es proporcional al gradiente de concentracion en
la superficie del electrodo. La respuesta que se obtiene es una curva de I-t. (Figura 3)

(©)

Figura 3. | corriente vs. t. Cronoamperograma. [33]

En este proyecto la oxidacion se lleva a cabo enzimaticamente; por lo tanto, lo que se

registra es la intensidad de corriente de reduccion del producto oxidado por la enzima.
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2. Objetivos
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Existe un elevado nimero de microorganismos cuyo control es esencial para garantizar
la seguridad medioambiental y agroalimentaria. La mayor parte de los métodos de
deteccion de patdgenos, entre ellos Legionella pneumophila, recogidos en la legislacion
se basan en cultivos celulares que requieren largos periodos de incubacion retrasando el

diagnostico.

El objetivo de este proyecto es la identificacion y cuantificacion de Legionella
pneumophila mediante la deteccion del gen 16S ARNr de esta bacteria. Para ello, se
propone disefiar y desarrollar un genosensor répido y de elevada sensibilidad y
selectividad; empleando un formato tipo sandwich con un método de amplificacion
enzimatica de la sefial y determinacion electroquimica, que permita la deteccion de
Legionella en muestra de origen medioambiental. Para alcanzar este objetivo general se

proponen los siguientes objetivos parciales:

e Optimizacién de la construccion de la fase sensora, actuando sobre las
caracteristicas de disefio que puedan afectar a su respuesta, asi como de las
condiciones de operacién de la misma para conseguir la maxima sensibilidad y
selectividad

e Evaluacion de las caracteristicas de respuesta del sensor; en especial la estabilidad
de almacenamiento de la fase sensora.

e Estudio de la capacidad del sensor desarrollado para detectar ARN ribosémico

procedente de Legionella pneumophila.

12



3. Reactivos, instrumentacion y protocolos

13



3.1 Reactivos

Los oligonucleotidos utilizados en este trabajo han sido sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT, Leuven, Bélgica) y suministrados en su forma libre de sales. Sus

secuencias de bases se especifican en la Tabla 2:

Tabla 2. Secuencias de nucleétidos empleadas en la construccién del genosensor.

Nombre Funcién Secuencia (5°-3°)
Sonda de
SC NH:-(CH2)s-AGTCAACCAGTATTATCTGACCGTCCCA
Captura 28 mer
Sonda
Sl Indicadora 30 GGTTAAGCCCAGGAATTTCACAGATAACTT-6FAM*
mer

Secuencia Diana AAGGGTGCGTAGGTGGTTGATTAAGTTATCTGTGAAATTCC

SD 80 mer TGGGC TTAACCTGGGACGGTCAGATAATACTGGTTGACT

La parte azul de la sonda diana se corresponde con la zona sin hibridar situada alejada del
electrodo, la parte verde hibrida con la sonda de captura y la parte en cursiva hibrida con

la sonda indicadora.

*6-FAM = 6-carboxifluoresceina; fluor6foro cominmente utilizado como marca en
oligonucle6tidos ya que posee un grupo carboxilo facil de bioconjugar al grupo fosfato
del ADN.

Otros reactivos utilizados en este proyecto se resumen en la Tabla 3:

Tabla 3. Reactivos empleados en el ensayo.

Reactivo Casa comercial Pureza
Acido mercaptobenzoico Sigma-Aldrich 99 %
3,37,5,5 Tetrametilbencidina Sigma >99 %
EDC Sigma-Aldrich
N-hidroxisuccinimida Sigma-Aldrich 97 %
Etanolamina Sigma 98 %
Seroalbumina bovina Sigma 98 %
Fab anticuerpo-POD Roche Diagnostics

14



PBS-Caseina Sigma-Aldrich
20xSSPE* Sigma-Aldrich
10xPBS** Sigma-Aldrich
HEPES*** Sigma-Aldrich 99 %
Acetato sodico anhidro Merck >99 %
[Ru(NH3)s]Clz Sigma-Alrich 98 %
D-(+)-Glucosa Fluka >99 %
Reguladora Tris-HCI Sigam-Aldrich
H2SO4 J.T.Baker 95-97 %
Etanol J.T.Baker Absoluto

*Reguladora de fosfato 0,2 M de pH 7,4 con NaCl 2,98 M, AEDT 0,02 M vy libre de
DNasas y RNasas.

**Reguladora de fosfato 0,1 M de pH 7,4 que contiene 1,54 M NaCl, libre de ADNasas
y ARNasas.

*** 4-(2-Hidroxietil)-piperazina-1-acido etanosulfénico.

Todas las disoluciones utilizadas en este proyecto se prepararon con agua purificada con
el sistema Milli Q (Direct-Q, MilliPore).

3.2 Instrumentacion

Las medidas electroquimicas se llevaron a cabo empleando un potenciostato Autolab
PGSTAT10 (EcoChemie) controlado mediante el software GPES 4.9.

El transductor empleado para la fabricacion del sensor es una celda electroquimica plana
sobre un soporte de alimina suministrada por la casa comercial DropSens que consiste
en un electrodo de trabajo de oro (4 mm de didmetro), un semicirculo también de oro que

actia como contraelectrodo y un electrodo de pseudoreferencia de Ag. (Figura 4)
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Figura 4. Electrodo serigrafiado de oro.

El potenciostato y el electrodo serigrafiado se unen mediante un conector especifico de

DropSens.

El control de la temperatura durante la reaccion de hibridacion de la secuencia diana y la

sonda de captura se realizé con un termostato de bloque metalico para tubos de centrifuga

(Tembloc, Selecta).

3.3 Protocolos

Acondicionamiento vy caracterizacion de los electrodos serigrafiados

Previo a su utilizacion es necesario lavar los electrodos serigrafiados con etanol y agua

doblemente purificada (Mili Q) para eliminar los restos de sustancias aglutinantes y

disolventes procedentes del proceso de curado, obteniendo una superficie mas hidrofilica.

A continuacion, el electrodo de trabajo se sometid a un pretratamiento electroquimico en

acido sulfarico 0,5 M aplicando un potencial positivo de 1,3 V frente al pseudoreferencia

de plata durante 30 s, seguido de diez barridos ciclicos de potencial entre 0 y 1,3 V a una

velocidad de 0,1 V/s en el mismo medio.
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0.02m

-0.03m

ilA

-0.08m
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-0.18m

-0.23m
0

03 05 08 1.0 1.3
E/V

Figura 5. Limpieza electroquimica.
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Construccion de la fase sensora

El proceso de inmovilizacion de la sonda de captura es muy importante ya que la
sensibilidad y selectividad del ensayo dependerd de la orientacion de las hebras, la

densidad de estas y la capacidad que tengan de transferir electrones.

En este proyecto se ha optado por inmovilizar la sonda de captura covalentemente a una
monocapa autoensamblada (SAM), previamente formada sobre la superficie de oro del
electrodo serigrafiado. Para la formacion de la monocapa pura concretamente se
selecciond el &cido mercaptobenzoico que permite un enlace tipo amida entre sus grupos

carboxilo y el grupo amino presente en el extremo 5’ de la sonda de captura.

El procedimiento experimental de la inmovilizacion de la sonda de captura se detalla a

continuacion:

1. Formacion de una monocapa autoensamblada de acido mercaptobenzoico:

El electrodo de oro, previamente sometido al pretratamiento electroquimico, se

incuba con una disolucién de acido mercaptobenzoico 1 mM en una reguladora

de acetato de pH 4 (valor de pH al cual los grupos carboxilos se encuentran

protonados, [35] favoreciendo una SAM mas compacta) durante toda la noche en

atmosfera saturada de agua, permitiendo la formacion de una SAM sobre su

superficie. (Figura 6, etapa 1)

2. Incorporacion mediante enlace covalente de la sonda de captura:

La inmovilizacién de la sonda de captura consta de tres etapas

A) Activacion de los grupos carboxilos presentes en la superficie de oro. Tras
lavar la superficie modificada con agua doblemente purificada se lleva a cabo
la incubacion con una mezcla de 2 mM EDC y 5 mM NHS en HEPES 0,1 M
de pH 7,4 durante 30 minutos a temperatura ambiente. (Figura 6, etapa 2)

B) Enlace de la sonda de captura mediante incubacion con una disoluciéon 1 uM
de sonda de captura (la seleccion de este parametro se detalla en el apartado
de resultados) en reguladora HEPES 0,1 M de pH 7,4 durante 1 hora a
temperatura ambiente. (Figura 6, etapa 3)

C) Bloqueo de los grupos carboxilos que permanecen activados y sin reaccionar
mediante etanolamina 1 M en HEPES 0,1 M de pH 7,4 durante 20 minutos.
(Figura 6, etapa 4)
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Figura 6. Esquema de la preparacion de la fase sensora. (1) Formacion de la SAM. (2) Activacion de los
grupos carboxilo. (3) Inmovilizacién de la SC. (4) Bloqueo de los sitios activos.

Etapa de hibridacion

Para cuantificar la secuencia diana se emple6 un formato tipo sandwich en dos etapas:
hibridacién homogénea e hibridacion heterogénea. Esta modalidad proporciona un mayor
control sobre el ensayo ya que las reacciones de hibridacién se hacen por separado y una
de ellas ocurre en disolucién por lo que su eficacia y velocidad es maxima.
1. Hibridacion en fase homogénea:
En primer lugar se llevé a cabo la hibridacién homogénea entre la secuencia diana
(cantidad variable) y la sonda indicadora en concentracion constante de 100 nM
en disolucion 2xSSPE de pH 7,4 calentando a 95 °C durante 5 minutos seguido
de un enfriamiento lento hasta alcanzar temperatura ambiente. (Figura 8, etapa
1)
Al calentar se destruye la estructura secundaria presente, debido a que la
temperatura es superior a la temperatura de fusion (ver Tabla 4), y al enfriar se
produce la hibridacion de las hebras complementarias gracias a que el diplex
formado es mas estable que las estructuras secundarias de partida.
2. Hibridacion en fase heterogénea:
A continuacion se realiza la hibridacion heterogenea entre la sonda de captura
inmovilizada sobre el transductor de oro y el duplex previamente formado entre
la sonda diana y la indicadora durante la hibridacién homogénea. Para ello, la fase
sensora se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente y en ausencia de luz.

(Figura 8, etapa 2)
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Etapa de fijacion de la marca enzimatica

La siguiente etapa que se llevo a cabo fue la incorporacion de una etiqueta enzimatica: la
enzima peroxidasa (POD). (Figura 8, etapa 3)

Para lo cual, tras un lavado con reguladora 2xSSPE de pH 7,4 y un acondicionamiento
con la disolucion de marcaje 1xPBS de pH 7,4 y 0,05 % de caseina para prevenir
adsorciones inespecificas, se incuba sobre la fase sensora el conjugado anticuerpo
antifluoresceina-POD (0,5 U/mL) en la disolucién de marcaje durante 30 minutos a
temperatura ambiente, protegido de la luz.

Transcurrido el tiempo indicado, se lavan los electrodos con la disolucion 1xPBS de pH
7,4y se dejan cubiertos con esta disolucion hasta que se realiza la medida electroquimica.

Justo antes de la medida los electrodos se secan con corriente de nitrogeno.

Etapa de deteccion

Para llevar a cabo la deteccion electroquimica se afiaden 60 pL de la disolucion de los
sustratos enzimaticos, 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB) y perdxido de hidrogeno
(H202). Tras 30 segundos de reaccion enzimatica, se mide por cronoamperometria el
producto electroactivo generado enzimaticamente. (Figura 8, etapa 4)

Reaccion enzimatica: la forma reducida de la enzima (PODreq) cataliza la reduccion del
peroxido de hidrogeno a agua generandose la forma oxidada del catalizador (PODox) que,
a continuacion, oxida el sustrato TMBred @8 TMBox. De esta manera se completa el ciclo

catalitico consiguiendo regenerar la enzima. (Figura 7)

H,0,

TMB ox POD ox
L(
POD red H,0

TMB red

Figura 7. Reaccion enzimatica.
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Figura 8. Esquema del genosensor. (1) Hibridacion homogénea. (2) Hibridacion heterogénea. (3) Marcaje
enzimatico. (4) Determinacion electroquimica.

El ARN como analito

El fragmento de ADN sintético de 80 nucledtidos especifico de Legionella pneumophila
empleado como diana se sustituy6 por ARN extraido del patdgeno. Este se obtiene a partir
del liéfilo CECT 7109 Legionella pneumophila subsp. pneumophila de la Coleccién
Esparfiola de Cultivos Tipo. La manipulacion de esta bacteria patdgena exige un nivel 2
de bioseguridad (cabina de seguridad bioldgica, empleo de guantes y bata); por ello, la
cepa se manejo en los laboratorios de microbiologia del Hospital Universitario Central de
Asturias donde se cultivd en un medio BCYE enriquecido con hierro, L-cisteina y -

cetoglutarato hasta alcanzar la fase logaritmica del crecimiento de la bacteria.

El proceso de extraccion se desarrolla mediante el kit E.Z.N.A. Bacterial RNA de la casa
comercial OMEGA que permite una extraccion rapida y reproducible de ARN de alta
calidad. Para ello, se recoge un volumen de cultivo de 1 mL (< 5-108 bacterias) y se

somete a las etapas que se detallan a continuacion:

1. Centrifugar a 5000 g durante 5-10 min a 4 °C con el objetivo de separar las células
del medio de cultivo.

2. Desechar el sobrenadante y resuspender las células en 150 pL de lisozima, la
enzima encargada de romper la pared de las bacterias Gram-negativas. Incubar a
30 °C durante 15 minutos con agitacién continua.

3. Afadir 350 pL del tampdn de lisis BRK y 25 mg de bolitas de cristal a la muestra

y agitar en el vortex 5 minutos. Centrifugar durante 5 minutos.
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10.
11.
12.

13.

Transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga.

Incubar la muestra a 70 °C durante 5 minutos y centrifugar 2 minutos a 13000 g.
Transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga. (Etapa que permite reducir la
cantidad de ADN copurificado)

Afadir 280 uL de etanol absoluto (96-100 %) a la muestra lisada y agitar con el
vortex.

Transferir la mezcla obtenida a una mini columna que posee una resina con carga
positiva. En medio etanol las cargas negativas de los grupos fosfato del ARN
guedan expuestas permitiendo su retencion en la resina mediante interacciones
electrostaticas con las cargas positivas de esta. Centrifugar para ayudar a la
separacion del resto de componentes celulares.

Adicionar a la columna el tampén de lavado | y centrifugar a 10000 g.

Repetir la etapa anterior de lavado y centrifugar de nuevo.

Adicionar a la columna el tampdn de lavado Il y centrifugar.

Repetir la etapa de lavado y centrifugado anterior.

Secar la columna por centrifugacion durante 2 minutos a 10000g (permite
eliminar los residuos de etanol).

Por ultimo, eluir el ARN retenido en la columna mediante la adicién de agua
tratada con DEPC que inactiva las ARNasas. En medio acuoso se forma una esfera
de solvatacion en torno a las moléculas de ADN que desencadena la ruptura de

las interacciones electrostaticas, facilitando la recuperacion del ARN puro.
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4. Resultados y discusion
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4.1 Seleccion de la secuencia analito

En el disefio de un genosensor para detectar Legionella pneumophila es muy importante
seleccionar la secuencia de oligonucleotidos adecuada que se va a emplear como diana

del ensayo. La secuencia debe ser especifica del patdgeno que se quiere determinar.

Por estas razones, la secuencia elegida forma parte del gen ARNr 16S que como se ha
comentado en la introduccion permite la identificacion bacteriana ya que posee
fragmentos Unicos para cada especie. La longitud de este gen es de aproximadamente
1500 pares de bases; las cuales se encuentran recogidas en la base de datos del GenBank
[36], cuyo numero de acceso es M59157. [32]

Concretamente se seleccion6 un fragmento de 80 nucle6tidos cuya secuencia se recoge
en la Tabla 2.

Para comprobar su especificidad se introduce en el programa BLAST [36] que compara
la secuencia problema con las secuencias de material gendmico de todos los seres vivos
recogidas en la base de datos del GenBank. Escriben la secuencia direccion 5°-3°; se
comprueba que esta no forma parte del genoma de otras bacterias patégenas y que

corresponde en un 100 % a la especie Legionella pneumophila.

Otra caracteristica importante de la secuencia analito a considerar es su capacidad para
formar estructuras secundarias. Estas deberian destruirse durante el proceso de
hibridacién con las secuencias de captura e indicadora para formar un hibrido estable.

Con el objetivo de determinar la estructura secundaria de la secuencia diana se emplea el
servidor web MFold [37]. Esta herramienta permite predecir en unas condiciones de
temperatura y concentracion salina dadas las estructuras secundarias de un fragmento de
ADN y sus parametros termodinamicos (temperatura de fusién, energia libre de
formacion, entropia y entalpia). En la Figura 9 se muestran las estructuras secundarias
proporcionadas por el servidor a 20 °C y 0,3 M de Na*, también se muestran sus energias

libres de formacion.
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Figura 9. Estructura secundaria de la secuencia diana. A) AG -7,58 Kcal/mol. B) AG -7,31 Kcal/mol

4.2 Seleccion de la sonda de captura e indicadora

Como se ha comentado anteriormente en este proyecto se selecciond un formato de
ensayo tipo sandwich por lo que ademas de la secuencia de ADN diana hay que disefiar
dos secuencias complementarias a esta en distintas regiones. Una que actia como sonda
de captura, por tanto se inmoviliza sobre la superficie del transductor, y otra que actta

como sonda indicadora, y que posee una marca en un extremo.

Al producirse dos reacciones de reconocimiento molecular, los ensayos tipo sandwich

aumentan la selectividad de la deteccién.

Para seleccionar las secuencias de captura e indicadora es necesario tener en cuenta
también sus estructuras secundarias que, al igual que la de la diana, deben ser
desfavorables respecto a la reaccion de hibridaciéon. Se emplea de nuevo el servidor web

MFold, especificamente la herramienta DINA Melt.

La sonda de captura (SC) seleccionada se corresponde con una secuencia formada por 28
bases complementarias a la secuencia diana con un extremo modificado con un grupo
amino. La sonda indicadora (SI) disefiada para el ensayo posee 30 bases y un extremo
modificado por la molécula de 6-carboxifluoresceina. Las secuencias de la SC y la Sl

estan recogidas en la Tabla 2. Sus estructuras se muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Estructuras secundarias A) Sonda de captura AG -2,09 Kcal/mol. B) Sonda indicadora AG -0,40
Kcal/mol.

La suma de las bases de las sondas de captura e indicadora es 58; por lo tanto, quedaran
22 bases de la secuencia diana sin hibridar situadas alejadas del transductor de oro. En
trabajos previos [38] [39] se demostrd que la presencia de ADN de hebra simple en el
extremo distal del duplex ternario no afecta significativamente a la sensibilidad del

genosensor.

También se obtiene a través de MFold los pardmetros termodinamicos de las secuencias
de ADN y de los duplex resultantes en la reaccion de hibridacion. Se recogen en la Tabla
4,

Tabla 4. Parametros termodinamicos predichos por el programa MFold para cada secuencia de ADN
involucradas en el ensayo a 20 °C y 0,3 M Na*.

Tm (°C) | AG (Kcal/mol)
SD 43,9 -7,31
SC 40,2 -2,09
SI 27,9 -0,40
SC-SD 72,2 -41,1
SD-SI 71,7 -43,8
SC-SD-SI | 80,9 -87,5
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Los datos termodindmicos recogidos en la Tabla 4 indican que en presencia de la diana
deberia de producirse la reaccion de hibridacion generando el duplex de tres
componentes, lo que permitiria la union posterior del conjugado enzimético y la deteccion

del producto generado tras la adicion del sustrato de la enzima.

4.3 Condiciones experimentales de medida

Como se ha indicado en apartados anteriores las medidas se llevan a cabo mediante la
técnica electroquimica de cronoamperometria. Para fijar el potencial de medida adecuado
se estudia el comportamiento electroquimico del sustrato enzimatico en voltametria
ciclica. Nos interesa seleccionar un potencial al cual se consiga reducir completamente
todo el TMB. Para ello se aplicé al electrodo de trabajo un potencial de -0,25 V frente al
de pseudoreferencia durante 5 segundos, a modo de pretratamiento, seguido de un barrido
ciclico de potencial desde -0,25 V a +0,4 V a una velocidad de 0,1 V/s.

30u

25u /‘\U/ \\
20u |
10u i
< K |
= o .
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: o N ///
-15u —

-20u T T T : : . .
-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
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Figura 11. Voltamperometria ciclica del TMB sobre electrodos serigrafiados de oro.
El potencial de medida para la cronoamperometria se fija en -0,2 V ya que el TMB se
encuentra completamente reducido y se registra la corriente durante 60 s. En las medidas
cronoamperométricas (se aplica un potencial y se mide la intensidad de corriente) se
obtienen valores negativos de intensidad de corriente, puesto que se mide la reduccion

del TMB, como los que se presentan a continuacion:
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Figura 12. Cronoamperograma tipico registrado para la reduccion electroquimica del TMB sobre sustratos
de oro.

4.4 Optimizacion de la concentracion de sonda de captura

La inmovilizacién de las hebras de ADN sobre la superficie electrddica debe llevarse a
cabo de forma que permita obtener un control preciso del empaquetamiento y orientacion
de la sonda inmovilizada, con la minima pérdida de capacidad de hibridacion de las

hebras, y de la forma mas simple y estable que sea posible.

En este trabajo se disefio una fase sensora basada en el enlace covalente de la sonda de
captura, modificada con un grupo amino en el extremo 5°, a un monocapa del tiol

aromatico mercaptobenzoico. (Figura 6)

Esta fase de reconocimiento se prepar6 de acuerdo al protocolo explicado en el apartado
3.3 variando la concentracién de sonda de captura en la disolucion de inmovilizacion y
se evalud la respuesta del genosensor siguiendo el ensayo descrito en la Figura 8 para

una concentracién de secuencia diana de 0,5 nM.

Ademas se realizé un control negativo o blanco, en ausencia de ADN diana, que permite
obtener una sefial de fondo debida a interacciones no especificas con la sonda de captura

o la superficie modificada.

Las concentraciones de sonda de captura que se ensayaron fueron: 0,1 uM (concentracion
Optima para las monocapas mixtas); 1 UM y 10 uM. Las sefiales cronoamperométricas

correspondientes se resumen en la Figura 13.
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Figura 13. Respuesta del genosensor en funcion de la concentracién de sonda de captura en la disolucion
de inmovilizacion.

Los datos obtenidos muestran que la sefial correspondiente al blanco no varia
significativamente siendo la sefial especifica la que mas varia. En concreto, el valor
méaximo de la relacion sefial/blanco se alcanza para una concentracion de sonda de captura
de 1 uM.

Para la optimizacién de la densidad de sonda de captura inmovilizada hay que tener en
cuenta que debe de haber un equilibrio entre la eficiencia de la hibridacion y la magnitud
de la sefial registrada. A concentraciones bajas de sonda de ADN se logran las mayores
eficiencias de hibridacion, pero se obtienen sefiales bajas; mientras que para
concentraciones altas de la sonda de ADN se forman aglomerados por lo que muchas
hebras no estan accesibles para hibridar. Los resultados que se presentan en la Figura 12

podrian explicarse con este razonamiento.

Para comprobar si la hipétesis anterior se cumple en este caso concreto, se evalud la
densidad superficial de ADN sobre la superficie del transductor de oro empleando un
método cronoculombimétrico descrito por Tarlov para monocapas mixtas de ADN y
MCH.

4.5 Cuantificacion de la cantidad de ADN: Método de Tarlov

La cuantificacion del ADN inmovilizado en la superficie del electrodo se puede
determinar electroquimicamente mediante el método desarrollado por Tarlov. Este
método se basa en la relacion que se puede establecer entre el cation [Ru(NHa3)s]** v el
ADN.
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Este cation se intercambia con los contraiones del ADN (Na*); de tal manera, que si se
trabaja con una disolucion reguladora de baja fuerza idnica, cada cation de [Ru(NH3)e]**
neutraliza la carga de tres grupos fosfatos que pertenecen a tres nucle6tidos. Por lo que

se establece una relacion entre:

[Ru(NH3)§]3* adsorbido « » Grupos fosfatos « > N2 nucledtidos« > Moléculas de ADN

La medida de la cantidad de [Ru(NHs)s]** adsorbido en el electrodo se determina
mediante la técnica de cronoculombimetria, es decir, se mide la carga que circula por

unidad de tiempo. Este proceso viene definido por la ecuacion de Cottrel:
Q(t) = (2nFA Do? Co")/m? - t2 + Qg + NFAIL,

El primer término de la ecuacion representa la carga debida a la difusion de la especie
redox. Donde n es el nimero de electrones intercambiados por molécula reducida (1le” en
este caso); A es el area del electrodo (cm?); Do es el coeficiente de difusion (cm?/s); Co"
es la concentracion de hexaminorutenio (111) en disolucién (100 uM) y F es la constante

de Faraday.
El segundo término representa la carga de la doble capa (Qur)

Por ultimo, el tercer término es la contribucion de la especie adsorbida. I'o es el exceso

superficial o cantidad de marcador redox adsorbido sobre la superficie electrddica.

De la ordenada en el origen de la representacion de Q frente a t*2 se obtiene la suma de
la carga de la doble capa mas la correspondiente a la reduccion del marcador redox
adsorbido (Q2). Si a este valor se le resta la ordenada en el origen obtenida en un
experimento idéntico, pero en ausencia del marcador redox (Q1) se puede determinar el

valor I'o.
En ausencia de [Ru(NH3)s]** — Qui = Q1
En presencia [Ru(NH3)s]** — Qai + NFAL o = Q>

Luego por diferencia tendriamos:

_ _0Q2-01
Q2-Q1=nFAlp—>TIo= p—
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Una vez conocido I'p se puede calcular la densidad superficial de la sonda de ADN, I"apn,

mediante la expresion:
z
I'abn =T'Ru-=-Na
m
Donde:
Na = nimero de Avogadro
z = carga de la especie adsorbida (en este caso z = 3)
m = ndmero de nucleétidos por molécula de ADN

Las disoluciones tienen que desairearse con corriente de nitrégeno antes de proceder a las
medidas. Se emplea un medio de baja fuerza i6nica para que sea el [Ru(NHas)s]** el que
se una electrostaticamente al ADN y no los iones del medio. En este trabajo se utiliz6 una
reguladora 10 mM Tris-HCI de pH 7,4 [30]

En la Figura 14 se puede observar el tipo de curvas gue se obtienen para esta técnica.
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Figura 14. Medida en ausencia de Ru®* (curva verde). Medida en presencia de Ru®* (curva negra)

Se llevd a cabo la cuantificacion del ADN inmovilizado para distintas concentraciones de
sonda de captura (0,1 uM, 1 uM y 10 uM). Los resultados obtenidos se recogen en la
Tabla 5.

Tabla 5. Variacion del recubrimiento superficial de SC dependiendo de su concentracion en la disolucién
de inmovilizacion.

Promedio I'ssADN | SD I'ssADN | RSD (%o)

[SC]=1pM 4,99-1012 4,27-104 8,55

[SC]1=0,1 M 2,37-10%2 2,49-10 10,53
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[SC] =10 pM 3,22-1012 2,28-10 7,07

Segun los resultados obtenidos, la concentracion de sonda de captura que condujo a un
mayor recubrimiento superficial fue 1 pM, siendo ademas la que proporciona mayores
relaciones S/B. Por tanto, se puede concluir que, en este caso, una mayor cantidad de

ADN inmovilizado viene asociada a una mayor sensibilidad.

Finalmente se selecciona la concentracion de 1 uM como concentracion éptima de sonda

de captura en la disolucion de inmovilizacion.

En el Anexo I se recogen las tablas con todas las medidas realizadas.

4.6 Optimizacion condiciones de hibridacion

Una vez seleccionadas las condiciones de disefio de la fase sensora, se optimizaron las
condiciones experimentales para las etapas implicadas en el funcionamiento del
genosensor. Los pardmetros optimizados fueron la composicion de la disolucion y el
tiempo de hibridacion heterogenea.

En primer lugar, se evalud la respuesta del ensayo a concentraciones crecientes del
analito. En la Figura 15 se representa la intensidad de corriente registrada empleando una
concentracion de 1 UM de sonda de captura y un tiempo de hibridacion heterogénea de

1 hora. Todas las medidas se hicieron al menos por triplicado.
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Figura 15. Representacion de intensidad de corriente frente a concentracion de Legionella pneumophila.
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La sefal inespecifica correspondiente al control negativo resulto elevada para este tipo de
ensayos y la reproducibilidad de la respuesta cronoamperométrica expresada como
desviacion estandar relativa (RSD = 36%), es aceptable aunque se puede mejorar.

Con el objetivo de disminuir la sefial inespecifica (valor del blanco) se llevé a cabo la
adicion de BSA al medio de hibridacion en una concentracion 2,5 % (m/v). Esta proteina
es ampliamente utilizada como bloqueante en el desarrollo de genosensores y su
capacidad para favorecer la hibridacion en disolucion ha sido descrita en estudios previos
[38]. Como se puede observar en la Figura 16 la BSA no solo reduce los blancos sino

que se obtienen sefiales, en general, mas reproducibles (RSD menores).
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Figura 16. Respuesta del sensor empleando BSA en la disolucién de hibridacion.
Posteriormente, se estudio la influencia del tiempo de hibridacién heterogénea sobre la
respuesta del genosensor. Para ello, se llevd a cabo el ensayo habitual incorporando 2,5
% de BSA en el medio de hibridacién y realizando la hibridacion heterogénea durante 2

horas.

A continuacion se presentan los resultados en la Figura 17:
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Figura 17. Respuesta del sensor con tiempo de hibridacién de 2 horas en presencia de BSA. A) Diagrama
de barras. B) Calibrado.
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Como se puede observar con el aumento de tiempo de hibridacion la relacion sefial/blanco
aumenta en todo el intervalo de concentraciones ensayadas, es decir, se consigue una

mejora en la sensibilidad del método.

Por tanto, las condiciones dptimas para las etapas de hibridacion son las resumidas en la
Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones 6ptimas de hibridacion.

Medio 2XSSPE pH 7,4 + BSA 2,5 %

[SI] 1M

Hibridacion homogénea
95 °C, 5 min

Ciclo térmico
20 °C, > 30 min

Temperatura 20 °C (ambiente)

Hibridacion heterogénea

Tiempo 2 horas

Hay que tener en cuenta que las sefiales obtenidas para un tiempo de hibridacion de 1
hora son elevadas lo que permitiria la deteccién de Legionella pneumophila mas rapida;
sin embargo, se optd por un tiempo de hibridacion de 2 horas ya que proporciona una

mayor sensibilidad.
Las caracteristicas del genosensor desarrollado se detallan a continuacion:

— Ecuacion de calibracion: I (MA) = (2,5+0,1) Csp (nM) + (0,10 £ 0,08 ); r? = 0,993

— Intervalo lineal: el genosensor responde a la concentracion de secuencia especifica
de Legionella pneumophila en el intervalo de concentraciones estudiadas (0,1-1)
nM.

— Reproducibilidad: el ensayo muestra una reproducibilidad aceptable. La
desviacidn estandar relativa promedio es de 18 %.

— Limite de deteccion: el limite de deteccion es la concentracion minima de analito
gue se puede detectar, ya que produce una sefial significativamente diferente del
blanco. Se define como: Cp = 3Sp/m; y siendo m la pendiente de la recta de

calibracion. Limite de deteccion — Crp = 3Sp/m =40 pM.
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4.7 Selectividad

Un aspecto importante a considerar para la aplicacion analitica del genosensor es el efecto

de posibles interferentes. Con este proposito se evalud la respuesta del ensayo frente a:

— Escherichia coli, otro patégeno que puede estar presente en muestras ambientales
de agua que puedan contener L. pneumophila.

— L. longbeache, especie de Legionella de menor virulencia cuya secuencia de
nucleotidos se diferencia de la secuencia especifica de L. pneumophila, como
maximo, en 7 bases situadas de forma no consecutiva a lo largo del fragmento de
80 nucledtidos.

— Secuencia aleatoria de 80 (random) nucle6tidos.

Todas ellas en concentracion 0,5 nM. Los resultados se muestran en la Figura 18.

2 -
1.5 -
0.5 A
S e |
Blanco Aleatoria E.Coli Legionella  Legionella
longbeache pneumophila

Figura 18. Estudio de la selectividad del sensor..

De la comparacion de las sefiales cronoamperométricas registradas se puede concluir que
el genosensor desarrollado exhibe una buena selectividad. En particular, la intensidad de
corriente asociada a la secuencia aleatoria coincide con la medida en el ensayo de control
negativo. Por otra parte, la sefial debida a la presencia de 0,5 nM de secuencia especifica
de E. coli coincidiria con la registrada para 63 pM de L. pneumophila, valor ligeramente
superior al limite de deteccion del ensayo. Ademas, dado que la sefial debida a L.
longbeachae es 2 veces inferior a la de L. pneumophila, el genosensor permite discernir
entre estas dos especies de Legionella intimamente relacionadas, si bien el factor de

diferenciacion no permite hablar de especificidad.

La selectividad de un biosensor de ADN esta condicionada por la selectividad de la

reaccion de reconocimiento molecular, en este caso, la reaccion de hibridacion. Para la

34



discriminacion de secuencias de ADN que difieran en un nimero muy pequefio de bases
nitrogenadas, tradicionalmente se emplean condiciones rigurosas en la etapa de
hibridacién (alta temperatura, aplicacion de potencial, empleo de agentes caotrdpicos,
etc.) que complican el ensayo, especialmente cuando se pretende desarrollar un
dispositivo para medidas “en el punto de necesidad” (at point of need). Una alternativa
mas adecuada con vistas a mejorar la selectividad del ensayo seria disefiar una sonda de
captura con forma de horquilla 0 mango-bucle [40] en lugar de la sonda lineal empleada

en este trabajo.

4.8 Estabilidad de la fase sensora

A la hora de desarrollar un dispositivo sensor para el control rutinario de Legionella
pneumophila en muestras medioambientales con posibilidad de ser comercializado, la

estabilidad en el tiempo de la fase sensora tiene especial importancia.

A pesar de los numerosos estudios publicados en los ultimos afios y su gran utilidad en
campos como Nanotecnologia, Biomedicina o Ciencia de los Materiales [41], la mayor
limitacion de las monocapas autoensambladas constituye su inestabilidad térmica y
oxidativa (se degrada al aire con relativa facilidad) asi como su fotosensibilidad, lo que
restringe su comercializacion. En el caso particular de las monocapas binarias de ADN y
MCH se ha observado una pérdida de sefial del 60 % tras 10 dias de almacenamiento; este
resultado puede estar intimamente relacionado con el comportamiento de las SAMs como
liquidos bidimensionales capaces de desensamblarse y reensamblarse en sitios contiguos
[42]. Esta propiedad podria tener un efecto menos perjudicial en el caso de monocapas
autoensambladas puras, de un Unico componente, como las empleadas en este trabajo;
ademas las interacciones m del dcido mercaptobenzoico podrian restringir parcialmente la

movilidad lateral de los tioles [43]

Para estudiar la estabilidad de la fase sensora desarrollada se comenzo evaluando la
respuesta registrada con electrodos modificados siguiendo el protocolo habitual;
almacenando los electrodos con una gota de disolucion salina de fosfato (2xSSPE, pH
7,4) en nevera. Tras cuatro dias bajo las condiciones especificadas se registrd una
disminucion de sefial del 70 %; el método de almacenamiento no es adecuado, por lo

tanto, se buscaron alternativas.
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A continuacion se probo a almacenar los electrodos en seco tras un lavado con una
disolucion reguladora suplementada con glucosa. EI empleo de glucosa y otros azlcares
como agentes estabilizantes aparece descrito en la bibliografia. [44] [45] [46] [47]

Aunque se desconoce el mecanismo exacto de actuacion, parece que estos monosacaridos
protegen las moléculas de ADN frente a la desecacion y, a través de la formacién de
puentes de hidrégeno entre el hidroxilo del azucar y el fosfato del ADN, estabilizan la

monocapa.
El protocolo de almacenamiento elegido se detalla a continuacion:

Se lleva a cabo una etapa de lavado de los electrodos modificados con disolucion
reguladora 2xSSPE y secado con corriente de nitrégeno. Seguida de una etapa de
incubacion de 30 minutos con una disolucién de BSA y glucosa al 2,5 %. Por ultimo, se

retira la gota con nitrogeno y se almacena en nevera en un desecador.

Antes de evaluar los electrodos almacenados, estos han de lavarse con disolucién
reguladora 2xSSPE, secarse con corriente de nitrégeno e hidratarse con una gota de
2XSSPE durante 2 horas.

A continuacion se desarrolla el ensayo con las etapas habituales del protocolo

experimental.

El estudio de estabilidad de la fase sensora en el tiempo se realizd evaluando la respuesta
para una concentracion de secuencia diana de 0,5 nM y de 0 nM siguiendo el protocolo
de almacenamiento explicado. Se representa a continuacion como evoluciona la relacion

sefial/blanco con el paso de los dias. (Figura 19)

Estabilidad de la fase sensora

S/B=19

I (HA)

19dia 52 dia 152 dia 302 dia

Figura 19. Estudio de la estabilidad de la fase sensora en el tiempo.

36



De acuerdo con los datos experimentales, la relacion sefial/blanco no disminuye tras 30
dias de almacenamiento en el desecador, por lo que se puede concluir que la fase sensora
es estable durante al menos un mes, resultado de gran importancia para la

comercializacién del sensor.

Resulta llamativo que después de 15 dias la relacion S/B obtenida sea tres veces superior
al valor registrado empleando una fase sensora recién construida. La misma tendencia se
encontrd con un segundo lote de electrodos modificados cuyo estudio se prolong6 durante
dos semanas, luego los datos son consistentes.

Este fendbmeno no aparece descrito en la bibliografia con anterioridad. Podria estar
relacionado con una reorganizacion de la monocapa autoensamblada que se traduciria en
una mejora de la eficiencia de la reaccion de hibridacion y por consiguiente un aumento
en la sensibilidad. En todo caso, se necesitan estudios adicionales para terminar de

esclarecer esta cuestion.

La aplicacion de un protocolo muy similar al que aqui se describe para la conservacion
de monocapas autoensambladas mixtas constituidas por la sonda de ADN tiolada y 6-
mercaptohexanol o 11-mercaptoundecanol como alcanotiol blogueante condujo a un
decrecimiento de la sefial especifica entorno a un 10 % al cabo de un mes [48]. Esto
apunta a la existencia de efectos positivos adicionales sobre la estabilidad de la capa
sensora derivados de la inmovilizacion covalente de las sondas de ADN sobre monocapas

autoensambladas puras de tioles aromaticos.

Por otro lado, la estabilidad de las monocapas sensoras optimizadas en este trabajo resulta
comparable a la obtenida con monocapas autoensambladas ternarias formadas por la
sonda de ADN tiolada y los alcanotioles 1,6-hexanoditiol y 6-mercaptohexanol

almacenadas a 4 °C en atmosfera seca; sin embargo, su obtencion es mas laboriosa [49].

4.9 E]l ARN como analito

El genosensor desarrollado responde a la secuencia de ADN sintético especifica de
Legionella pneumophila que forma parte del gen ARNr 16S, pero también puede
utilizarse para detectar directamente el ARN ribosomico pues su secuencia de bases es

idéntica excepto por la presencia de uracilo que sustituye a la timina.
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La medida de ARN bacteriano posee dos ventajas frente a la medida de ADN genémico:
el nimero de copias de ARN ribosémico es superior y su longitud es menor por lo que su
hibridacién con la sonda de captura inmovilizada sobre el transductor es mas favorable

que la del ADN genomico completo.

El ARN extraido de las células cultivadas de Legionella pneumophila se cuantificd
mediante un chip de electroforesis obteniendo un valor promedio de 200 ng/pL (Figura

20) con una pureza adecuada para su analisis (relacion 23S/16S > 1,5).
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RNA Area: 283.5
RNA Concentration: 203 ng/ul
rRNA Ratio [23s / 16s]: 1.5
RNA Integrity Number (RIN): 9.1 (B.02.08)
Fragment table for sample 4 : 1B
Name StartTime [s] End Time [s] Area %o of total Area
165 39.34 4103 62.8 221
235 4345 4592 96.3 340

Figura 20. Electroferograma del extracto de ARN.

Se realizaron diluciones seriadas del extracto de ARN para su determinacion con el
genosensor desarrollado. Los resultados se recogen en la Figura 21.

Para transformar el valor de 200 ng/uL de ARN en molaridad, lo que facilita su
comparacion con el resto de resultados del proyecto, es necesario conocer el peso
molecular de la molécula de ARNr 16S de Legionella pneumophila. Este se estimé
sabiendo que posee 1474 nucleotidos y que la masa molecular promedio de un nucleotido
es de 330 g/mol; resultando un valor de 486420 g/mol. Por tanto, el extracto de partida se

corresponde con 410 nM.
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Figura 21. Medidas de ARN.

Ecuacion de calibracion: I (WA) = (2,5 +0,1) Csp (M) + (0,10 + 0,08); r?> = 0,993

Ecuacidn de calibracion para ARN extraido: | (UA) = (1,01 £ 0,01) Carn (NM) + (0,004
+0,004); r? = 0,9999.

La pendiente de la recta obtenida, (1,01 + 0,01) pA/nM, es aproximadamente 2 veces
menor que la pendiente obtenida para el calibrado realizado con ADN sintético, (2,5 +
0,1) HA/nM, en las mismas condiciones Figura 17. Esto indica que el sensor es menos
sensible para detectar ARN ribosémico; lo que no es de extrafiar dado que el ADN
sintético es corto (80 nucledtidos) al contrario que el ARN extraido que posee una
longitud mayor, aproximadamente de 1500 nucle6tidos. A esta longitud mayor vendra
asociada una estructura secundaria interna fuerte (ver Figura 1) lo que hara mas

complicado su hibridacién en superficie.

Limite de deteccidén del genosensor desarrollado para determinar muestras de ARN

extraido y purificado de células de L. pneumophila — Crp = 3Sp/m =110 pM.

Los valores umbral de concentracion de Legionella en la legislacion medioambiental

espariola vienen expresados en unidades formadoras de colonia (ufc).

Para correlacionar el limite de deteccion en molaridad con la legislacion (unidades ufc)
hay que transformar la cantidad de analito presente en el volumen de medida a moléculas
de ARN ribosémico, para lo cual, se multiplican los moles de analito por el nimero de
Avogadro. Después, se estima el numero total de células dividiendo las moléculas de
ARN ribosémico obtenidas entre el nimero de ribosomas que hay en una célula (6800

ribosomas/célula). [16]
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1 mol 1 célula

Limite de deteccion — Cip =0,11nM-60-10° L. 6,022-10%% mol*-

10%nmol 6800Tribosomas

= 5,8-10° ufc de Legionella pneumophila.
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5. Conclusiones
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En este proyecto se ha desarrollado un genosensor electroquimico para la deteccion de
Legionella pneumophila a partir de su material genético como alternativa a los metodos
de anélisis oficiales basados en el cultivo microbioldgico.

Se han optimizado varios parametros que afectan a la sensibilidad de la deteccion
permitiendo alcanzar un limite de deteccion de 40 pM para una secuencia de 80

nucleotidos especifica de Legionella pneumophila en un tiempo inferior a cuatro horas.

El genosensor desarrollado es altamente selectivo permite distinguir entre dos especies
de Legionella con distinta virulencia para el hombre (L. pneumophilay L. longbeache) y

otros patdgenos como E. coli presentes en muestras ambientales.

El empleo de electrodos serigrafiados de oro permite utilizar la reaccion de la
quimisorciéon muy util para modificar la superficie del transductor y permitir la

inmovilizacion de la fase sensora.

La fase sensora descrita presenta una buena estabilidad en el tiempo cuando se almacena
a 4 °C en desecador tras unas etapas de lavado con glucosa y BSA. En estas condiciones
no se registra pérdida de la sefial; esto se puede asociar al hecho del empleo de una

monocapa pura que se caracteriza por ser mas homogénea y compacta.

El empleo de ARN ribosémico 16S purificado, extraido de cultivos de Legionella
pneumophila como analito permiten detectar 5,8-10° ufc. Futuras mejoras deberan ir
dirigidas a la deteccidén directa de este ARN en lisados bacterianos sin necesidad de una

purificacion previa, disminuyendo la complejidad y el tiempo de procesado de la muestra.
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[Sonda de captura] =1 uM

Qfondo QRu AQ I' Ru I' ssADN
-1,74-107 -2,64-10 2,47-10° 5,25-10'1 4,74-10%
-1,32-107 -2,61-10 2,48-10° 5,02-10'1 4,54-10%2
-1,02-107 -2,29-10 2,19-10°® 5,76-101 5,20-10%2
-9,56-10® -2,52:10°° 2,43-10°° 6,06-101! 5,47-10"2

Promedio 5,52-10 4,99-10%2
SD 4,73-10'1 4,27-101"
RSD (%) 8,56 8,56
[Sonda de captura] = 0,1 uM

Qfondo QRu AQ I' Ru I' ssADN
-9,49-107 -2,54-10°° 1,59-10°F 4,07-101 2,63-10"2
-6,86-1077 -2,22:10°° 1,54-10® 3,92-10' 1 2,53-10%2
-1,10-10° -2,92.10°¢ 1,82-10°® 3,44-10'1 2,22-10%2
-1,09-10¢ -2,44.10° 1,35-10°® 3,25-10' 1 2,10-10%

Promedio 3,67-101 2,37-10%2
sD 3,86-1012 2,49-10M
RSD (%) 10,53 10,53
[Sonda de captura] = 10 pM

Qfondo QRu AQ I' Ru I’ ssADN
-3,94:107 -3,20-10¢ 2,81-10 4,91-10% 3,17-1012
-2,61-107 -2,80-10¢ 2,53:106 4,51-10% 2,91-1012
-2,32-107 -3,00-10¢ 2,77-106 5,19-1011 3,35-1012
-2,37-107 -2,78-10% 2,54.10® 5,14-10% 3,32:10%2
-2,30-107 -2,65-106 2,42:10® 4,71-101% 3,04-10%2
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-1,84-107 -2,52-10¢ 2,34-106 5,49-10-11 3,54-1012
Promedio 4,99-10"* 3,22-10%
D 3531072 | 2,28-10M

RSD (%) 7,07 7,07
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