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Introduccion

1.1. Salmonella. Un problema de salud publica

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, fue
denominado asi en honor a su descubridor, el cientifico americano Dr. Daniel Elmer
Salmon (1850-1914), un veterinario estadounidense, y Theobald Smith en el afio 1885
a partir de una cepa aislada de cerdo con peste porcina clasica. Morfolégica y
bioquimicamente, es un grupo homogéneo de bacilos gramnegativos, anaerobios
facultativos, moviles, no formadores de esporas y con flagelos peritricos. Se multiplica
a temperaturas que van desde los 7°C a los 45°C y puede sobrevivir durante meses en
substratos organicos [1].

Figura 1.Bacteria Salmonella - (Shutterstock-Michael Taylor)

Pese a los avances tecnoldgicos, las enfermedades transmitidas por alimentos
siguen siendo un serio problema de salud publica a nivel mundial. La importancia de la
Salmonella radica en que es la primera causa de toxiinfecciones de origen alimentario
en paises desarrollados. En las ultimas décadas se ha informado del aumento en el
numero de brotes y casos esporadicos, representando en Espana aproximadamente
2.3 casos por cada 100.000 habitantes [2].

La ubicuidad de las salmonelas en el medio natural y en varios sectores de la
industria agro-alimentaria subraya la importancia de estos patdgenos en la cadena
alimentaria y su papel como agentes causantes de enfermedad humana, reflejado en
el incremento del registro de brotes alimentarios por Salmonella, cada vez mayor,
frente a otras bacterias patdgenas.

La mayoria de los casos de salmonelosis son causados por la ingestion de
alimento de origen animal contaminado, también en algunas verduras, tomates, etc.
Entre los alimentos involucrados en el aumento de la incidencia de Salmonella, tanto
en brotes como en casos esporadicos, se encuentran la leche, los huevos y las carnes

3].

Las clasificaciones utilizadas por los bacteriélogos son diversas y obedecen a
una serie de propiedades bioquimicas, antigénicas, etc., comunes a determinadas
cepas.
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El género Salmonella agrupa a mas de 2200 serotipos diferentes. B.J. Tindall et
al [4] proponen que el género Salmonella esté formado por dos especies: Salmonella
entérica'y Salmonella Bongoriy seis subespecies.

A. Salmonella enterica

- Salmonella enterica subespecie entérica (subespecie 1)

- Salmonella enterica subespecie salamae (subespecie Il)
- Salmonella enterica subespecie arizonae (subespecie III)
- Salmonella enterica subespecie diarizonae (subespecie V)
- Salmonella enterica subespecie houtenae (subespecie V)
- Salmonella enterica subespecie indica (subespecie VI)

B. Salmonella bongori

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella tienen tres clases de
antigenos, somaticos “O”, flagelares “H” y el antigeno capsular “Vi’, que dan lugar a
los distintos serovares o serotipos. Recientemente, en 2004, Shelobolina et al.[5], han
propuesto el nombre de Salmonella subterranea para una nueva cepa aislada en la
superficie de un sedimento contaminado. El nombre fue validado en 2005.

La subespecie | representa al 99,5% de todos los aislados patégenos de
Salmonella y en ella se incluyen los serovares typhi (responsable de la fiebre tifoidea),
enteritidis y typhimurium (gastroenteritis) y paratyphi (fiebre paratifoidea en humanos).

La mayor parte de los serotipos pueden causar gastroenteritis en el hombre,
aunque Salmonella enteritidis es el principal responsable de los casos en Espana,
seguido de Salmonella typhimurium. La bacteria penetra en el huésped por via
digestiva, generalmente a través de los alimentos contaminados. Se adhiere a las
células epiteliales del intestino delgado, invadiéndolas y atravesando la mucosa. Una
vez en la submucosa se multiplica, provocando un cuadro diarreico [6].

En el hombre, Salmonella typhi es capaz de diseminarse sistémicamente,
multiplicandose en ganglios linfaticos, bazo e higado, y causando un cuadro febril
conocido como fiebre tifoidea, a diferencia de la mayoria del resto de serotipos
conocidos como no tifoideos.

Es ampliamente conocido que los productos elaborados con huevo son los
principales alimentos implicados en los brotes de salmonelosis, y sobre estos recaen
medidas de control de diversa indole, tanto a nivel nacional como en el resto de los
paises europeos o0 en los Estados Unidos. Asi por ejemplo, en Espana, el Real
Decreto 1254/1991 establece las normas para la preparacion y conservacion de la
mahonesa y otros alimentos de consumo inmediato en restauracion en los que el
huevo es un ingrediente.

La vigilancia epidemioldgica nos permite conocer el comportamiento de la
Salmonella y poder establecer oportunas medidas preventivas, ya que la salmonelosis
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es la toxiinfeccion alimentaria transmitida a través de productos y subproductos de
origen animal mas importante en los paises desarrollados. Estas se producen tras
ingerir alimentos contaminados por microorganismos que, al desarrollarse en el interior
del consumidor, segregan distintas toxinas. [7]

Los brotes pueden ser causados por diversos serotipos relacionados con el
consumo de diferentes alimentos, tales como huevos, leche no pasteurizada, frutas y
vegetales [4]. A las causas de incremento de la salmonelosis en los ultimos afios
podriamos ademas afadir la contaminacion cruzada y la posible contaminacién de
productos carnicos elaborados. Todos estos factores representan un problema
continuo requiriendo atencién cada eslabon de la cadena.

Aunque la exposicion a Salmonella es frecuente, resulta necesario un indculo
grande (10°-10° bacterias) para el desarrollo de enfermedad sintomatica tras un
periodo de incubacion de 6 a 72 horas. La enfermedad se produce cuando el
microorganismo tiene las condiciones favorables para multiplicarse (alimento,
temperatura, humedad, etc.) hasta alcanzar una concentraciéon alta, aumentando de
esta forma la posibilidad de que se produzca la infeccion. Por ejemplo, alimentos mal
refrigerados, ya que las temperaturas minimas de crecimiento en los alimentos varian
de 6-10 °C, dependiendo del alimento.

La susceptibilidad es general pero nifios, ancianos, enfermos y/o personas
inmunodeprimidas son los que presentan las manifestaciones clinicas mas graves. A
ello hay que afadir la existencia de portadores asintomaticos. Es el caso de Mary
Mallon, también conocida como Maria Tifoidea. Fue la primera persona en ser
identificada como una portadora sana de fiebres tifoideas en los EEUU. Entre 1900 y
1907 trabajé como cocinera en Nueva York y durante este periodo infecté a 22
personas. Pasé por diferentes familias que enfermaban al poco tiempo de su llegada,
esto la obligd a ir de familia en familia, lo que contribuyé a que la enfermedad se
extendiera aun mas. La protagonista rehusaba dejar de trabajar como cocinera. Las
autoridades de salud publica la obligaron a entrar en cuarentena en dos ocasiones.
Aunque se neg6 a proporcionar muestras analizables, las autoridades consiguieron
demostrar que era portadora y tras una cuarentena de tres afos, fue liberada a
condicion de que no trabajase con comida. Mary Mallon cambié su nombre por el de
Mary Brown y volvié a trabajar como cocinera, tras lo cual se produjeron otros 25
infectados y 2 muertos. Tras ser localizada de nuevo, le fue impuesta una cuarentena
de por vida [8].

Pueden darse formas asintomaticas, la mayoria de las cuales ocurren en
adultos sin que aparezca ningun tipo de sintomas o solo presenten cefalea y
ocasionales deposiciones sueltas. Estos casos no son diagnosticados, salvo que se
busquen en el transcurso de la investigacion epidemioldégica de un brote colectivo,
pero dada la sintomatologia leve y la evolucién autolimitada, la gran mayoria de los
pacientes no reciben atencion médica y, otra parte importante, fuera de brotes, son
diagnosticados como gastroenteritis virica.
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1.2. Métodos analiticos de deteccion

La aparicién cada vez mas frecuente de brotes de contaminaciones bacterianas
en alimentos, algunas mortales, ha llevado al desarrollo de numerosas técnicas de
diagndstico, cada vez mas rapidas, sensibles, especificas, de bajo coste y facilidad de
uso [9].

1.2.1. Métodos de diagnodstico convencionales

Las técnicas microbiologicas clasicas basadas en el cultivo bacteriano para la
deteccion de Salmonella requieren 3 a 4 dias para la obtencién de un resultadoy 1 6 2
dias mas para la confirmacién bioquimica. Requieren las siguientes etapas [1]:

- Toma de muestra

- Preenriquecimiento

- Enriquecimiento selectivo
- Cultivo selectivo en placas
- Pruebas bioquimicas

- Investigacion serolégica

La recuperacién de Salmonella de los alimentos es dificil, ya que se requiere
detectar muy pocos organismos en una gran cantidad de producto. De ahi la
importancia de una buena toma de muestra [10].

El preenriquecimiento es la etapa inicial durante la cual la muestra se cultiva
en un medio no selectivo para restablecer las células dafadas a condiciones
fisioldgicas estables. Los medios mas utilizados son agua de peptona tamponada o
caldo de lactosa. Esta etapa se realiza usualmente durante 16 a 20 horas a 37°C.

En el enriquecimiento en un medio selectivo la muestra se cultiva
adicionalmente en un medio promotor del crecimiento que contiene agentes
inhibidores selectivos. Se trata de una fase critica porque suprime la microflora
competitiva y permite la proliferacion de Salmonella a niveles que puedan ser
detectados después en un medio sdlido. Los caldos de enriquecimiento mas utilizados
son el caldo de Rappaport-Vassiliadis (RV) y el caldo de selenito [11].

Durante el cultivo selectivo en placas se han desarrollado varios medios de
agar para el aislamiento de Salmonella basados en la adicion de sustancias que
permitan distinguir visualmente las colonias de Salmonella de las de otras bacterias.

Las presuntas colonias de Salmonella finalmente se confirman y se clasifican
en especies mediante métodos bioquimicos.

Para la clasificacion en serotipos se utilizan métodos serolégicos. Estos
métodos si dan una identificacion especifica de las colonias y se basan en el analisis
de los antigenos somaticos (O) y flagelares (H). Usualmente se realizan por métodos
de aglutinacion.
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1.2.2. Métodos de diagnéstico rapidos

La necesidad de analisis de diferentes componentes a tiempo real en areas
cada vez mas diversas ha promovido en estos ultimos afos que los esfuerzos
realizados en el desarrollo de instrumentacién analitica se dirijjan hacia la construccion
de dispositivos cuya utilizacion no requiera la supervision profesional, cuyo manejo sea
sencillo y cuyo coste sea menor. Como resultado de esta demanda de informacion
relacionada con el analisis de forma rapida, fiable y descentralizada se ha favorecido
el desarrollo de sensores quimicos y biosensores como alternativa de analisis a la
instrumentacion analitica convencional.

A pesar de los ingentes avances, los métodos denominados rapidos de
deteccion de Salmonella y otros patdégenos, todavia se apoyan en métodos de cultivo.
Por tanto, resultados negativos, se consideran definitivos, pero los resultados positivos
deben ser confirmados por métodos convencionales y seroldgicos [1].

¢ Métodos inmunoquimicos

En las ultimas décadas, la deteccidén inmunoldgica de bacterias ha empezado a
ser cada vez mas sensible, especifica y reproducible. Los avances en la produccién de
anticuerpos especificos, de forma cada vez mas rapida y econdmica, han sido
decisivos para el desarrollo de inmunoensayos comercialmente disponibles tales
como:

- Ensayos de aglutinacion en latex: Oxoid Salmonella Latex Test;
MicroScreen®, Spectate®, Bactigen®

- ELISAs (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Assurance®, Salmonella
Tek.

- Inmunodifusién: Salmonella 1-2 Tes

- Inmunoseparacion-que elimina la etapa de enriquecimiento selectivo-:
Tecra®Unique™ Salmonella, Path-Stick.

tTM

La especificidad de estos métodos inmunoquimicos depende de la eliminacién
de la reactividad cruzada de los anticuerpos utilizados en los kits diagnosticos.

Comunmente, el ELISA sigue un formato de ensayo tipo sandwich empleando
anticuerpos de captura y de deteccion (ya sean anticuerpos policlonales o
monoclonales, Mab). En primer lugar, el antigeno de la muestra problema se captura
mediante un anticuerpo policlonal o MAb especifico unido a un soporte en fase sélida y
su presencia se detecta utilizando un segundo anticuerpo policlonal o MAb, que puede
estar marcado con radiois6topos 0 mas generalmente, con enzimas. En definitiva, se
trata de un método de detecciéon basado en la especificidad de la reaccién antigeno-
anticuerpo.

Croci et al. [12] describen la aplicacion de un inmunosensor con formato
sandwich para detectar Salmonella en carne de cerdo, pollo y vacuno. La actividad de
la enzima HRP se midi6é electroquimicamente utilizando 3,3’,5,5-tetrametilbencidina
como sustrato. Los resultados muestran que el método es sensible y rapido, fue
posible detectar Salmonella en bajas concentraciones (1-10 células/25 g).
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e Métodos basados en ADN

Estos métodos tienen ventajas distintivas sobre los métodos de cultivo e
inmunoldgicos, tal como una mayor especificidad, rapidez y sensibilidad. Ademas son
capaces de detectar varios patogenos simultdneamente en un unico ensayo.

El desarrollo de técnicas de amplificacion in vitro del ADN, como la PCR, ha
contribuido de manera decisiva a aumentar la sensibilidad y selectividad de los
ensayos basados en acidos nucleicos [9].

a) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En 1983, Kary Mullis (Premio Nobel de Quimica, 1993) ide6 una metodologia
para duplicar hebras de ADN de manera artificial, que ha cambiado el curso de la
biologia molecular [13-15].

La PCR se basa en la repeticion de ciclos de sintesis de ADN dirigida por
oligonucleodtidos para realizar la replicacion in vitro de secuencias diana de acidos
nucleicos (Figura 2).

Es una técnica de sintesis enzimatica in vitro de secuencias definidas de ADN
por la extensién simultanea de cebadores complementarios a las hebras de ADN de la
muestra. La reaccion utiliza dos oligonucleétidos (cebadores), que se hibridan a las
cadenas complementarias de ADN de manera que flanquean la secuencia de ADN
que se desea amplificar. La elongacién de los cebadores es catalizada por la enzima
Taq polimerasa, cuya principal peculiaridad es ser estable al calor. La ADN polimerasa
lleva a cabo la sintesis de una cadena complementaria de ADN en la direccién 5 >3’
usando una hebra simple de molde.

5' 3.
s 3 R 3314033131333 113333334i33333laisiia i

3 S

‘. ——
GGG i
g

m Tag ADN
polimerasa

L

Figura 2. Reaccion en cadena de la polimerasa (Cultex S.L.U.)

La PCR emplea dos cebadores, uno complementario a cada una de las hebras
de ADN, que han sido separadas de su estructura de doble hélice por calor.
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La PCR es, entonces, una metodologia analitica que se realiza por repeticion
de un ciclo que involucra tres etapas de menos de 1 minuto cada una:

+ Etapa de desnaturalizacion: En ella, el ADN diana se incuba a elevada
temperatura (90-95°C) de tal manera que las hebras se separan quedando
accesibles a la hibridacion de los cebadores.

+« Etapa de Hibridacion: la mezcla de reaccion se enfria (40-60°C) para permitir
que los cebadores hibriden con la secuencia complementaria.

% Etapa de extension: consiste en un calentamiento a 72°C en el que los
cebadores se extienden mediante una ADN polimerasa, utilizando el ADN
diana como molde, realizandose entre 20-40 ciclos en cada reaccion.

+« Elongacion final entre 70-74°C durante 5-15 minutos.

Las etapas de cada ciclo se consiguen simplemente variando la temperatura de
la mezcla de reaccion. Debido a que el producto generado por extension de los
cebadores sintetizado durante un ciclo determinado puede servir como ADN analito en
el préximo ciclo, el nUmero de copias de la secuencia de interés aproximadamente se
dobla durante cada ciclo. Por lo tanto, 20 ciclos de PCR rinden mas de 1 milléon de
copias (2%°) del ADN analito.

El analisis por PCR puede ser de dos tipos: cualitativo (deteccion de la
presencia o ausencia de un fragmento de ADN determinado) o cuantitativo (deteccion
de la cantidad de un fragmento de ADN determinado).

=>» Analisis cualitativo de ADN mediante PCR convencional

Este tipo de analisis se suele realizar cuando tan so6lo es necesario conocer la
presencia o ausencia de alguna secuencia especifica de ADN o ARN, como por
ejemplo la detecciéon de la presencia de un patégeno en una muestra. El analisis del
producto amplificado suele realizarse mediante electroforesis en gel y su visualizacion
por tincidon en bromuro de etidio o por deteccién fluorescente si previamente hemos
utilizado uno de los cebadores marcado con algun tipo de fluoréforo. En algunos
analisis resulta necesario identificar la secuencia del producto amplificado y el
producto de la PCR debe ser sometido a un analisis especifico (secuenciacion,
digestién con enzimas de restriccion, etc.) [16].

= Analisis cuantitativo de ADN mediante PCR (RT-PCR)

Actualmente los métodos clasicos de la PCR para el diagndstico de patégenos
se complementan y en algunos casos se reemplazan por ensayos de PCR en tiempo
real, que permite no sélo la identificacion sino también la cuantificacién del organismo.
Con esta técnica se pueden obtener resultados 24-48 horas después de la llegada de
la muestra. Esto la convierte en un método particularmente Util para el control de focos
potenciales de contaminacion ya que, en un periodo de tiempo en el que los
resultados de un cultivo aun no estarian disponibles, es posible iniciar las acciones
correctoras oportunas.
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La PCR en tiempo real controla la acumulacion del producto de la PCR durante
la reaccion de amplificacion, asi permite la identificacion de los ciclos durante los
cuales se produce la generacion del producto de la PCR casi exponencialmente. El
ensayo puede utilizarse para cuantificar de forma segura el contenido de ADN o ARN
en una muestra dada. En contraste con la PCR convencional, la PCR en tiempo real
es mas rapida, tiene un formato en tubo cerrado, por lo que decrece el riesgo de
contaminacién cruzada, es altamente sensible y especifica, por lo que retiene la
eficacia cualitativa y proporciona informacién cuantitativa. En muchos casos, los
ensayos de PCR en tiempo real han demostrado ser mas sensibles que los métodos
de referencia existentes. El desarrollo reciente de ensayos y maquinas portatiles de
PCR en tiempo real aumenta las perspectivas de estas técnicas para ser utilizadas en
el diagndstico rapido (menos de 2 horas) de brotes de enfermedad en el campo.

En cuanto a la instrumentacién, la PCR en tiempo real es una PCR
convencional en la que los equipos de amplificacion (termocicladores) llevan
incorporados un sistema de deteccion fluorescente (fluorimetro), basandose la
tecnologia en la utilizacion de unas moléculas especificas denominadas fluoréforos y
quenchers. Ambos factores, nos va a permitir monitorizar, en tiempo real, lo que esta
ocurriendo dentro de cada tubo en cada ciclo de amplificacion [17,18].

Un ejemplo de RT-PCR es descrito por Malorny et al. [19]. El ensayo identifico
correctamente todas las 110 cepas de Salmonella probadas y otras 87 cepas de otros
patdgenos dieron resultados negativos.

b) Ensayos de hibridacion

En estas técnicas, la secuencia de interés o analito es reconocida por una
sonda de ADN cuya secuencia es complementaria y ambas forman la estructura de
doble hélice o duplex. Esta reaccion de hibridacion ocurre con gran afinidad y
especificidad, al igual que ocurre in vivo.

Como resultado de la demanda creciente de informacion relacionada con el
analisis de forma rapida, fiable y descentralizada, se ha favorecido el desarrollo de
sensores quimicos y biosensores como alternativa de analisis a la instrumentacion
analitica convencional.

Con la aparicion de los biosensores a principios de los afios 60, se generd una
nueva dimension en los sensores quimicos en cuanto al reconocimiento molecular de
un analito: el biorreconocimiento [20]. Esto implica una selectividad similar a lo que
ocurre in vivo, que es la maxima que se puede obtener.

Se define como biosensor al dispositivo analitico que incorpora un elemento
biolégico de reconocimiento selectivo denominado biorreceptor, en intimo contacto con
un transductor capaz de detectar el evento de reconocimiento molecular entre el
analito y la biomolécula y transformarlo en una sefial analitica, usualmente eléctrica.

Las etapas basicas de funcionamiento de un biosensor son las siguientes
(Figura 3):

Ana Puerta Sudrez 9



Introduccion

1. Interaccion especifica del analito de la muestra con el material bioldgico
inmovilizado sobre el transductor de manera directa o sobre un soporte en
contacto intimo.

2. Deteccion, por parte del transductor, de la variacion de alguna propiedad
fisica o quimica del sistema, provocada por la reaccion de reconocimiento
selectivo.

3. Procesamiento de la sefial y obtencion de resultados.

Sensibilidad a un
cambio fisico o

Medio Reconocimiento
complejo del analito

Transduccion Obtencion de Obtencion de
sefial mensurable resultados

3 [ Biosensor |

I Analito I Biorreceptor I Transductor I Captura de datos Procesador

Figura 3. Principio de funcionamiento de un biosensor.

Los genosensores constituyen un subgrupo dentro de los biosensores, en los
cuales el elemento de reconocimiento molecular es el ADN (sonda de ADN). Cuando
la sonda no esta directamente inmovilizada sobre el elemento de transduccién se
habla de genoensayo. En estos casos, dicha sonda puede estar en disolucién o bien
inmovilizada sobre un soporte que no constituya el elemento de transduccion, por
ejemplo particulas magnéticas, como es el caso del presente trabajo.

La deteccion de los eventos de hibridacion puede ser: electroquimica
(amperométrica, voltamétrica, potenciométrica, impedimétrica y conductimétrica),
Optica (dispositivos basados en fibras ¢pticas, resonancia de plasmoén superficial),
térmica o piezoeléctrica (dispositivos de onda acustica, microbalanzas) [21].

Los transductores electroquimicos presentan numerosas ventajas respecto a
otros sistemas de transduccion: son economicos, de facil miniaturizacion y
automatizacion y ofrecen una respuesta rapida, ademas de una alta sensibilidad.

Los ensayos de hibridacion generalmente no tienen sensibilidad suficiente, ya
que las metodologias de analisis de bacterias patdgenas en alimentos deben ser
capaces de llegar a detectar concentraciones del orden de 1 CFU por 25 g de alimento
o inferiores, lo que hace necesario la incorporacion de una etapa previa de
enriquecimiento por cultivo o PCR convencional.
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En las secciones siguientes, nos centraremos de forma exclusiva en los
genoensayos con sistema de deteccidn electroquimica por ser la metodologia que se
ha adoptado en el presente trabajo.

1.3. Fundamentos de los genoensayos electroquimicos

Los genoensayos se caracterizan por su rapidez en la obtencion de resultados
y por la simplificacién del procedimiento de analisis reduciendo el numero de etapas
respecto a las metodologias clasicas.

Con este tipo de dispositivos, las posibilidades de miniaturizacién de la
instrumentacion asociada, es otro aspecto importante.

Las caracteristicas deseables de un genoensayo son las siguientes:

- Precision y exactitud

- Elevada especificidad; insensibilidad frente a interferencias de la matriz de
la muestra

- Amplio intervalo dinamico de trabajo

- Tiempo de respuesta breve y rapidez en las medidas

- Bajo coste de produccion y realizacion

1.3.1. Soportes

En los genoensayos, unicamente la etapa de deteccion se realiza sobre el
transductor, ya que la sonda de captura esta inmovilizada sobre un soporte que no
constituye el elemento de transduccion, como pueden ser membranas, geles o
particulas magnéticas.

Por su relacidon con el presente trabajo, a continuacién se van a explicar dos
tipos de soportes concretos:

Particulas magnéticas

Las microparticulas y nanoparticulas magnéticas, constituidas por un nucleo de
ferrita de propiedades paramagnéticas y recubiertas por un polimero inerte,
representan una de las estrategias mas prometedoras en bioanalisis y bioseparacion
[22-24]. Pueden ser modificadas con diferentes grupos organicos para acoplarse
covalentemente a biomoléculas (enzimas, ADN o anticuerpos), o ser modificadas
directamente con biomoléculas como estreptavidina, proteina A o poli (dT) [25,26]. Las
particulas magnéticas estan disponibles comercialmente con una variedad de grupos
funcionales y de tamanos (Figuras 4y 5).

Las moléculas que se quieren analizar pueden unirse a las particulas
magnéticas mediante una reaccién de reconocimiento especifica y separarse de la
matriz biolégica mediante la aplicacion de un campo magnético, y asi el analito
presente en la muestra alimentaria se preconcentra en la superficie de las esferas.
Son, por tanto, superparamagnéticas, lo cual implica que adquieren propiedades
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magnéticas cuando se encuentran bajo la accién de un campo magnético fuerte, pero
no presentan magnetismo residual una vez que se elimina la accion de ese campo.

Las reacciones de afinidad (de inmovilizacion, de reaccién inmunolégica y de
hibridacion) se llevan a cabo en las particulas magnéticas, consiguiéndose que las
bioreacciones, asi como las etapas de lavado sean mas efectivas, se evitan de este
modo procesos de filtracién o centrifugacion para separar las especies enlazadas de
las no enlazadas [27].

Su diametro estd normalmente comprendido entre 0.5 y 10 ym, son por tanto
microparticulas [28].

V‘.,‘.B

g ‘ . "f' Ly . 4 '

Figura 4. TEM imagenes de particulas magnéticas de 2.8 um de diametro,
A) 600X y B) 4000X de aumento*™

Figura 5. Micrografias electrénicas de barrido de particulas magnéticas modificadas con
estreptavidina (2.8 um) a A) 1000X, B) 5000X, C) 20000X de aumento.
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Electrodos serigrafiados

La aplicacion de la nanotecnologia a los biosensores de ADN ha permitido
aumentar mucho su eficacia y se les estan encontrando aplicaciones en ambitos tan
variados como el control de contaminacion de las aguas o los alimentos, el diagndstico
médico detectando patégenos o enfermedades genéticas, el fraude alimentario, o la
medicina forense. La incorporacién de técnicas procedentes de la industria
microelectrénica en la fabricacién de electrodos ha permitido desarrollar dispositivos
sensores miniaturizados [29].

Ultimamente, el uso de los materiales en la nanoescala para el desarrollo de
biosensores electroquimicos ha mostrado un incremento exponencial. El gran interés
por los nanomateriales se centra en la posibilidad de adaptar sus dimensiones y
estructura a las especies que se detectan. Entre los diferentes formatos posibles,
destacan los electrodos serigrafiados (Figura 6).

Asi, mediante la deposicion secuencial de varias capas de pastas o tintas
especiales sobre un soporte aislante es posible reproducir una celda electroquimica
convencional a pequefa escala y en formato plano.

eletrodo auxiliar
’/% .

contacto eléctrico

electrodo de trabajo

electrodo de referencia

Figura 6. Esquema de un electrodo serigrafiado. (www.dropsens.com)

El electrodo de trabajo y el auxiliar son de carbono mientras que el electrodo de
referencia es de plata, al igual que los contactos eléctricos. El electrodo de trabajo es
circular y presenta un diametro de 4 mm. Son éptimos para trabajar con volimenes de
50 pl.

En este trabajo, el electrodo se empleara uUnicamente en la etapa final de
deteccion, como elemento de transduccion.
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1.3.2. Formatos de ensayo.

La senal electroquimica empleada para la cuantificacion de las secuencias
especificas del patdgeno se puede generar de maneras muy diversas.

En principio, la reaccion de hibridacion entre dos hebras de ADN no es féacil de
medir electroquimicamente. Aunque el ADN es electroactivo sobre electrodos solidos
debido principalmente a la oxidacién de guanina y adenina, estos procesos ocurren a
potenciales elevados y no son especificos, ya que cualquier secuencia presente,
hibridada o no, origina este tipo de sefales.

Tras la hibridacion, la electroactividad del ADN disminuye debido a que las
bases electroactivas quedan ocultas dentro de la doble hélice [30]. Aunque es posible
usar la oxidacion directa de las bases, su actividad catalitica hacia el NADH [31], o la
electrocatalisis de las bases por complejos metalicos [32], es preferible emplear otras
estrategias.

A continuacion, se describen brevemente las distintas estrategias de
transduccién como criterio de clasificacion de los formatos de ensayo, estableciendo
dos categorias distintas: ensayos que no utilizan marcadores y ensayos basados en el
empleo de sondas marcadas.

Metodologias sin marcadores

El marcaje de sondas de ADN puede llegar a ser un problema para el
desarrollo de biosensores reduciendo significativamente su tiempo de vida. Los
métodos de deteccion del ADN en los que no se usan marcas son los conocidos como
métodos directos (Figura 7). En ellos, se detecta la interaccion entre la sonda de
captura y la sonda diana, que son complementarias, y ninguna de ellas esta marcada.

|~V % Sl

analito

Sonda inmovilizada

Figura 7. Esquema de un ensayo directo de hibridacion.

Una de las técnicas electroquimicas mas empleadas en este tipo de ensayo es
la espectroscopia de impedancia electroquimica, que tiene el potencial inherente para
detectar secuencias de ADN evitando el empleo de marcas. Esta técnica es
particularmente adecuada para estudiar reacciones de union en superficie como la
hibridacion entre hebras de ADN ya que es muy sensible a cambios en la interfase
electrodo-disolucion. Asi, cuando en presencia del analito se forma el correspondiente
duplex con la secuencia diana, se altera esa interfase provocando un cambio en la
resistencia a la transferencia electronica (R.;) desde una molécula electroactiva,
tipicamente una mezcla equimolar de ferricianuro y ferrocianuro, presente en la
disolucion a la superficie electrodica [33].
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Otros métodos emplean moléculas electroactivas en disoluciéon que se unen de
forma preferente a la doble hélice (indicadores de hibridacion). Un ejemplo reciente de
indicador de la hibridacion es el complejo “RulL”. Este complejo tiene una doble
funcion. Por un lado, la estructura planar de los grupos aromaticos del ligando 3-(2-
fenantren-9-il-vinil) piridina (L) confiere un caracter intercalativo al complejo y le
permite unirse a acidos nucleicos de doble cadena de una manera muy especifica. Por
otro lado, el centro redox del metal (Ru) sirve de indicador electroquimico para
detectar el evento de hibridacion. Un ejemplo de la utilizacién de este complejo en la
deteccion selectiva de Salmonella en presencia de otros patégenos [29].

Metodologias basadas en el empleo de marcadores

En estos ensayos, la presencia de las secuencias especificas del patégeno se
evidencia mediante otra secuencia complementaria marcada que genera la senal
analitica, luego de la reaccién de hibridacion (reconocimiento especifico) entre ambas.

Dentro de la metodologia con marcas existen varios formatos de ensayo. En el
presente trabajo se utiliza un formato tipo sandwich en el que la sonda de captura se
disefia de manera que solo sea complementaria a una parte de la secuencia diana. El
analito reacciona con esta sonda de captura y con una sonda indicadora, que lleva
unida la marca, generando el correspondiente duplex ternario, como se muestra en la
Figura 8. Dado que hay dos reacciones de reconocimiento, los ensayos tipo sandwich
aumentan la selectividad de la deteccion.

+

analito

Pave™.

Sonda inmovilizada

2% sonda
indicadora

Figura 8. Esquema de un ensayo de hibridacién tipo sandwich.

Esta metodologia implica que el marcador se une directamente de manera
covalente a la sonda: marcadores electroactivos, enzimas o, mas recientemente,
nanoparticulas metalicas o semiconductoras.

Existen distintos compuestos electroactivos que pueden unirse covalentemente
al ADN vy asi ser detectados por oxidacion-reduccién aplicando un potencial al
electrodo. Dado que estos marcadores electroactivos poseen mejores propiedades de
oxido-reduccién que el ADN, su utilizacién permite obtener una relacién sefal/ruido
superior y una mejor sensibilidad.
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Las sondas de captura de ADN que ademas estan marcadas con una molécula
electroactiva son el analogo electroquimico de los denominados faros moleculares. El
grupo de Plaxco fue pionero en su desarrollo empleando azul de metileno (MB) como
marca. Es un colorante organico que ha sido ampliamente estudiado en este campo.
Plaxco et al. [35] describe un ejemplo para la deteccion de Salmonella typhimurium
utilizando una sonda con estructura mango-bucle inmovilizada sobre la superficie del
electrodo (Figura 9). La hibridacion con la secuencia diana complementaria provoca la
apertura de la horquilla acompafada de una disminucién de la sefial redox al
producirse un aumento de la distancia entre la marca y la superficie electrédica. Dado
que en la etapa de deteccidon se registra un decrecimiento de la senal, el sensor
resultante se conoce como signal-off.

=1
e
p—
==
r A Diana
sin marcar
—_—
MB -
& rrrrrd =
e
=3
—

Figura 9. Esquema de un ensayo de hibridacion signal-off.

En los métodos que emplean enzimas como marcas, estas pueden estar
unidas a la cadena de ADN directamente (enlace covalente), indirectamente a través
de enlaces de afinidad biotina-estreptavidina o enlaces fluoresceina-anticuerpo
antifluoresceina. Ademas de su selectividad intrinseca, la principal ventaja que
presenta el uso de enzimas como marca es que consigue amplificar en gran medida la
sefal, lo que hace que estas marcas ofrezcan una gran sensibilidad.

Actualmente es posible disponer comercialmente de oligonucleétidos marcados
con las marcas mas habituales de una forma simple y a un precio razonable (Tabla 1)
[34].
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Tabla 1. Marcas en sistemas de hibridacion y deteccion de ADN.

Sonda de ADN funcionalizada con Receptor especifico marcado con

fosfatasa alcalina
B-galactosidasa

biotina avidina o estreptavidina ferrotina
fluoresceina
peroxidasa
o . e fosfatasa alcalina
digoxigenina Anticuerpo antidigoxigenina _
peroxidasa
) . fosfatasa acida
glucosil concavalina A ;
glucosa oxidasa
IgG Anticuerpo IgG peroxidasa
proteina A IgG peroxidasa
proteina G IgG peroxidasa

Con estos marcadores, la sefial analitica generalmente se obtiene midiendo la
corriente de oxidacion o reduccion del producto de reaccidn enzimatica [36], aunque
es posible utilizar otras reacciones acopladas [37]. Las enzimas mas ampliamente
usadas como marcadores han sido las peroxidasas, mas en concreto la peroxidasa de
rabano silvestre (HRP) dado su alto numero de intercambio.

En este trabajo, la marca enzimatica utilizada es HRP y el sustrato de la
enzima es tetrametilbencidina (TMB). El sustrato sufre un proceso de oxidacion en
medio de peroxidos como se puede observar en la Figura 10. El producto
electroactivo, TMB oy, se determina por métodos electroquimicos.

H,0, TMB,, 4

(@
H,O TMB,, ﬁ
]

Figura 10. Reaccion de oxidacion enzimatica de TMB y posterior deteccion electroquimica..

También es frecuente el empleo de la fosfatasa alcalina (ALP) [36,38].
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1.4. Fundamento de la cronoamperometria

Para las medidas cronoamperométricas se emplearon electrodos serigrafiados
de tinta de carbono que reproducen una celda electroquimica convencional de 3
electrodos en formato plano y a pequena escala. Como su nombre indica, en esta
técnica se registra la corriente que se genera en el electrodo de trabajo en funcién del
tiempo a un potencial constante, al cual la especie electroactiva esté completamente
oxidada o reducida.

Desde el punto de vista practico, esta técnica implica la aplicacion de un
potencial inicial E1 (Figura 11), en el que no ocurre ninguna reaccion de tipo faradaico.
Una vez se alcanza el equilibrio, se produce un pulso de potencial hasta un potencial
final, E2, el cual provoca que se lleve a cabo la oxidacion o reduccién del compuesto
electroactivo.

En este trabajo, la oxidacion se lleva a cabo enzimaticamente y lo que se mide
es la intensidad de corriente de reduccion del producto oxidado previamente por la
enzima. El experimento consiste en mantener el potencial constante durante un tiempo
determinado, durante el cual se registra la intensidad de corriente en funcién del
tiempo, dando lugar a una curva |-t (Figura 12). La corriente es proporcional al
gradiente de concentracion en la superficie del electrodo [39].

Figura 11. Senal de excitacion utilizada en un experimento cronoamperométrico basico.
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Figura 12. Respuesta intensidad de corriente-tiempo para una corriente de reduccion
(cronoamperograma).

Cuando se consideran reacciones en disolucion, la caida de la corriente
faradaica tras el salto hasta E2 es descrita por la ecuacion de Cottrell.

nFADY/?¢,
I (t) = T1/2 (1/2

Donde n es el numero de electrones que intervienen en la reaccion electrddica,
F es la constante de Faraday (C mol”), A es el area de electrodo (cm?), D el
coeficiente de difusién (cm? s”), C, la concentraciéon de analito en el seno de la
disolucién (mol cm™), y t es el tiempo (s) transcurrido desde la aplicacion del pulso de
potencial.

La corriente registrada contiene también una componente capacitativa. Esta
decae muy rapidamente, por lo que solo sera significativa a tiempos muy cortos.
Ademas, lo hace de manera exponencial con el tiempo de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

AE -t
Ic(t) = R_ e RC

Donde R = resistencia (Ohmios) y C = capacidad (Faradios).
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Objetivos

Existe un elevado numero de microorganismos cuyo control exhaustivo resulta
esencial para garantizar la seguridad medioambiental y agroalimentaria. La enorme
incidencia de brotes de toxiinfecciones causados por estos microorganismos ha
obligado a la busqueda de métodos para su rapida deteccion.

En este trabajo se aborda la identificacion y cuantificacion de la Salmonella
mediante la deteccion de secuencias de ADN especificas de la misma.

La industria, por ejemplo, requiere dispositivos cuya utilizacion no suponga
supervision profesional, cuyo manejo sea sencillo y cuyo coste sea bajo. La alta
sensibilidad de los transductores electroquimicos, sumados al hecho de su
compatibilidad con tecnologias de miniaturizacidon/microfabricacion, los convierten en
dispositivos atractivos para el diagnéstico rapido y simple de ADN en campos tales
como el alimentario, el biolégico y el medioambiental. Con el fin de facilitar las etapas
de separacion en el transcurso del genoensayo, se propone el uso de particulas
magnéticas como soporte del mismo. Sobre ellas se inmovilizara la sonda de captura.

Para incrementar la selectividad de la deteccion se propone un formato de
ensayo tipo sandwich en el que la sonda de captura reconoce al analito, el cual es
también reconocido por una sonda indicadora, que lleva unida la marca, generando el
correspondiente duplex ternario. Se producen, por tanto, dos reacciones de
reconocimiento. Dada su capacidad de amplificacion, se empleara una marca
enzimatica para llevar a cabo la transduccion cronoamperométrica.

Los objetivos concretos del presente trabajo son los siguientes:

1. Seleccion de la secuencia analito especifica.

2. Disefio de una sonda de ADN de captura asi como de una sonda
indicadora adecuada, que permitan reconocer la secuencia analito.

3. Preparacion de una fase sensora basada en el uso de particulas
magnéticas modificadas con estreptavidina, de manera que el analito se
una a la misma mediante una reaccion de reconocimiento especifico y se
separe de la matriz mediante la aplicaciéon de un campo magnético.

4. Optimizacién de algunos parametros con el fin de obtener un método lo
mas sensible posible mediante un genoensayo tipo sandwich con
amplificacién enzimatica (HRP).

5. Evaluacién de las caracteristicas de respuesta analitica del genoensayo vy
estudio de la selectividad en presencia de otros patdgenos.
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Materiales, Instrumentacion y Protocolos

3.1. Reactivos

Los oligonucleétidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por Sigma-
Life Sciences (Madrid, Espafia). Sus secuencias de bases se especifican en la Tabla
2.

Tabla 2. Nombre, funcién y secuencia de los oligonucledtidos empleados.

Nombre Funcidén Secuencia de bases 5' 2> 3'
_ Sonda de

SalCPBiotin captura GCGCGCGGCATCCGCATCAATAATACCGGCCTTCAAATIBtnTg]
Sonda [FICJACCGTAAAGCTGGCTTTCCCTTTCCAGTACGCTTCGCCGT

SalDPFluor | . 7.

indicadora | TC
. ATTTGAAGGCCGGTATTATTGATGCGGATGCCGCGCGCGAAC
SalT analito

GGCGAAGCGTACTGGAAAGGGAAAGCCAGCTTTACGGT

Las particulas magnéticas de 1.0 ym de diametro funcionalizadas con
estreptavidina, Dynabeads MyOne Streptavidin C1, fueron adquiridas en Life
Technologies (Madrid, Espafa). Las particulas se suministran en forma de suspension
liquida de concentracién 10 mg/mL (7-12:10° microparticulas/mL) en una disolucion
reguladora de fosfato (PBS) de pH 7.4 que contiene 0.01% Tween-20 y 0.09% NaNj;
como conservante.

En el proceso de acondicionamiento de los electrodos, éstos se lavan con agua
y etanol y su superficie se seca con una corriente de nitrogeno (N45, Air Liquide). El
resto de reactivos utilizados, incluyendo las sales empleadas para la preparacién de
las disoluciones reguladoras, se detallan en la Tabla 3.

Todos los compuestos fueron obtenidos comercialmente y usados sin
tratamiento previo. Las disoluciones se prepararon en agua Milli-Q purificada con un
sistema Direct-Q de MilliPore.

Tabla 3. Reactivos empleados.

Reactivo Pureza | Casa Comercial
Etanol 96% Prolabo
Tween 20 70% Sigma
20x SSPE* Sigma
10x PBS Sigma
PBS-caseina Sigma
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) | 99% Sigma
anticuerpo antifluoreceina-HRP Sigma
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*El SSPE (disolucion reguladora salina-fosfato sédico- EDTA) es una disolucion
reguladora de fosfato 0.2 M de pH aproximado 7.4 que contiene 2.98 M de
NaCly 0.02 M EDTA.

La composicion de las disoluciones empleadas es la siguiente:

e Disolucién Hibridacion (H): 2x SSPE (dilucién 1:10 de 20x)
e Disolucién Lavado (L): 2x + 0.005% Tween-20

e Disolucién Marcaje (M): PBS (1x) + 0.5% caseina

3.2. Instrumentacion

La sefal electroquimica se midié en todos los casos con un potenciostato
pAutolab Type Il (Ecochemie, Holanda) controlado por un equipo informatico provisto
del software GPES 4.9.

Para las medidas de cronoamperometria se emplearon electrodos
serigrafiados de tinta de carbono DRP-110 de Dropsens (Oviedo, Espafa) que
constan de un electrodo de trabajo de 4 mm de diametro fabricado con tinta de
carbono, un electrodo auxiliar también de tinta de carbono y un electrodo de
referencia, que es en realidad un pseudoreferencia, de plata.

Como interfase entre la celda serigrafiada y el potenciostato se empled un
conector especifico de Dropsens (Oviedo, Espafia).

Las etapas de incubacion y lavado con particulas magnéticas se llevaron a
cabo bajo agitacion en una rueda con capacidad para 12 viales (Dynal MX1) que se
muestra en la Figura 13:

Figura 13. Rueda de mezcla para eppendorf de 1.5 mL
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La separacion mediante la aplicaciéon de un campo magnético se realizd en un
iman (DynaMag-2). Ambos son de Life Technologies (Madrid, Espaia).

Figura 14. DynaMag™-2

En la etapa de detecciéon, para asegurar que las particulas magnéticas
modificadas se depositan exclusivamente en el electrodo de trabajo, se emplea un
iman de 4 mm de didmetro.

El control de la temperatura durante la reaccion de hibridacion del analito y la
sonda indicadora se realizé en un termostato de bloque metalico para tubos de
centrifuga; Tembloc, Selecta (Figura 15).

Las disoluciones de oligonucledtidos y particulas magnéticas contenidas en los
eppendorf se homogeneizaron mediante agitacion en un vortex y también se empled
una centrifuga Hereaus Biofuge, Thermo Scientific (Figura 16).

Figura 15. Termostato Tembloc Figura 16. Centrifuga Hereaus Biofuge 1L-R
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3.3.  Procedimientos experimentales

3.3.1. Acondicionamiento de los electrodos serigrafiados

Los electrodos serigrafiados de tinta de carbono se lavaron con etanol y agua
para eliminar las impurezas que pueden estar presentes en la tinta tanto organicas
como inorganicas, y se secaron en corriente de nitrogeno. De esta forma, los
electrodos quedan listos para ser utilizados.

3.3.2. Protocolo de formacién de la fase sensora (modificacion de las
particulas magnéticas)

En primer lugar, es necesario realizar una etapa de lavado de las particulas
magnéticas antes de su utilizacion para eliminar los conservantes que contiene la
disolucién. Para ello, se transfiere un volumen de 50 pL de la suspensién comercial de
microparticulas a un eppendorf de 1.5 mL. Seguidamente, son resuspendidas en 450
pL de disolucidn reguladora L, que contiene detergente para facilitar la separacion
magneética, y la solucion resultante se incubé 2 minutos bajo rotacion en la rueda
(Figura 17).

Una vez transcurrido este periodo, se someten a un pulso corto en la centrifuga
y el eppendorf es colocado sobre un iman que aplica un campo magnético y, dado que
las particulas estan constituidas por un nudcleo de ferrita de propiedades
paramagnéticas, se acumulan en la pared, permitiendo asi la separacion del
sobrenadante tras 2 minutos. El lavado se repitio empleando 500 pL de disolucién L.

Posteriormente se llevd a cabo la funcionalizacion de las microparticulas con la
sonda de ADN de captura (Figura 17). Para ello, las particulas se resuspendieron en
500 pL de disolucion 1uM de la sonda biotinada en disolucion H, dejando transcurrir la
incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente y bajo rotacion. La sonda de
captura se une asi a las particulas magnéticas mediante una reaccion de
reconocimiento especifica. Esta suspensién se almacena para que tenga lugar la
reaccion de inmovilizacion durante toda una noche a 4°C.

A continuacion, se someten a 2 lavados, el primero con disolucion L y el
segundo con disolucion H, y finalmente se reconstituyen en 500 pL de disolucion H
(disolucién stock). Esta suspension se almacena a 4 °C hasta su utilizacion.
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450 pL disolucién L 500 pL SalCP 1 pyM
50 uL (2x+ 0.005% Tween-20) . 00 ML en disolucion H
particulas disolucion L
2 minz 2 min: ] 30miq ] 4°C, 24 h
separacion separacion incubacion
e — E—
500 pL 500 pL
disolucion L disolucion H
2 min, 2 min,
separacion separacion

Reconstituciéon en 500 pL

disolucion H

(disolucion stock)

Figura 17. Modificacion de las particulas magnéticas.

3.3.3. Protocolo de hibridacion.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la secuencia analito se emplea un
formato tipo sandwich.

e Hibridacion en fase homogénea

En primer lugar se realizo la hibridacion homogénea entre la secuencia diana y
la sonda indicadora (Figura 18, etapa 2, recuadro). Para ello, se mezclaron cantidades
crecientes de secuencia analito con una cantidad fija de secuencia indicadora en
eppendorf independientes, de manera que la concentracion final de secuencia
indicadora fuese 0.5 uM y la de analito entre 0 y 10 nM, en un volumen final de 500 pL
de disolucion H.

Seguidamente, los eppendorfs se introdujeron en un termostato de bloque
metalico y se mantuvieron a 98 °C durante 5 minutos, para asegurar que la sonda
analito y la indicadora no se autohibridan generando posibles estructuras secundarias
que dificulten la hibridacién entre ambas. Después se enfriaron en un bano de hielo a
0 °C durante otros 5 minutos.

Ana Puerta Sudrez 27



Materiales, Instrumentacion y Protocolos

e Hibridacion heterogénea

A continuacién, se realizé la hibridacién heterogénea (Figura 18, etapa 3) entre
la sonda de captura inmovilizada sobre las particulas magnéticas y el duplex
previamente formado entre la sonda indicadora y el analito durante la hibridacion
homogénea. Para cada concentracion de analito, se anadieron 50 uL de la suspension
de particulas magnéticas modificadas con la sonda de captura a las disoluciones
anteriormente descritas, que contenian concentraciones variables de analito y la
secuencia indicadora 0.5 pM, y se dejo que la reaccion de hibridacion transcurriese
durante 1 hora a temperatura ambiente y bajo rotacion.

Por ultimo, se realizaron 3 lavados, dos con disolucion L y el tercero con
disolucién M. Esta ultima contiene caseina 0.5% que impide que, en la posterior etapa
de marcaje enzimatico, se produzcan adsorciones inespecificas del conjugado
enzimatico.

3.3.4. Protocolo del marcaje enzimatico

Para realizar la inmovilizacion de la marca enzimatica sobre la sonda
indicadora marcada con fluoresceina, se afnadieron 500 uL de disolucién M sobre las
particulas magnéticas modificadas con el ADN y, seguidamente, 1.7 pL del conjugado
enzimatico anticuerpo antifluoresceina-HRP (Figura 18, etapa 4).

Para conseguir la inmovilizacion del enzima se dejaron transcurrir 30 minutos
de reaccion a temperatura ambiente y bajo rotacion. Posteriormente se realizaron 2
lavados, uno con la disolucion M y otro con la disolucion de hibridacion H y por ultimo,
las microparticulas completamente modificadas se resuspendieron en 50 uL de la
disolucion en la que se va a llevar a cabo la deteccion (disolucion H).

3.3.5. Protocolo de deteccion.

Para realizar la deteccién electroquimica (Figura 18, etapa 5), se deposita una
alicuota de la disolucién de las particulas magnéticas completamente modificadas sélo
sobre el electrodo de trabajo de la celda serigrafiada. Esta condicion es indispensable
para tener medidas reproducibles. Para conseguirlo se fija un iman con el mismo
diametro del electrodo (4 mm) bajo la superficie del mismo, de tal manera que las
microparticulas magnéticas sean atraidas por la accién de su campo magnético.

Tras colocar el iman, se depositaron 15 pyL de la disolucion de particulas
modificadas sobre el electrodo de trabajo y se esperaron 2 minutos para asegurar que
el iman atrapa todas las particulas. A continuacion, se afiadieron 45 pL de disolucion
del sustrato enzimatico (TMB) en la disolucion de deteccién. Se deja transcurrir 1
minuto y se realiza la medida.

La medida electroquimica del producto electroactivo generado
enzimaticamente se llevé a cabo por cronoamperometria.

Los parametros instrumentales empleados fueron los siguientes:

e Potencial: 0 V

e Duracion del pulso: 60 s
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4. RESULTADOS Y DISCUSION




Resultados y discusion

41. Seleccion de la secuencia analito

En este trabajo se lleva a cabo el disefio de un ensayo basado en el analisis
del genoma bacteriano de Salmonella. El proceso comienza con la seleccion de la
secuencia genética de interés, la denominada secuencia diana o analito, que debera
ser especifica de la bacteria a analizar.

Algunas cepas de Salmonella contienen plasmidos que codifican genes de
virulencia que estan altamente asociados con la diseminacién de la infeccion. El
conocimiento de los genes que conforman el genoma bacteriano, de las proteinas que
codifican y de sus funciones, permite comprender los mecanismos de patogenicidad
de estos microorganismos para prevenir exitosamente estas infecciones.

La capacidad de Salmonella para adherirse y entrar a las células del epitelio
intestinal es un paso esencial en el ciclo de vida de estos microorganismos. Esta
propiedad determina la virulencia del patégeno y esta localizada en un grupo de genes
denominados invA, hilAy la secuencia de insercion 1S200, especifica de este género
[40-42].

El gen invA presente en diferentes serotipos de Salmonella codifica un
componente esencial del aparato de excrecion de proteinas asociadas con la invasion.
Por este motivo, se usa como marcador genotipico en estudios epidemiolégicos del
género Salmonella. Este gen esta compuesto por 2176 bases, las cuales vienen
recogidas en la base de datos del Genbank cuyo niumero de acceso es M90846.1
(Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhimurium)

La secuencia diana empleada es un fragmento de 80 nucleétidos obtenida del
banco de genes NCBI (National Center for Biotechnology Information) [38] que se
describe a continuacion. Las bases ocupan las posiciones entre 557 y 636.

El criterio de eleccion de la secuencia diana se basé en dos premisas:

v' Es condicién indispensable que dicho fragmento pueda ser amplificado por
PCR y debe ser menor de 100 nucleétidos.
v Debe ser especifico de Salmonella.

Por ello, se procedié a buscar una secuencia para la que existan cebadores que
cumplan las siguientes condiciones que permitan su amplificacion mediante un
programa informatico (Primer3) [43].

Los criterios de seleccion fueron los siguientes:

» Tamano del producto: 80-120 bp

Tm* producto: Min:68, Optimo:71, Max: 75
Tamano del cebador: Min:24, Opt:27, Max: 33
Tm cebador: Min:60, Opt:68, Max: 74

% GC cebador: Min:35, Opt:44, Max: 60

YV V VY

*Tm: Temperatura de fusion
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541

601

661

De entre los multiples resultados obtenidos, la secuencia que cumple mejor los
criterios establecidos se muestra en la Figura 19. En ella aparece un fragmento del
gen invA y la secuencia analito encontrada (*). Los cebadores vienen indicados como
directo (>) e inverso (<).

GATATTGCCTACAAGCATGAAATGGCAGAACAGCGTCGTACTATTGAAAAGCTGTCTTAA
TTTAATATTAACAGGATACCTATAGTGCTGCTTTCTCTACTTAACAGTGCTCGTTTACGA
CCTGAATTACTGATTCTGGTACTAATGGTGATGATCATTTCTATGTTCGTCATTCCATTA
CCTACCTATCTGGTTGATTTCCTGATCGCACTGAATATCGTACTGGCGATATTGGTGTTT
ATGGGGTCGTTCTACATTGACAGAATCCTCAGTTTTTCAACGTTTCCTGCGGTACTGTTA
ATTACCACGCTCTTTCGTCTGGCATTATCGATCAGTACCAGTCGTCTTATCTTGATTGAA
GCCGATGCCGGTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAATTCGTTATTGGCGATAGCCTGGCG
GTGGGTTTTGTTGTCTTCTCTATTGTCACCGTGGTCCAGTTTATCGTTATTACCAAAGGT
TCAGAACGTGTCGCGGAAGTCGCGGCCCGATTTTCTCTGGATGGTATGCCCGGTAAACAG

ATGAGTATTGATGCCGATTTGAAGGCCGGTATTATTGATGCGGATGCCGCGCGCGAACGG
SSSSSSSSSSSSSSSOSSSOSSSSS> KA AKX AKX A Kk Ak ok xkok ok

CGAAGCGTACTGGAAAGGGAAAGCCAGCTTTACGGTTCCTTTGACGGTGCGATGAAGTTT
Kk kKK K LKL LL KL KLKLLKLLLLLLLLL

ATCAAAGGTGACGCTATTGCCGGCATCATTATTATCTTTGTGAACTTTATTGGCGGTATT

Figura 19. Fragmento del gen invA.

Por otro lado, se comprob¢ la especificidad de dicha secuencia introduciendo la
misma en el programa BLAST [44] y comparandola con la base de datos que incluye
los genomas de todos los organismos.

En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos. Se comprueba que la
secuencia seleccionada no forma parte del genoma de otras bacterias patdogenas que
pueden estar presentes en muestras alimentarias y dar lugar a falsos positivos, ya que
todas las coincidencias que aparecen de la secuencia analito estan presentes en
cepas del género Salmonella.
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Accession Description Max Total Query E  Max
score score coverage value ident

Salmonella enterica sunsp, enterica serovar Typhmunum sir,

CPO03IB61 798 complete genome 147 147 100% Be=33  100%
Salmonella entenca sunsp. enterica serovar Typhimunum stain

JN982041,1  OEMSTS nonfunciional invasion protein A (invA gene, partial 14z 147 100% Be=33 100%
sSequence
Salmaonella enterca sunsp, enterica serovar Typhmunum strain

JN982040,1  HASTEHO nenfunctonal protein AfinwA) gens, partel  ja7 147 100% Bu=33  100%
seguence

Salmenella entenca sunsp, enterica serovar Paratyphi C strain

JE851189.1 xyos putative secretary protein (invA) gene. parial cds 147 147 100% 8e-33 100%
Salmonella enterica supsp, enlerica serovar Paratyphi C strain

JE511881  pyy putative secratary protein (invA] gens, partisl cas 147 147 100% Be-33  100%
Salmonella enterica suosp. enterica serovar Paratyphi C strain

JESSIISTY  x714 pulalive secrelory protein (invA) gene, parial cds 41 147 100% 8e=33 100%
Salmonella entenca sunsp, enterica seravar Paratyphi C strain

11861 p14 putatve secretory protein (invA] gene, partal cos 147 147 100% Be-33  100%

Salmonella enterica sussp, enlerica serovar Typhimunum sbr,

CPO02614.1 ka1, complele genoma 147 147 100% 8e=33  100%
Salmonella entenca suosp, enterica serovar Typhimunum str,

CPO02487.1 grane complete genome 147 147 100% Be-33 100%
Salmonella enterica sunsp, enlerica serovar Typhmunum str, :

APQ1195T.1 1500240 DNA complete ganome 14 147 100% Be-33  100%
Salmonella entenca suosp, enterica serovar Typhimunum

FQ312003.1 g 1244 complete genome 147 147 100% 8e-33  100%
Salmonellz enterica sunsp, enterica seravar Typhimunum str,

CPO01363,) 140288, complete genome 41 4T 100% 8e-33  100%
Salmonella entenca sunsp, enlerica serovar Typhimunum sle,

[N424405.1  pasan complete genome 147 147 100% Se-33  100%
Salmonella entenca sunsp, enterica serovar Paratyphi C strain

CPOOOSST.]  RKs4584. comelets genome 147 147 100% 8033 100%
Salmonella enterica sunsp, enterica serovar Typhmunum sir,

ALY (13 comomtegenome | - 147 47 100%  8ed3  100%
Salmonella entenca sunsp, salamae serovar Sofia

F496648.1 pathogenicity island 1, complele sequence 147 147 100% Be-33  100%
Salmonella entenca sunsp. enterica serovar Acona str, SL483,

CROOMIIB  complote gonome - 147 147 100% 8633 100%

Figura 20. Cepas que contienen la secuencia analito seleccionada.
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4.2. Seleccion de las sondas de captura e indicadora

Como se ha comentado anteriormente, en este trabajo se desarrolla un formato
de ensayo tipo sandwich, en el que el analito reacciona con una sonda de captura y
una sonda indicadora, que lleva unida una marca, generando el correspondiente
duplex ternario. Por tanto, la sonda de captura se disena de manera que sélo sea
complementaria a una parte de la secuencia diana. El resto de la sonda diana sera
complementaria a la secuencia indicadora, de forma que se forme un duplex ternario
perfecto.

Dado que hay dos reacciones de reconocimiento, los ensayos tipo sandwich
aumentan la selectividad de la deteccion.

Para el diseno de las sondas, se empled el programa Mfold [45]. 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 fusion, energia libre de formacién, entalpia y entropia.

Se procedio a dividir la secuencia analito en dos fragmentos, uno para la sonda
de captura y otro para la indicadora. Dado que dicha secuencia esta formada por 80
bp, se probaron diferentes particiones hasta obtener una en la que ambas sondas
sean lo mas lineales posibles, es decir, tengan menos estructuras secundarias.

La primera opcion (Figura 21) consistié en una particion de 30 nucleétidos para
la sonda de captura y los 50 restantes para la sonda indicadora, para asi formar por
complementariedad un duplex ternario perfecto. Después se comprobd su estructura
usando el programa citado anteriormente en unas condiciones determinadas:

» Concentracion salina: [Na*]= 0.298 M, [Mg®‘]= 0 M.
» T=25°C.

Como se muestra en la figura 21, se encontraron estructuras secundarias
considerables que podian dificultar la hibridacién y se optd por otra particién de la
secuencia analito.

En la segunda opcion (Figura 22), la division empleada fueron 38 nucleodtidos
para la sonda de captura y los 42 restantes para la sonda indicadora. En este caso, las
sondas presentaban una conformacion mas lineal, propicia para detectar el evento de
hibridacion.
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Captura 30 bases

Indicadora 50 bases
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Figura 21. Estructuras secundarias (primera opcion)

Indicadora 42 bases

Captura 38 bases
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Figura 22. Estructuras secundarias (segunda opcion).
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En la tabla 4 se muestran los parametros termodinamicos predichos por el
programa para la sonda de captura y el duplex resultante de su hibridacion con la
secuencia analito para 25 °C y 0.298 M Na".

Tabla 4. Parametros termodinamicos.

Tm (°C) | AG (Kcal.mol-1)
Sonda captura| 66,9 472
Duplex 90,2 -128,3

Los datos termodinamicos que nos proporciona esta herramienta son la
temperatura de fusion (Tm) y la energia libre de formacién (AG= AH-TAS). A la vista de
estos datos se comprueba que el duplex que se forma en presencia del analito es
mucho mas estable ya que presenta valores mayores, en valor absoluto, de energia
libre de formacion.

Todo esto nos indica que, en presencia del analito deberia tener lugar la
hibridacion, lo que posteriormente permitira la union del conjugado enzimatico y la
deteccion del producto generado tras la adicion del sustrato (Figura 23)

ANALITO ”
3'- TGGCATTTCGACAAGGGAAAGGTCATGCGAAGCGCGAAGCGCGCGCCGTAGGCGTAGTTATTATGGCCGGAAGTTTA-5'

3

v

HFIc]JACCGTAAAGCTGGCTTTCCCTTTCCAGTACGCTTCGCCGTTEGCGCGCGGCATCCGCATCAATAATACCGGCCTTCAAAT| BN

SONDA INDICADORA SONDA DE CAPTURA

Figura 23. Reaccion de hibridacion por complementariedad de bases.
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4.3. Optimizacién de las condiciones experimentales.

Atendiendo al propésito del trabajo, el desarrollo de un genoensayo implica la
seleccidon de un sistema adecuado de deteccion de la reaccidon de hibridacion, acorde
al tipo de transduccion seleccionado.

En el presente estudio, se emplea la enzima HRP para cuantificar la cantidad de
producto generado enzimaticamente.

Los parametros que se optimizaron fueron: temperatura de la hibridacion
homogénea, tiempo de hibridacion heterogénea y tiempo de reaccidén enzimatica.

Los datos obtenidos en todos los experimentos son la media de 3
determinaciones y las barras de error representan la desviacion estandar.

4.3.1. Efecto de la temperatura previa a la hibridacion homogéna sobre la
marca (fluoresceina).

En primer lugar se quiso comprobar el efecto de la temperatura previa a la
hibridacion homogénea sobre la marca (fluoresceina). Esta reaccion puede verse
favorecida por el calentamiento previo de las hebras, con la finalidad de eliminar
cualquier tipo de estructura autohibridada. Sin embargo, esto podria afectar a la
estabilidad de la molécula fluorescente usada como marca.

El experimento se realizé por duplicado de tal manera que uno de los
eppendorf se introdujo en el termostato y se mantuvo a 98°C durante 5 minutos y
después se enfrié en un bano de hielo a 0°C durante otros 5 minutos, mientras que la
otra réplica se mantuvo a temperatura ambiente.

Tal y como se describié en el apartado experimental, después se tomaron 50
ML de la disolucion stock (particulas magnéticas modificadas con la sonda de captura)
y se incubaron en presencia de la sonda indicadora pero en ausencia de analito.

A continuacion, se afadié el conjugado enzimatico anticuerpo antifluoresceina-
HRP y se dejaron transcurrir 30 minutos de reaccion de marcaje enzimatico bajo
rotacidn. Finalmente se realizd la deteccion sobre electrodos serigrafiados de carbono
en presencia del sustrato TMB. Como se observa en la Figura 24, la intensidad de
corriente es muy pequefia < 0.1 pA.
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98 °C, 5 minutos 0°C, 5 minutos

Figura 24. Intensidad de corriente medida para el blanco (m) y
una concentracion de analito 20 nM (m).

Cuando se lleva a cabo el mismo experimento en presencia de 20 nM de
analito prehibridado con la sonda indicadora, se obtienen intensidades de corriente
mucho mayores (Figura 24). Esto indica que, efectivamente, en presencia de analito
tiene lugar la formacion del duplex ternario. Por tanto, hay fluoresceina sobre las
particulas magnéticas y ésto permite la unién del conjugado anticuerpo
antifluoresceina-HRP y la deteccion del producto generado enzimaticamente.

En ausencia de analito, unicamente se observa una pequefia sefal analitica
probablemente debida a la adsorcidon inespecifica del conjugado a las particulas
magnéticas modificadas.

Los resultados proporcionan una intensidad de corriente similar en ambos
casos, por tanto, la temperatura no afecta a la estabilidad de la fluoresceina. Se estimo
oportuno realizar los experimentos a temperatura elevada, ya que permite un
considerable ahorro de tiempo de analisis.

En la Figura 25 se muestran los cronoamperogramas obtenidos para el blanco
y una concentracion de analito 20 nM. Se puede observar el gran aumento de senal
cuando se produce hibridacion.
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i/ pA

20

25

Figura 25. Cronoamperogramas obtenidos para el blanco (linea verde) y
una concentracioén de analito 20 nM (linea azul).

4.3.2. Tiempo de hibridaciéon

Para seleccionar el tiempo 6ptimo, se realizé un estudio en el que se tomaron
50 pL de la disolucion de microparticulas modificadas con la sonda y se incubaron en
un volumen final de 500 pL de disolucion H que contiene una concentracion final 10
nM de analito y 0.5 yM de sonda indicadora.

Los tiempos ensayados fueron 30 y 60 minutos. Se dejo que la reaccion de
hibridacion transcurriese a temperatura ambiente y bajo rotacion.

Simultaneamente, se realizd6 el mismo experimento para cada tiempo
seleccionado, en ausencia de analito. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 26.

Ana Puerta Sudrez 39



Resultados y discusion

14 -
12 -
10 -

I/pA

o N B~ O
1

30 60

tiempo/min

Figura 26. Intensidad de corriente obtenida en ausencia(m)y presencia de 10 nM de analito (m)
tras 30 6 60 minutos de incubacion.

En el caso de 30 minutos, se observa una sefal de corriente de
aproximadamente 1 pA inferior a la obtenida tras 60 minutos de hibridacion
heterogénea. Por tanto, se escogié 60 minutos como tiempo 6ptimo para llevar a cabo
la hibridacién en superficie.

Es conveniente indicar que la sefal para 30 minutos es muy elevada, lo que
permitiria llevar a cabo también la deteccion de Salmonella de forma mas rapida, pero
dado que la finalidad es obtener la mayor sensibilidad posible, eligiremos 60 minutos
en detrimento de la rapidez de analisis.

4.3.3. Tiempo de marcaje enzimatico.

Otro parametro que afecta a la sefal registrada es el tiempo de marcaje
enzimatico, tras la adicion del conjugado anticuerpo antifluoresceina-HRP, para
conseguir su inmovilizacion sobre la sonda indicadora marcada con fluoresceina. La
concentracién de analito empleada para la medida es 10 nM.

Un tiempo de marcaje demasiado corto podria implicar que la reaccion de
afinidad no llegase al equilibrio, con lo que obtendriamos sefiales menos reproducibles
y mas pequenas. Por otro lado, un tiempo excesivamente largo podria favorecer la
adsorcion inespecifica del conjugado vy, por tanto, el aumento de los blancos, lo que
perjudicaria la detectabilidad.

Los tiempos ensayados fueron 15 y 30 minutos. Se realiz6 simultaneamente
para cada experimento un blanco, igual que en el caso anterior. Los resultados de este
estudio se muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Efecto del tiempo de marcaje sobre la intensidad de corriente para una
concentracion de analito de 10 nM (m) y para el blanco(m)

Se observa que la senal obtenida para el tiempo de 15 minutos es mayor que
para 30 minutos y los blancos fueron muy similares. Por tanto, para reducir el tiempo
de analisis se estimo oportuno la eleccién de 15 minutos como tiempo de marcaje
enzimatico 6ptimo.

4.4. Caracteristicas analiticas del genoensayo

En apartados anteriores se ha evaluado la influencia de distintos parametros,
determinando en cada caso las condiciones 6ptimas del ensayo.

Para estudiar las caracteristicas de respuesta del genoensayo en funcién de la
concentracion de analito, se realizé un calibrado evaluando la sensibilidad, intervalo de
linealidad y reproducibilidad.

En la Figura 28 se representa la intensidad de corriente medida para 60
minutos de tiempo de hibridaciéon y 15 minutos de marcaje enzimatico, frente a la
concentracion de analito.
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Figura 30. Curva de calibrado que representa la intensidad de corriente neta frente al logaritmo
de la concentracion de ADN de Salmonella.

En el intervalo de concentraciones ensayadas (0.05-10 nM) se observa una
variacion lineal de la intensidad de corriente con el logaritmo de la concentracion de
analito segun la siguiente ecuacion:

I neta (pA) = (4.62 + 0.02) log [Salmonella(nM)] + (6.78 + 0.02) ; > = 0.9982

La dependencia lineal de la senal con el logaritmo de la concentracién, en lugar
de una depencia directa con la concentracion de secuencia de ADN ya ha sido
observada previamente [46].

El limite de deteccién calculado como la concentracion que da una sefal igual
a la sefal del blanco mas tres veces la desviacion estandar del msimo, resulto ser 30
pM. Se hall6 la reproducibilidad de la respuesta cronoamperométrica y se obtuvo un
valor de desviacion estandar relativa (RSD) para una concentracién de 0.25 nM de
4.9%.

4.5. Selectividad

La innovacion y el desarrollo de la industria agroalimentaria pasan de forma
general por dos ejes fundamentales: la seguridad y la calidad de los alimentos. La
cada vez mas compleja cadena alimentaria exige el desarrollo de sistemas de
trazabilidad eficaces que aseguren la solidez de todos los eslabones de la cadena.
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El objetivo principal del presente trabajo es la deteccion de Salmonella a través
de su material genético. Un parametro esencial, es su deteccion incluso en presencia
de otros patdgenos. Por esta razon, uno de los aspectos mas importantes a tener en
cuenta para la aplicaciéon analitica del genoensayo, es el estudio del efecto de posibles
interferentes. Para este propédsito, fue evaluada la respuesta del genoensayo en
presencia de la secuencia diana de Salmonella y dos posibles inteferentes:
Escherichia coli y Mycobacterium tuberculosis. Los resultados se muestran en la
Figura 31.
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Figura 31. Sefales analiticas obtenidas en presencia de varios interferentes expresadas como
porcentaje respecto de la intensidad de corriente correspondiente a [Salmonella]=1 nM

En primer lugar, se realizd un estudio evaluando la respuesta del genoensayo a
los 3 patdégenos por separado con una concentracion de analito 1 nM. En la Figura 31
se representa la sefial de Salmonella 1 nM como 100% sirviendo de base para la
comparacion con otros patdgenos. La respuesta de una muestra que contiene sélo
E.Coli o M.Tuberculosis es despreciable.

Posteriormente, se realizaron 2 mezclas con la secuencia diana de cada uno
de los patoégenos. La primera contenia una concentracion 1 nM de cada analito,
mientras que en la segunda mezcla, los interferentes estaban presentes en una
concentracion 10 veces mayor que la Salmonella.

Se puede observar que incluso cuando las secuencias de E. Coli y M.
tuberculosis estan presentes en una concentracion 10 nM, la respuesta del
genoensayo es similar a la obtenida en ausencia de estos interferentes, dentro del
error experimental.

De estos resultados se puede concluir que es posible detectar una secuencia
diana de Salmonella en presencia de una secuencia de otro patégeno que
generalmente puede estar presente en muestras que puedan contener Salmonella,
como es el caso de E. Coli.
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Conclusiones

Se ha desarrollado un ensayo genomagnético para la deteccion de una
secuencia especifica de Salmonella de 80 nucledtidos presente en el gen invA, basado
en la medida de la sefal croamperométrica sobre electrodos serigrafiados de carbono.

Para ello se ha disenado una sonda de captura formada por 38 bases que
enlazan con la secuencia analito. Esta secuencia ha sido funcionalizada en el extremo
5’ con biotina para permitir su inmovilizacion sobre las particulas magnéticas cuya
superficie esta modificada con estreptavidina. Se ha empleado un formato tipo
sandwich, lo que ha requerido el disefio de una sonda indicadora con una secuencia
de 42 bases complementaria al resto de la secuencia analito. La sonda fue marcada
con fluoresceina para conseguir la inmovilizacién del conjugado enzimatico Anticuerpo
Antifluoresceina-HRP que generara el producto electroactivo cuya reduccién dara
lugar a la medida electroquimica.

Se han optimizado varios parametros que afectan a la sensibilidad de la
deteccion.

El genoensayo permite la deteccion de ADN de la bacteria en un intervalo de
concentraciones entre 0.05 y 10 nM, con un limite de deteccion de 30 pM.

El ensayo presenta una excelente selectividad en presencia de otros patdégenos
en concentraciones 10 veces superior al analito.

Este genoensayo se podria aplicar a muestras reales alimentarias, realizando
previamente una amplificacién por PCR convencional.
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Tabla 1. Datos experimentales correspondientes a la Figura 24.

Condiciones temperatura Intensidad blanco/pA Intensidad analito[20 nM]/pA
98 °C, 5 minutos 0,04 9,88
0 °C, 5 minutos 0,07 9,87
desviaciones estandar blanco analito
98 °C, 5 minutos 0,01 0,85
0 °C, 5 minutos 0,02 0,85

Tabla 2. Datos experimentales correspondientes a la Figura 26.

Tiempo hibridacién/min Intensidad blanco/pA Intensidad analito [10 nM]/pA
30 0,08 9,21
60 0,07 10,29
desviacion estandar blanco analito
30 minutos 0,02 1,36
60 minutos 0,02 1,68

Tabla 3. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la Figura 27.

Tiempo Marcaje/min Intensidad blanco/pA Intensidad analito[10 nM]/pA
15 0,08 10,04
30 0,1 8,83
desviacion estandar blanco analito
15 minutos 0,01 2,08
30 minutos 0,02 1,2

Tabla 4. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la Figura 30.

[analito]/nM Log [analito] Intensidad neta/pA desviacion estandar
0,05 -1,30 0,91 0,22
0,10 -1,00 2,12 0,69
0,25 -0,60 4,00 0,19
1,00 0 7,16 0,26
10,00 1,00 11,37 0,85

Ana Puerta Sudrez 52



Anexo I: Tablas de datos

Tabla 5. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la Figura 31.

I neta/pA desviacion estandar
Salmonella 100 13,59
E.Coli 0,50 1,27
Mycobact. 0 0,08
Sal+E.Coli+ Mycob 115,52 11,95
SalT+E.Coli+ Mycob 110,15 18,02
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