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RESUMEN

Salmonella es un patdgeno alimentario que plantea un importante problema de salud, ademas de provocar
considerables pérdidas econdmicas en el sector agroalimentario mundialmente. Por ello, su deteccion rapida
y fiable en todas las etapas de la cadena de produccion de alimentos es vital para evitar su propagacion. Los
métodos moleculares basados en la deteccion de secuencias de ADN especificas de las especies patdgenas
son una atractiva alternativa a los métodos microbioldgicos tradicionales que requieren de 5 a 6 dias para
obtener el resultado. De entre estas técnicas moleculares, y dada su facil miniaturizacién, los genosensores
electroquimicos son la opcién mas adecuada para su comercializacion. En este trabajo se propone un
método sencillo y sensible para la deteccion de ADN gendémico de Salmonella que combina su amplificacion
isotérmica por recombinasa-polimerasa (RPA) con deteccidn electroquimica sobre la misma plataforma. Se
selecciond una secuencia de ADN de 86 nucledtidos especifica para el gen bipA de Salmonella cuya
amplificacion se realizd a una temperatura de 37°C, empleando oligonucleétidos cortos que flanquean esta
regién actuando como cebadores. Uno de ellos, el inverso, se inmoviliza sobre la superficie de oro del
electrodo de trabajo a través de un grupo tiol presente en su extremo 5', incorporando en la disolucion el
cebador directo modificado con 6-carboxifluoresceina (6FAM). Como resultado se obtienen duplex de ADN
anclados a la superficie metalica cuyo marcaje enzimético se consigue mediante fragmentos Fab dirigidos
contra la 6FAM, conjugados con la enzima peroxidasa (POD). Esta enzima cataliza la oxidacion de
tetrametilbencidina y su forma oxidada se detecta cronoamperométricamente aplicando un potencial de 0
V' y midiendo la corriente durante 60 s. La sefial analitica registrada permite determinar la presencia de
genoma de Salmonella. La plataforma sensora integrada desarrollada permite la deteccién de 103 unidades
genodmicas de Salmonella en poco mas de una hora.

ABSTRACT

Salmonella represents one of the major causes of foodborne diseases in humans, in addition to causing
important economic losses in the agri-food sector worldwide. Therefore, fast and reliable detection of
Salmonella in food at all stages in the “farm to fork” production chain is the only way for preventing
foodborne outbreaks. Molecular methods based on the detection of DNA sequences specific to pathogenic
species are an attractive alternative to traditional microbiological methods that require 5 to 6 days to obtain
a definitive result. Among these molecular techniques, and due to its easy miniaturization, electrochemical
genosensors are the most suitable option for commercialization. In this work, a simple and sensitive method
for the detection of Salmonella genomic DNA combining isothermal recombinase-polymerase amplification
(RPA) with electrochemical detection on the same platform has been proposed. An 86 bp DNA sequence
specific for the bipA gene of Salmonella is selected as target, and the amplification process is carried out at
37°C with short oligonucleotides flanking this region, which act as primers. The reverse primer is attached to
the gold surface of the working electrode through a thiol group present at its 5 end, and 6-
carboxyfluorescein (6FAM)-forward primer is incorporated in solution. As a result, DNA duplexes are
anchored to the metal surface and their enzymatic labeling is achieved by Fab fragments directed against
6FAM, conjugated with the enzyme peroxidase (POD). This enzyme catalyzes the oxidation of
tetramethylbenzine (TMB) and its oxidized form is detected chronoamperometrically, applying a constant
potential of OV during 60 s. The recorded analytical signal allows determining the presence of Salmonella
genome. The integrated sensing platform here developed allows the detection of 10® genomic units in just
over an hour.
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Control de Salmonella en alimentos mediante una plataforma sensora
basada en su material genético

1  INTRODUCCION

Salmonella es un género de bacterias Gram negativas y anaerobias facultativas
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Son parasitos intestinales de muchos
mamiferos y de otros huéspedes como aves, réptiles y anfibios '2. Se trata de bacterias
ubicuas y con alta resistencia que son capaces de vivir durante semanas en ambientes

secos (como comida) y durante meses en agua °>.

El género Salmonella se divide en dos especies: S. enterica y S. bongori, siendo una
subespecie de la primera de ellas (S. enterica subsp. enterica) la principal causante de

enfermedades en humanos .

Algunas especies de Salmonella, junto con otras bacterias como Listeria monocytogenes
y Escherichia coli, constituyen la principal causa de enfermedades diarreicas producidas
por intoxicacion alimentaria. En el caso de la salmonelosis (intoxicacion alimentaria
provocada por alguna especie de Salmonella) supone un episodio de gastroenteritis que
desparece sin necesidad de farmacos, Unicamente los casos extremos, en los que se

produce una infeccidn sistémica, requieren la utilizacién de antibioticos 22,

La mayoria de los casos de salmonelosis en humanos estan asociados con el consumo
de huevos, aves de corral, cerdo, ternera o lacteos contaminados. Esto supone un gran
problema de salud publica y para las empresas de alimentacion 2 Por lo tanto, se hace
necesaria una deteccion de alimentos contaminados con Salmonella que sea rapida y

eficaz 2.

Con este objetivo, se han ido desarrollando diversos métodos de deteccion que se

dividen en: métodos dependientes de cultivo y métodos independientes de cultivo.

Los primeros constituyen los métodos establecidos por la Organizacion Internacional de
Normalizacién (ISO) * y por el Manual de Anélisis Bacterioldgicos (BAM) de la Food and
Drugs Administration (FDA) °. Estos métodos son largos y laboriosos y requieren personal
y equipamiento adecuado; sin embargo, son métodos fiables y sensibles (limite de
deteccién de 1 ufc %) que permiten obtener aislados de bacterias vivas °. Esencialmente

estos métodos se basan en la incubacién de la muestra de comida en sucesivos medios
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de cultivo especificos para Salmonella, tras lo cual se buscan colonias con su morfologia

tipica y se determina si pertenecen al género por diferentes test bioquimicos °.

Como alternativa a estos métodos, han surgido los métodos independientes de cultivo,
que son mas rapidos, especificos y suponen un menor gasto de material y recursos

humanos 2.

Dentro de estos cabe destacar los métodos inmunologicos, como los ensayos por
inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA). Estos consisten en la fijacion en una matriz
solida de un antigeno especifico del microorganismo de interés al que se une un
anticuerpo marcado enzimaticamente. En el caso de la deteccion de Salmonella se
utilizan antigenos somaticos o flagelares. Para determinar la concentracion de este
antigeno en la muestra se utilizan sustratos que tras su transformacién enzimatica den
un compuesto coloreado o fluorescente que se pueda medir ’. Se comercializan muchos
ensayos ELISA automatizados que se emplean para la deteccidén de este patdgeno en la
industria carnica y avicola ’. Sin embargo, el limite de deteccion de este tipo de ensayos
es peor que el de los métodos de cultivo (aproximadamente 10° ufc/mL 8) y requieren un
enriquecimiento previo en medios estandar, lo que también aumenta el tiempo del
ensayo. Aunque la especificidad de estos ensayos es alta (96 % "®), la eleccidn incorrecta
del antigeno a detectar puede dar falsos positivos por su similitud con especies proximas

como Citrobacter freundii 8.

Por otro lado, se encuentran los biosensores, dispositivos que permiten cuantificar
analitos quimicos o bioquimicos por diferentes metodologias. Constan de dos
elementos: transductor y elemento de reconocimiento (fijado en el transductor). De tal
manera que, en presencia del analito, el elemento de reconocimiento provoca un cambio
en una propiedad medible por el transductor °. La principal ventaja de estos es que son
portatiles y se pueden utilizar para el analisis in situ, ademas son rapidos y permiten
analizar varias muestras simultaneamente '°. Para la deteccion de microorganismos se
pueden emplear distintos analitos que caracterizan al microorganismo en cuestion como
los patrones metabolicos de utilizacion de un determinado sustrato o el analisis de acidos
nucleicos (genosensores). Estos Ultimos se basan en la inmovilizacién de una sonda de

ADN que hibrida con una secuencia complementaria del genoma del patégeno a
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detectar (secuencia diana), la hibridacion de estas produce una seiial que puede medirse
utilizando un transductor adecuado. La sonda de ADN empleada debe ser
complementaria a una regién del genoma del patdégeno que sea Unica, es decir, que
hibride Unicamente cuando el patdgeno especifico esté presente. Para permitir la
hibridacion del genoma bacteriano con la sonda especifica es necesario romper la doble

hebra de ADN, lo que se suele conseguir aumentando la temperatura '

Los biosensores también pueden clasificarse atendiendo a distintos criterios, segun el

método de transduccién empleado '*"

es posible distinguir entre biosensores opticos
(fluorescentes, de resonancia de plasmén superficial, fibras Opticas), térmicos,
piezoeléctricos (sensibles a la masa) y electroquimicos. Estos Ultimos, dependiendo de la
propiedad electroquimica medida por el sistema de deteccion se pueden dividir en
biosensores amperométricos (detectan cambios de corriente), potenciométricos

(detectan cambios de potencial) o sensores conductométricos (detectan cambios de

conductividad).

En los ultimos afios los biosensores electroquimicos han crecido considerablemente en
importancia debido a que combinan la especificidad de los sistemas bioldgicos con las
ventajas de los transductores electroquimicos: pueden operar en medios turbios, el
instrumental es sencillo, su coste bajo y son compatibles con los procesos de
miniaturizacién. Dentro de los biosensores electroquimicos, los mas usados para la
deteccidn de patdgenos son los sensores amperométricos "2, estos se basan en la medida
de la corriente generada por oxidacion/reduccién de un compuesto mientras el potencial
suministrado, que actia como fuerza impulsora para la transferencia de electrones, se
mantiene constante. Normalmente se emplean electrodos de trabajo de metales nobles
como puede ser el oro, de grafito o de formas modificadas de carbono como transductor

y soporte de la fase sensora .

Sin embargo, la sensibilidad de este tipo de biosensores puede no ser suficiente para
resolver el problema analitico planteado, siendo necesario amplificar la cantidad inicial
de analito "". Para el caso de los sensores de ADN se suele incorporar una etapa previa

de enriquecimiento por PCR o reaccion en cadena de la polimerasa.
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Pero desde un punto de vista instrumental, la necesidad de ciclos de temperatura y un
control preciso de la misma también limita el empleo de la PCR a laboratorios
centralizados. Para superar estos problemas, se han desarrollado diferentes métodos de
amplificacién isotérmica que emplean diversas estrategias para conseguir separar las
hebras de ADN a una temperatura constante y que resultan mas favorables para llevar a
cabo el andlisis in situ "™". Algunos de los mas usados son LAMP (loop-mediated
amplification o amplificacibn mediada por bucle) y HDA (helicase-dependent
amplification o amplificacion dependiente de helicasa). De entre todos ellos, la
amplificacion isotérmica por recombinasa-polimerasa o RPA (del inglés recombinase
polimerase amplification) resulta especialmente interesante debido a su naturaleza
exponencial y a su esquema sencillo muy similar al de la PCR en el que participan tres
proteinas: una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento, una proteina
recombinasa (Escherichia coli RecA) y una proteina ligante de ADN de cadena sencilla

(SSB); asi como dos cebadores.

5 3 5 3 s Cebador inverso

f— | E— [e— 1 —] e Cebador directo
mssffesmmm Complejo cebador-recombinasa

amamae Proteinas SSB

ADN polimerasa

0l Recombinasa

Figura 1. Esquema del proceso de amplificacién mediante RPA. Figura adaptada de la referencia .

Tipicamente, la reaccion transcurre a 37°C y se inicia con la formacién de complejos
cebador-recombinasa (paso 1, Figura 1) que escanean la secuencia diana de doble hebra
en busca de secuencias homdlogas con el cebador para proceder al intercambio de
hebras. Como consecuencia, se forman bucles de cadena sencilla que son estabilizados

por proteinas SSB que interacttan con la hebra molde (paso 2, Figura 1). Posteriormente,

7
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el desacoplamiento de la recombinasa deja libre el extremo 3’ del cebador y permite la
union de una ADN polimerasa (paso 3, Figura 1) que empezara la elongacion del cebador
hasta replicar toda la hebra molde (paso 4, Figura 1). Este proceso se repite de manera
ciclica consiguiendo la amplificacién exponencial de la secuencia diana "8 La
metodologia RPA fue descrita por primera vez en 2006 por Piepenburg et al. "y

posteriormente patentada en 2010 *°.

2 OBJETIVO

El objetivo general que se plantea en este trabajo es el desarrollo de una plataforma
sensora para la deteccién del patégeno alimentario Salmonella a través de su material
genético. La estrategia a evaluar consiste en la integracion de un sensor de ADN que
posee amplificacion enzimatica de la sefial y deteccion electroquimica con un método
de amplificacion isotérmica de la secuencia de ADN especifica de la bacteria sobre una
misma plataforma miniaturizada. Su empleo permitiria el control in situ de Salmonella en

las distintas etapas de la cadena de produccién alimentaria.
Los objetivos especificos que se plantean para lograr este fin son:

1.- Optimizar la construccién de la fase sensora, actuando sobre los parametros que
puedan afectar a su respuesta, particularmente aquellos involucrados en la etapa de

bloqueo de la superficie sensora, crucial para evitar adsorciones inespecificas.

2.- Evaluar las caracteristicas de respuesta de la fase sensora mediante un ensayo de
hibridacion tipo sandwich con deteccién electroquimica empleando amplicones

especificos de Salmonella.

3.- Integrar la plataforma sensora electroquimica con un método de amplificacion
isotérmica de acidos nucleicos por recombinasa-polimerasa (RPA) que permita detectar

el ADN genomico de la bacteria.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos
Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo han sido sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT) y suministrados en su forma libre de sales. Todas las secuencias se

recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Nombre, funcién y secuencia de los oligonucleétidos empleados.

Funcion Nombre Secuencia (5'->3")
Sonda de HS-SC SH-CCG TTC TGA CGC TGG
Ensayo de captura CCCACTTCAC
hibridacién Sonda CC GGA CGAATATCG TCG
dicadora SI-6FAM? TAA TGG CTG AAG GTG GAG
TAC AGC AGA CC-6FAM
. GGT CTG CTG TAC TCC ACC
Generacion diana Cebador directo CDz3 TTC AG
86 pb (PCR) Cebador inverso  Cha TTG GAG ATC AGT ACG CCG
TICT
Cebador inverso SH-TTTTTT TTT TTT TTT)
. . HS-T15-Cl, TTG GAG ATC AGT ACG CCG
(inmovilizado) TTCT
?unrlzlr':i';aec'on " Cebadordirecto .\ o 6FAM-GGT CTG CTG TAC
(en disolucién) TCC ACC TTC AGC
Cebador inverso Cl TTG GAG ATC AGT ACG CCG
(en disolucién) 2 TTCT

@ 6FAM: 6-carboxifluoresceina; se trata de un fluoréforo muy utilizado como marca en oligonucleétidos ya
gue posee un grupo carboxilo facil de conjugar al grupo fosfato del ADN.

El ADN gendmico de S. enterica subsp. enterica se adquirio en forma liofilizada de la
Coleccién Espafnola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafa); referencia CECT878. Se

reconstituyd en agua Milli-Q (5 - 10 UG/ plL) y se almacend a 4°C hasta su uso.

Para purificar las muestras de PCR (obtencion de la secuencia diana) se empleo el kit
MiniElute PCR amplification de Qiagen (N.° cat. 28004) siguiendo las especificaciones del

fabricante.

Por otro lado, para llevar a cabo la amplificacion por recombinasa-polimerasa se utilizd

el kit TwistAmp® Basic de TwistDx.

Por ultimo, en la Tabla 2 se recogen otros reactivos empleados en el trabajo.
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Tabla 2. Reactivos empleados durante el desarrollo del presente trabajo.

Reactivo Casa comercial Pureza N.° catdlogo
Fragmento Fab antifluoresceina-

per%xidasa (antiFITC-POD) Roche o 11426346310
p-aminotiofenol (p-ATP) Sigma-Aldrich 97% 422967
Seroalbumina bovina (BSA) Sigma > 98% B4287
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) Sigma > 99% T0440
PBS-caseina Sigma-Aldrich --- 37528

20x SSPEP Sigma-Aldrich --- S2015

10x PBS® Sigma-Aldrich --- P5493
Ditiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich > 98% D0632

H.SO4 concentrado J.T. Baker 95-97% Cas: 64-17-5
Etanol J.T. Baker Absoluto Cas: 7664-93-9

b Solucién reguladora de fosfato 0,2 M de pH 7,4 con NaCl 2,98 M, AEDT 0,02 M y libre de ADNasas y
ARNasas.

¢ Solucién reguladora de fosfato 0,1 M de pH 7,4 que contiene 1,54 M de NaCl, libre de ADNasas y ARNasas.

Las disoluciones utilizadas durante el transcurso de este trabajo se prepararon con agua

MilliQ (Direct-Q, MilliPore), excepto que se indique lo contrario.

3.2 Instrumentacion

Todas las medidas electroquimicas se realizaron utilizando un
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT12 controlado por ordenador mediante el
programa Nova 2.1 (EcoChemie) con un moédulo multiplexor (MUX.MULTI4) y un

conector (DRP-CAC8X, DropSens) que permite hacer 8 medidas secuenciales.

Contraelectrodo  Electrodo de trabajo

Figura 2. a) Chip de oro empleado para los diferentes ensayos en el que se pueden ver las 16 celdas
delimitadas y los electrodos que componen cada una. b) Disposicién del electrodo de referencia sobre una
de las celdas del chip de oro.

Los ensayos se llevaron a cabo sobre chips que constan de 16 celdas electroquimicas

delimitadas con una pieza de policarbonato y distribuidas en 2 filas, como se muestra en

10
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la Figura 2a. Cada celda consta de un electrodo de trabajo de oro de 2 mm de didametro,
rodeado de un contraelectrodo o electrodo auxiliar del mismo metal. Como electrodo
de referencia se empled un electrodo de Ag|AgCI|KCI (sat) aislado de la disolucion de
prueba mediante un puente salino de KNOs (3 M) en el interior de una jeringa, que se
dispone sobre la parte superior de cada celda en contacto con la disolucién que contiene

(Figura 2b).

Para controlar la temperatura durante la reaccion de hibridacion de la secuencia diana y
la sonda indicadora se emple6 un termobloque (Eppendorf Thermomixer Comfort). Por
su parte, para controlarla durante la amplificacion mediante RPA se utilizd una estufa

Heraus VT6025 de precisién + 0,1°C.

La medida espectrofotométrica de la concentraciéon de ADN se llevd a cabo en un

espectrofotdémetro GENESIS™ 10S (ThermoFisher Scientific).

3.3 Protocolos

3.3.1 Limpiezay pretratamiento del electrodo de trabajo

Antes de su utilizacion, el chip se lavd con etanol y agua (MilliQ) para eliminar restos del
proceso de fabricacion. A continuacion, se sometioé a un pretratamiento electroquimico
en acido sulfdrico 0,5 M consistente en 5 barridos ciclicos de potencial entre 0,2y 1,6 V
a una velocidad de 0,1 V/s. En la Figura 3 se muestra el voltagrama ciclico propio de una

superficie de oro limpia.

I (pA)

-20 <

-30 4

,40 .

-50 T T T 1

EV)

Figura 3. Voltagrama ciclico caracteristico de una superficie de oro limpia. Electrolito de fondo: H.SO.4 0,5
M. Velocidad de barrido 0,1 V/s.
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3.3.2 Preparacién de oligonucleétidos tiolados

Los oligonucledtidos tiolados son preparados comercialmente en forma de disulfuro por
lo que para recuperar el grupo tiol es necesario realizar una etapa de reduccion. Para ello
se afiadieron 100 pL de una disolucion 0,1 M de ditiotreitol (DTT) al vial que contenia el
oligonucleotido. Esta mezcla se dejo incubar a temperatura ambiente durante un minimo
de 16 h, pasadas las cuales se afadieron 900 pL de agua y la disolucion final se dejé pasar
por una columna NAP-10 de Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech) para aislar el

oligonucleotido tiolado mediante exclusion por tamafos.

Finalmente, se determind la concentracion del oligonucleétido tiolado midiendo la
absorbancia a 260 nm (absorcién debida al caracter aromatico de las bases puricas y
pirimidinicas que conforman el ADN) y el valor obtenido junto con el coeficiente de
extincion molar suministrado por la casa comercial permitio calcular la concentracion

aplicando la ley de Lambert-Beer:

A=¢e-c-l
donde A es la absorbancia, ¢ el coeficiente de extincion molar (L/mol-cm), ¢ la

concentracion del analito (mol/L) y [ el paso éptico (cm).

3.3.3 Construccion de la fase sensora

sonda de captura e I .
-aminatiofenol
HS ~ o~ / © p-aminotiofenol © <;
;— s s s« ¥’SH s s's

1 2

° s
superficie oro »
+ 2
3 isr?(?\'ccjgdcra
4 Fangncia
TMB
2 Q CTMBOX R 2

anti-fluoresceina E
peroxidasa e .

ol T B T B

Figura 4. Esquema del genosensor de hibridacién tipo sandwich. (1) Inmovilizacién de la sonda de captura.
(2) Bloqueo de los sitios activos. (3) Hibridacion homogénea. (4) Hibridacién heterogénea. (5) Marcaje
enzimatico. (6) Reaccion enzimética y deteccién electroquimica.

(7

El procedimiento experimental de la formacion de la fase sensora se detalla a

continuacion:
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3.3.3.1 Inmovilizacidn de la sonda de captura tiolada

Sobre el electrodo de oro limpio y acondicionado se depositaron 5 plL de una disolucion
1 UM de sonda de captura tiolada, HS-SC, en 2x SSPE de pH 7,4; y se incubd durante
toda la noche a 4°Cy atmosfera hiUmeda para evitar la evaporacion de la disolucién (paso

1, Figura 4).

Posteriormente, se lavo la superficie con el tampon 2x SSPE para retirar la sonda unida

débilmente al oro y se seco con nitrogeno.

3.3.3.2 Blogueo con p-aminotiofenol

A continuacion, se bloqueo la superficie de oro libre con un compuesto tiolado inerte: p-
aminotiofenol (p-ATP). Esta etapa tiene una doble funcién: evitar uniones inespecificas
de otros compuestos con el oro y conseguir que las sondas de ADN ancladas se orienten
perpendicularmente a la superficie lo que favorecera su posterior hibridacion con la

secuencia complementaria.

Para ello se deposité una disolucion 0,25 mM de p-ATP en tampdn 2x SSPE por toda la
celda (40 pL) y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min (paso 2, Figura 4). La
concentracion del compuesto tiolado en la disolucion, asi como el volumen de trabajo y

el tiempo de interaccion han sido optimizados en este trabajo.

Finalmente, tras la incubacién se volvio a lavar con tampdn 2x SSPE y se seco cada celda

con corriente de No.

3.3.4 Etapa de hibridacion
Para detectar la secuencia diana se emple6 un ensayo de hibridacion tipo sandwich en

dos pasos: hibridacién homogénea e hibridacién heterogénea.

3.3.4.1 Hibridacién en fase homogénea

Inicialmente se llevo a cabo la hibridacion homogénea entre la secuencia diana, Dgs, en
cantidad variable y la sonda indicadora marcada con 6-carboxifluoresceina (SI-6FAM) en

concentracion constante de 1 uM en disolucidn 2x SSPE.

Para ello, 25 pL de tampdn 2x SSPE que contiene 2 pM de SI-6FAM y la secuencia diana

(secuencia de ADN de doble cadena obtenida mediante amplificacién PCR del genoma
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bacteriano) se calentaron a 98°C durante 5 min para separar las dos hebras que forman
el fragmento amplificado e inmediatamente después se introdujo en hielo durante 5 min
para evitar la rehibridacién del amplicén y favorecer su unién con la sonda indicadora.
Una vez atemperada la disolucion anterior, se afadieron 25 pL de albumina de suero
bovino (BSA) al 5% en 2x SSPE, de tal manera que las concentraciones iniciales se

redujeron a la mitad (paso 3, Figura 4).

3.3.4.2 Hibridaciéon en fase heterogénea

El duplex SI-6FAM-Dsgs generado en la etapa anterior se hizo interaccionar con la sonda
de captura inmovilizada (paso 4, Figura 4). Para ello, se afadieron 3 pL de la disolucién
que resultd de la hibridacion homogénea sobre el electrodo de trabajo y se incubo

durante 2 h a temperatura ambiente y en ausencia de luz.

3.3.5 Marcaje enzimatico
El siguiente paso consiste en la incorporacién de una marca enzimatica: la enzima

peroxidasa (POD) para revelar la etapa de hibridacién (paso 5, Figura 4).

Tras un lavado con 2x SSPE y un acondicionamiento con tampdn bloqueante 1x PBS de
pH 7,4 y 1% (peso/volumen) de caseina durante 15 min, se procedid al marcaje de los
duplex formados en superficie mediante incubacion con el conjugado fragmento Fab
antifluoresceina-peroxidasa (0,5 U/mL) en la disolucion bloqueante de caseina anterior

(40 uL) durante 10 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

Transcurrido este tiempo, se realizd un nuevo lavado de la superficie con 2x SSPE para
eliminar el conjugado enzimatico no enlazado especificamente a la molécula de

fluoresceina situada en el extremo 3’ de la sonda indicadora.

3.3.6 Deteccién electroquimica

Las medidas cronoamperométricas se realizaron tras 30 s de reaccion enzimatica con 100
ML de una mezcla comercial que contiene los sustratos de la enzima (H.O: y 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB)), aplicando un potencial constante de 0 V durante 60 s, y
tomando como sefial la media de los 10 ultimos segundos del cronoamperograma (paso

6, Figura 4).
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3.3.7 Amplificacion isotérmica RPA

En la amplificacién isotérmica se empled el kit TwistAmp® Basic (TwistDx). Este consta de
una serie de viales con un liofilizado que contiene: dNTPs, adenosina trifosfato (ATP),
polimerasa | de Bacillus subtilis, proteinas gp32 (proteinas SSB), uvsX (recombinasa) y
uvsY (factor de carga de la recombinasa). Este liofilizado se resuspendié con 1x de
tampon de rehidratacion, incorporando 480 nM de los cebadores directo e inverso en
disolucion (6FAM-CD.4 y Cly,, Tabla 1), asi como cantidades variables de genoma de
Salmonella. La reaccion se inici6 afladiendo 14 mM de acetato de magnesio. La mezcla
se afadid a uno de los pocillos del chip de oro y se cubrié con un adhesivo transparente
para evitar la evaporacion de la misma. La amplificacion se llevd a cabo en una estufa a

37°C durante 40 min.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

Como alternativa a los métodos clasicos de cultivo, en este trabajo se propone el
desarrollo de un método de control de Salmonella que emplea el material genético del
microorganismo para su deteccién ya que presenta una secuencia de ADN especifica que
permite su identificacién inequivoca y que se utiliz6 como molécula diana. Para su
deteccion se disefid una fase sensora capaz de reconocer el fragmento de ADN
caracteristico de la especie patdgena, utilizando la reaccion de hibridacién entre hebras

de ADN complementarias como reaccion de reconocimiento molecular.

4.1 Seleccion de la secuencia diana

Se han descrito una serie de genes implicados en la infectividad y virulencia de las
distintas especies de Salmonella que podrian ser Optimos para su empleo como
secuencia diana a detectar. Sin embargo, muchos de estos genes estan sometidos a
variabilidad por mutaciones silenciosas en alguno de sus codones, lo que implica que las
secuencias no se mantengan entre las distintas especies *°. Con el fin de aumentar la
eficiencia empleando regiones mas conservadas se ha seleccionado como gen diana el
gen bipA o typA. Se trata de un gen regulador muy conservado en todas las especies de
Salmonella % cuya secuencia de nucledtidos aparece recogida en la base de datos del

GenBank 2" y cuyo nimero de acceso es AE006468.2. Concretamente, se emple6 un
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fragmento de 86 nucledtidos de longitud cuyas bases estan comprendidas entre los
numeros 4218770 y 5218855, ambos inclusive. La eleccion de este fragmento se realizd
en base a publicaciones previas *° donde demuestran su especificidad para detectar

todas las especies de Salmonella patégenas.

Para desarrollar el ensayo de hibridacion se empled como secuencia diana el fragmento
de doble cadena de 86 pb obtenido mediante amplificacién por PCR % del genoma de
Salmonella enterica subsp. enterica, utilizando los cebadores CD,3 y Cly, descritos en la

Tabla 1.

4.2 Condiciones experimentales de medida

Para transformar la sefial quimica derivada de la reaccién de reconocimiento (reaccion
de hibridacién) en una sefal eléctrica medible, se selecciond6 un método
cronoamperométrico que se caracteriza por ser sencillo y rapido. Como molécula
indicadora se utilizd una enzima debido a su enorme poder amplificador de la sefial. Por
su disponibilidad comercial, bajo coste y elevado nimero de recambio se escogio la
peroxidasa (POD). Esta enzima cataliza la oxidacion de muchos sustratos como la
bencidina y otras aminas aromaticas. Sin embargo, la bencidina es carcinogénica por lo
que se buscaron compuestos menos dafinos. Asi, en 1974 se sintetizd el compuesto
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) en el cual los grupos amino estan protegidos por
metilacion en las posiciones del anillo adyacentes y hacen que el compuesto sea mas

inocuo, ademas de aumentar la sensibilidad %2.

En la oxidacion de la TMB catalizada por la peroxidasa en presencia de H,O; se produce

un compuesto azul (TMB.y) segln la reaccion que se puede ver en el Esquema 1 %,

CH, CHy
NH, NH
MO 7 | CH, POD Rl P,
HNT S + H,0, - HNZ 7 + HO + 2e” + 2H"
CH» CH;
TMBred TMBOX

Esquema 1. Reaccion de oxidacién del TMB catalizada por la peroxidasa en presencia de H,0.

La actividad enzimatica de la peroxidasa se puede determinar electroquimicamente

aplicando un potencial adecuado que permita reducir la TMB oxidada por la enzima
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(TMBox) a su forma reducida (TMBq) (ver Esquema 2), generandose una corriente
catédica que es la sefal analitica. La técnica electroquimica de medida fue la
cronoamperometria en la que fijando un potencial constante se mide la intensidad de

corriente durante un tiempo determinado %,

TMBreq + H20; POD  TMBoy + Ho0 + 2 + 2H*
TMBox+2 e =) TMBieg

Esquema 2. Reacciones que tienen lugar en los procesos enzimaticos y electroquimicos, que ocurren en la
superficie del electrodo.

El potencial que se ha de aplicar al sistema debe permitir la reduccion completa de la
TMB oxidada por la enzima peroxidasa. Para seleccionar este potencial se estudio el
comportamiento electroquimico del sustrato TMB mediante voltametria ciclica, esta
técnica se utiliza para estudiar especies electroactivas y consiste en aplicar al electrodo
de trabajo una variacion lineal de potencial de manera ciclica para medir la corriente
resultante 2*. En este caso se hizo un barrido ciclico de potencial entre -0,2y 1,2 V a una
velocidad de barrido de 0,1 V/s. En la Figura 5 se puede observar el voltagrama obtenido,
el cual nos permite fijar el valor de potencial para realizar la cronoamperometria en 0 V

ya que a ese potencial la TMB se encuentra completamente reducida.

| (A

_6 T T T T T T T T 1
03 -02 -0 0 0,1 0,2 03 04 05 0,6

E(V)

Figura 5. Voltagrama ciclico de la TMB sobre electrodo de oro. Velocidad de barrido 0,1 V/s.
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4.3 Diseio del genosensor

4.3.1 Seleccién de la sonda de captura e indicadora

Como se muestra en la Figura 4, el formato del ensayo seleccionado precisa disefiar dos
secuencias de ADN complementarias a distintas regiones de la secuencia diana, de las
cuales una actia como sonda de captura, y se inmoviliza en la superficie de oro, y la otra

como sonda indicadora.

Para seleccionar las secuencias de captura e indicadora se debe considerar también sus
estructuras secundarias que han de ser termodinamicamente desfavorables respecto a
la reaccion de hibridacién. Con este criterio se divide la secuencia diana en dos partes,
de manera que las sondas de captura e indicadora sean complementarias a cada una de

ellas.

En el Anexo | se muestran las estructuras secundarias de la sonda de captura e indicadora,

asi como su energia libre de Gibbs, proporcionadas por el programa mfold 2°.

La sonda de captura, HS-SC, esta marcada con un tiol en 5" para su inmovilizacion en la
superficie del electrodo de oro y la sonda indicadora, SI-6FAM, con 6-carboxifluoresceina

en 3’ para el posterior marcaje enzimatico (ver secuencias en Tabla 1).

4.3.2 Optimizacion de la construccidn de la fase sensora

Uno de los métodos mas frecuentemente empleados para el anclaje de ADN sobre
superficies sélidas que permite una inmovilizacion orientada es la formaciéon de
monocapas autoensambladas o SAMs (del inglés self-assembled monolayers). Entre las
opciones existentes, la mas utilizada es la union oro-azufre que supone emplear un
electrodo de oro como soporte solido y secuencias de ADN modificadas con un grupo
tiol 2627,

R-SH+Au — R-S-Au+e +H" AG=30 kcal/mol
Mediante este método se consiguen peliculas resistentes y estables

termodinamicamente por inmersion del sustrato de oro en una disolucion que contiene

la hebra tiolada. Este proceso se denomina quimisorcion.
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Durante la formacién de la monocapa, la hebra de ADN se une a la superficie de oro
mediante el grupo tiol terminal; sin embargo, los &tomos de nitrégeno de las bases del
ADN también poseen cierta afinidad por el oro. Para eliminar estas interacciones entre
los nucleotidos y el electrodo de oro, dejando el ADN enlazado a través del grupo tiol
terminal, se emplea un compuesto tiolado que permite modular la densidad superficial
del ADN y bloquea los sitios libres sobre la superficie del metal, minimizando la union
inespecifica de otras moléculas como proteinas. El tiol bloqueante mas utilizado en la
literatura es el 6-mercapto-1-hexanol 2%, si bien el grupo de investigacion receptor
(Grupo Electroanalisis Universidad de Oviedo, GEUO) ha demostrado que el empleo de

tioles aromaticos como el p-aminotiofenol (p-ATP) puede ser mas beneficioso .

Por tanto, en este trabajo se desarrollé una fase sensora obtenida por quimisorcion de
la sonda de captura modificada con un grupo tiol en su extremo 5’ y posterior bloqueo
con p-ATP (Figura 4). Esta fase sensora se preparé de acuerdo al protocolo detallado en
el apartado 3.3 optimizando distintos parametros relacionados con la etapa de bloqueo
y se evaluo la respuesta del genosensor siguiendo el ensayo descrito en la Figura 4 para
distintas concentraciones del producto de amplificacion especifico Dgs. En paralelo se
llevo a cabo un control negativo o blanco, en ausencia de Dss, que permite determinar la

sefial debida a interacciones inespecificas con la fase de reconocimiento.

Se comenzé incubando el electrodo de trabajo de oro previamente modificado con la
sonda tiolada con 3 pL de una disolucién 1 mM de p-ATP durante 50 min a temperatura
ambiente. Estas condiciones de partida se escogieron a partir de trabajos previos *°. Tras
completar el ensayo de hibridacion con deteccion electroquimica se obtuvieron altas
intensidades de corriente para el control negativo con bastante irreproducibilidad (Figura
6a). Esto se podria atribuir a interacciones inespecificas del conjugado enzimatico con el
contraelectrodo de oro que no ha sido bloqueado y que se encuentra muy proximo al
electrodo de trabajo (ver Figura 2a), por ello, las disoluciones empleadas en la
modificacion del electrodo de trabajo podrian alcanzar en mayor o menor medida el

contraelectrodo contribuyendo al aumento de la seial registrada.

Tratando de evitar este problema se incubd toda la celda (también el contraelectrodo)

con la disolucion de 1 mM de p-ATP durante 50 min empleando 40 pL en lugar de 3 pL.
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De esta manera se consiguidé reducir la sefial del blanco, aunque distintas
concentraciones de Dgs dieron lugar a sefiales muy similares para todas ellas que apenas
duplicaban la sefal del blanco (Figura 6b). Estos resultados podrian indicar el
desplazamiento de la sonda de captura durante la etapa de bloqueo con p-ATP que
reduciria la cantidad de receptor inmovilizado sobre oro y, en consecuencia, la

sensibilidad del genosensor.

Este fenomeno ha sido previamente descrito para la formacion de SAMs mixtas,
empleando concentraciones y tiempos de incubacion similares a los aqui descritos,
aunque en mucha menor extensién *'. El mayor desplazamiento de la sonda de captura
tiolada que aqui se observa se deberia, muy probablemente, al aumento de la relacién
volumen de disolucion de p-ATP/ superficie sensora (V/S). Para una misma superficie
sensora (area del electrodo de trabajo 0,03 cm?) se ha pasado de utilizar 3 pL de

disolucion de p-ATP a 40 pL, manteniendo la misma concentracion y tiempo de

incubacion.
a) b)
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Figura 6. Optimizacién de la etapa de bloqueo con p-aminotiofenol. Efecto del volumen de disolucién para
el mismo &rea de fase sensora: a) 3 pL b) 40 pL, empleando 1 mM de p-ATP durante 50 min.

A la vista de los resultados, se estudid el efecto del tiempo de incubacién con la
disolucion de p-ATP (1 mM), empleando 40 pL para cubrir toda la celda ya que, como ya
se ha comentado, de esta forma se miminizaban las uniones inespecificas (la sefal del
control negativo se redujo en un 43%). De acuerdo con la Figura 7a, la disminucién del
tiempo de incubacion con el tiol bloqueante no afecta de manera significativa a la sefial

registrada electroquimicamente.
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A continuacion, se estudio el efecto de la concentracion de p-ATP fijando un tiempo de
incubacion de 30 min y un volumen de disolucion de 40 pL. Como se aprecia en la Figura
7b, al reducir la concentracion de p-ATP en la disolucién de bloqueo se consigue
aumentar la relacién sefal/blanco debido a un menor desplazamiento de la sonda
tiolada previamente quimisorbida. En base a estos resultados, se seleccion6 una
concentracion de p-ATP de 0,25 mM, ya que proporciona una mayor relacién

sefial/blanco y una mayor reproducibilidad de las medidas.

Por consiguiente, las condiciones Optimas fijadas para la etapa de bloqueo con p-
aminotiofenol fueron 30 min de incubacién con una disolucion 0,25 mM cubriendo toda

la celda con 40 pL.

a) b)

150 min|
800~ [130min [ 11mMp-ATP

27004 |]0,5 mM p-ATP
6004 417

I 0,25 mM p-ATP
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| {nA)
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[D86] (M) [D86] (nM)

Figura 7. Optimizacién de la etapa de bloqueo con p-aminotiofenol. a) Efecto del tiempo de incubacion
empleando 40 pL de 1 mM de p-ATP. 50 min (blanco) 30 min (gris). b) Efecto de la concentracién de p-ATP:
1 mM (blanco); 0,5 mM (gris claro); 0,25 mM (gris oscuro); incubando 40 pL de disolucién durante 30 min.

Con el fin de evaluar las caracteristicas analiticas del genosensor desarrollado (limite de
deteccion, intervalo de respuesta lineal y reproducibilidad), aplicando las condiciones
optimizadas, se ensayaron cantidades crecientes de amplicon Dgs en un intervalo de

concentraciones entre 100 pM y 5 nM.

En la Figura 8a se representa la respuesta del genosensor frente a la concentracion de
Dgs. Se obtuvo una relacidon lineal entre la intensidad de corriente registrada y la
concentracion de secuencia diana en el intervalo (0,1-1) nM siendo la ecuacion de

calibracion:

I (nA) = (1441 +50) - [Dgg] (nM) + (268 + 26); R = 0,998
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Para concentraciones de Dgs superiores a 1 nM no se observaron cambios en la
intensidad de corriente, lo que indica la saturacion del sistema (como se puede ver para

la concentracién de 5 nM en la Figura 8a).

a) b)
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Figura 8. a) Representacién de la intensidad de corriente frente a las distintas concentraciones de secuencia
diana. b) Calibrado del proceso de hibridacion tipo sandwich. Se representan la intensidad de corriente en
valor absoluto respecto a cada una de las concentraciones de secuencia diana empleadas. Las barras
representan la desviacidn estandar de los datos y la linea roja la tendencia de regresion lineal.

La reproducibilidad obtenida, expresada como coeficiente de variacion promedio es de
un 13%. El limite de deteccidon del sistema calculado como tres veces la desviacion
estandar del blanco entre la pendiente de la ecuacion de regresion *2 es 123 pM. Aunque
este valor es similar a los encontrados en la literatura para otros genosensores de
hibridacion tipo sandwich (9 pM para una secuencia diana de 80 pb *°), no alcanza los
exigentes umbrales de deteccidn que la legislacion demanda para su implantacién en la

industria alimentaria.

Para superar este problema se tratd de integrar en la plataforma sensora un método de
amplificacién de ADN isotérmico. De entre todas las variantes isotérmicas de PCR
descritas en la literatura, debido a su sencillez y versatilidad, se seleccion6 la
amplificacién por recombinasa-polimerasa o RPA, cuyo fundamento se detalla en la

introduccidn de este trabajo.

4.4 Amplificacion RPA en superficie: disefio y optimizacion
Con el fin de obtener dispositivos sensores capaces de operar en el punto de necesidad,

es decir, que no requieran de laboratorios especializados para su implementacion, se
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trato de disefiar una plataforma sensora capaz de integrar la amplificacién isotérmica de
la secuencia diana y su deteccion electroquimica. Esto conlleva la puesta a punto de la
metodologia RPA sobre superficies de oro, es decir, la extension de uno de los cebadores
directamente sobre la superficie de deteccion. Para ello se ensayd la estrategia de

amplificacién isotérmica que se muestra en la Figura 9.

~— N NX

SRS

superficie oro

~—~_-_- Cebador inverso en disolucién
® ~_"_ Cebador directo marcado

Q@ Genoma de Salmonella
~~_ S Cebador inverso anclado

a>a»s» Proteinas SSB
ADN polimerasa
Bl Recombinasa

Figura 9. Esquema de amplificacién mediante recombinasa-polimerasa en superficie. La amplificacion se
inicia en disolucién y los amplicones generados hibridan con el cebador anclado que es elongado en
superficie por la enzima polimerasa. Se distinguen tres casos (a) amplificacién con un cebador en disolucion:
n=0; (b) amplificacién con dos cebadores en disolucion en relacién asimétrica: 0<n<1; (c) amplificacién con
dos cebadores en disolucion en relacion simétrica: n=1.

Segun la estrategia representada arriba, el cebador inverso se encuentra quimisorbido
sobre la superficie de oro a través de su extremo 5'. El cebador directo marcado con
fluoresceina y el genoma de Salmonella se incorporan a la disolucién, asi como las
enzimas necesarias para la amplificacion RPA. En estas condiciones se distinguen dos
etapas de amplificacién. En la primera, el proceso de amplificacidn en fase liquida acorta
el genoma de Salmonella generando amplicones modificados con 6FAM. Estos, en una
segunda etapa, hibridan con el cebador inverso inmovilizado sobre el chip de oro, que

se extiende por accion de la polimerasa.

Transcurrido el tiempo de amplificacién fijado, los duplex de ADN generados sobre la
superficie de oro y marcados con 6FAM pueden detectarse cronoamperométricamente,

tras una etapa de marcaje con el conjugado enzimatico antiFITC-POD. Tanto la etapa de
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marcaje enzimatico como la de deteccion se desarrollaran de manera analoga a lo

descrito previamente para el ensayo sandwich (apartado 4.2)

4.4.1 Disefio de cebadores para RPA

De manera general, el disefio de los cebadores empleados en las metodologias de
amplificacién de ADN es un aspecto muy importante. Sin embargo, a diferencia de las
numerosas reglas que existen para disefiar cebadores de PCR o HDA, en el caso de la
RPA se recomienda Unicamente el empleo de cebadores de entre 30 y 35 nucledtidos de
longitud. No obstante, algunos trabajos de RPA descritos en la literatura con cebadores
propios de PCR (en torno a 18 nucledtidos de longitud) han proporcionado resultados

satisfactorios?>.

Por este motivo, en este trabajo se adaptaron los cebadores de PCR empleados
previamente en la obtencién del amplicon Dss, utilizado como diana en el ensayo
sandwich, para la amplificacion RPA sobre superficies de oro. El cebador directo se
modificd en su extremo 5’ con una molécula 6FAM para su posterior marcaje enzimatico
(6FAM-CDy4, Tabla 1), mientras que el cebador inverso se marcd en 5 con un grupo tiol
permitiendo su inmovilizacion sobre los electrodos de oro. Ademas, entre la secuencia
de bases del cebador inverso y el grupo SH se introdujo un espaciador de 15 timinas
(HS-T15-Clyz, Tabla 1). Esto contribuye a que el cebador esté mas accesible y que su

hibridacion con la diana se vea favorecida .

Por tanto, la nueva fase sensora se obtiene por quimisorcion del cebador inverso HS-Tis-
Cl,, sobre el electrodo de trabajo de oro del chip, y el resto de superficie metalica libre
se bloquea con p-aminotiofenol segun el procedimiento optimizado en el apartado 4.3.1
para el ensayo de hibridacién, empleando el cebador inverso en lugar de la sonda de

captura.

442 Optimizacion de las condiciones para RPA

A continuacidon, se procedié a la optimizacion de las condiciones de amplificacidon
isotérmica en superficie empleando la fase sensora descrita anteriormente, y los
amplicones resultantes inmovilizados sobre el soporte de oro se detectaron por

cronoamperometria a 0 V, tras el marcaje con la enzima peroxidasa. Ademas de ensayar
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distintas cantidades de genoma de Salmonella expresadas en unidades gendmicas (UG),
en paralelo, se evalu6 un control negativo o blanco en el cual no se afadié genoma de

Salmonella.

Inicialmente se llevd a cabo la amplificacién RPA empleando Unicamente el cebador
directo, 6FAM-CD,4, en disolucién en concentracion 480 nM a 37°C durante 40 minutos.
Estas condiciones son las recomendadas por el kit TwistAmp® Basic de TwistDx utilizado

a lo largo de este trabajo.

Como se observa en la Figura 10a, se obtuvieron valores de intensidad de corriente muy
bajos tanto para el control negativo como para altas concentraciones de genoma de
Salmonella (10" UG) lo que parece indicar que no se produce ningun tipo de
amplificacion. Aunque se han descrito algunos ejemplos de RPA en superficie empleando

35,36

un unico cebador en la disolucion *>=°, el tiempo total del analisis es significativamente

elevado.

Posteriormente, tomando como referencia recomendaciones establecidas para lograr

una amplificacion mediante PCR en superficie exitosa **

, se decidio incorporar a la
disolucion de amplificacion no sélo el cebador directo 6FAM-CD,4, sino también una
pequefia cantidad de cebador inverso sin marcar Cly.. De esta manera, la amplificacion
comienza en fase liquida y, una vez el cebador Cl,, se agota, la amplificacion continda en
superficie. Concretamente se fijé la concentracién de 6FAM-CD4 en 480 nM y se evaluo

la amplificacion en presencia de una concentracion 10 veces menor de Cly; en disolucion.

Como refleja la Figura 10b, las intensidades de corriente aumentaron ligeramente con
respecto al caso anterior, aunque tampoco fue posible diferenciar entre controles
negativos y distintas concentraciones de genoma de Salmonella. Esta relacion de
cebadores en disolucién 1:10 ha sido recientemente descrita como 6ptima por Kersting

etal

para amplificacion RPA sobre una superficie de vidrio, por tanto, la quimica de
inmovilizacion del cebador es diferente a utilizada en este trabajo, y también la deteccion

ya que empleaban medidas de fluorescencia.
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Por ultimo, se evalué la amplificaciéon RPA de Salmonella sobre la superficie de oro
empleando una relacién simétrica de ambos cebadores en disolucion, es decir, 480 nM
de 6FAM-CD24 y Cly.. En estas condiciones y de acuerdo con la Figura 10c se obtuvieron
intensidades de corriente claramente diferentes entre el blanco y distintas
concentraciones de genoma de Salmonella, llegandose a distinguir hasta 10° UG. Si bien,
no se puede afirmar que éste sea el limite de deteccion del método ya que no fue posible
explorar cantidades inferiores de genoma bacteriano. Aun asi, comparando con otros
estudios de identificacion de patdgenos mediante RPA en superficie y deteccion
electroquimica, se han descrito limites de deteccion de 10° UG * y 10° UG *®, lo que pone

de manifiesto los buenos resultados obtenidos en este trabajo.

a) b)
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Figura 10. Efecto de la concentracién de cebadores en la RPA en superficie. a) 480 nM del cebador directo
en disolucion, 6FAM-CDys. b) Relacién asimétrica 1:10 de cebadores (480 nM del directo, 6FAM-CD.4, y 48
nM del inverso, Cl,,). €) Relaciéon simétrica de cebadores (480 nM 6FAM-CD;4 y 480 nM Cly).
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En la figura 10c también se observa que la intensidad de corriente decae ligeramente
(teniendo en cuenta la reproducibilidad de las medidas) para cantidades de genoma mas
altas. Esto podria apuntar a que alguna de las enzimas necesarias para llevar a cabo la
amplificacién RPA podria verse afectada negativamente en presencia de altas cantidades

de ADN.

Por ultimo, con el fin de mejorar los resultados obtenidos se proponen las siguientes

lineas de actuacion de cara a trabajos futuros:

a.- En este trabajo, la relacion simétrica o 1:1 de cebadores en disolucién fue la mas

favorable, resultado que coincide con el obtenido por Santiago-Felipe et al. *

quienes
evaluaron comparativamente distintas relaciones de cebadores en disolucion para llevar
a cabo RPA en superficie. Se propone mantener esta relacion de cebadores en la mezcla

de amplificacion.

b.- Los experimentos de RPA en superficie aqui descritos han sido realizados en su
totalidad a 37°C. Sin embargo, se platea la posibilidad de modificar la temperatura entre
37°C (valor 6ptimo descrito en la patente) y 40°C (maximo valor tolerado por las enzimas)
con el fin de disminuir la sefal del blanco relacionada, muy probablemente, con
interacciones inespecificas entre cebadores o de éstos con el genoma fuera de la region

especifica de interés.

c.- Estudiar el efecto del tiempo de amplificacion isotérmica en superficie tratando de

maximizar la relacién sefial/blanco, al tiempo que se minimiza el tiempo total del ensayo.

5  CONCLUSIONES

En este proyecto se ha desarrollado una plataforma sensora para la deteccidn
electroquimica de una secuencia de ADN especifica del patogeno Salmonella presente

en el gen bipA, como alternativa a los métodos convencionales de cultivo microbioldgico.

Mediante un ensayo de hibridacion tipo sandwich con amplificacién enzimatica de la
sefial y deteccion electroquimica del productor generado enzimaticamente se han
optimizado varios parametros que afectan a la construccién de la fase sensora sobre

chips de oro. Este ensayo permite detectar amplicones especificos de Salmonella, de
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doble cadena y 86 pares de bases, en el intervalo entre 100 pM y 1 nM con un limite de

deteccion de 123 pM y una reproducibilidad media del 13%.

La integracion en la plataforma de deteccion anterior de un método de amplificacion de
ADN isotérmico por recombinasa-polimerasa (RPA), empleando cebadores propios de
PCR y una relacion 1:1 de los mismos en disolucion, hace posible detectar en poco mas
de una hora (70 min) 10° unidades gendmicas de Salmonella. El limite de deteccidn
evaluado experimentalmente es menor de 10° UG, pues esta cantidad de genoma

bacteriano fue detectada con un alto margen de sefal: una relacion sefial/blanco de 5.

Por ello, el método desarrollado estaria proximo a los umbrales de deteccion

demandados por la legislacion.
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ANEXO |. ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS SONDAS DE CAPTURA E INDICADORA.

Se muestran las estructuras secundarias de la sonda de captura y la indicadora a 25°C

(supuesta temperatura ambiente) y fuerza idnica 0,3 M obtenidas con el programa mfold

25.

5 —C
co T
C‘;e—c‘:—A\G/T
|10
1
&
&
c
:C AG = —2,06 kcal/mol
c
A
20 C‘)
T‘
T‘
¢
A
-

G =2.06 17.ul03-18-00-30

Figura 1. Estructura secundaria de la sonda de captura.
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