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RESUMEN

El control de microorganismos patdgenos en muestras alimentarias es una prueba rutinaria
gque las empresas de alimentacion tienen que llevar a cabo para asegurar la salubridad de
los alimentos. Cada vez resulta mas apremiante la necesidad de desarrollar ensayos que
permitan realizar estos controles de forma rapida, sencilla, fiable, con bajo coste y con un
limite de deteccidn lo mas bajo posible, siendo deseable la deteccion de una Unica célula
microbiana. Los biosensores son una buena herramienta para llegar a alcanzar esta meta,
aunque, hasta la fecha, no se tiene constancia de biosensores que hayan conseguido tales

propositos.

En el presente trabajo, se revisa el papel de los genosensores con transduccién
electroquimica como una posibilidad para lograr el objetivo antes referido. Una correcta
eleccion del gen diana para los genosensores resultara en las caracteristicas de
especificidad y selectividad requeridas en los ensayos, mientras que los bajos limites de
deteccidn se lograran gracias al acoplamiento con técnicas de amplificacién. La realizacion
de la amplificacion sobre una superficie permite reducir el tiempo y el coste del andlisis. Si
la amplificaciéon utilizada transcurre en condiciones isotérmicas, puede realizarse con

instrumentacion sencilla y miniaturizable.

El genosensor de estudio se disefia para la deteccion de Salmonella spp. En los ensayos
realizados, se estudian como plataformas sensoras el oro, el vidrio y 6xidos de indio y
estafio (ITO) para la amplificacion y deteccion en superficie. La amplificacién isotérmica
elegida es amplificacién por recombinasa polimerasa (RPA), cuyo disefio permite amplificar
un fragmento del gen bipA, presente en todas las especies de Salmonella. La deteccion de
los fragmentos de ADN genomico amplificados se lleva a cabo mediante una reaccién

enzimatica en la que se obtiene un producto, medible éptica o electroquimicamente.

Los resultados obtenidos plantean la plataforma de vidrio con deteccién éptica como una
buena alternativa para la creaciéon de un genosensor que detecte las distintas especies de
Salmonella mediante RPA. El disefio del sensor sobre vidrio constituye una base
prometedora para el desarrollo de otros genosensores similares con transduccién

electroquimica, proponiéndose la plataforma de ITO para alcanzar dicho objetivo.

Vi



ABSTRACT

Detection of microbial pathogens in food samples is a daily routine analysis that the food
industry concerns about to assure the health standards. It is urgent to develop fast, easy,
reliable and cheap assays that allow the detection of low amounts of microorganisms,
setting the limit of detection (LOD) in one single copy of the pathogen. Biosensors are a
promising tool to accomplish these objectives. Nevertheless, nowadays there are no
biosensors which fulfil this features, therefore showing the need to continue with the

investigations.

In this study, the role of genosensors with electrochemichal transduction is revised and
proposed as a great alternative for accomplishing the goals previously defined. Choosing
the proper DNA target will result in the specificity and selectivity required in the assays,
meanwhile the LOD might be reached coupling the assay to amplification techniques. Solid-
phase amplification allows to reduce the amount of time and cost invested in the analysis
and, if an isothermal amplification is selected, the miniaturization and simplification of the

steps in the assay will be feasible.

The genosensor created here is addressed towards the detection of Salmonella spp. Solid-
phase sensing platforms as gold, glass and indium tin oxide (ITO) are used for the
amplification and subsequent detection. The isothermal amplification elected is the
recombinase polymerase amplification (RPA), which we designed to amplify a fragment of
the bipA gene, present in all Salmonella species. The detection of the amplicons is
performed using a coupled enzymatic reaction, which generates a product that can be

measured by optical or electrochemical transduction.

The results of this work exhibit that the glass platform with optical transduction coupled to
RPA is a good alternative for the detection of Salmonella species. Additionally, the features
of this genosensor set the guidelines to develop a promising ITO platform with

electrochemical transduction for the detection of Salmonella.

Vi
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1. INTRODUCCION

La deteccion de patdégenos microbianos ha preocupado a la sociedad desde sus inicios
debido a la peligrosidad que los contaminantes viricos o bacterianos presentan en los
organismos superiores. Estos contaminantes pueden encontrarse en diversas matrices
como agua, alimentos o regiones medioambientales, provocando enfermedades que en

algunos casos resultan letales.

Las intoxicaciones alimentarias por patdogenos (entre los que destacan Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y Salmonella) se encuentran a la orden del dia y, en aras de
aumentar el nivel de salubridad de la poblacién, existen diversos métodos convencionales
(cultivo, microscopia, pruebas bioquimicas) para detectar estos contaminantes

microbianos en los alimentos.

Las técnicas de detecciébn mas convencionales se estan sustituyendo paulatinamente por
otras técnicas mas especificas y modernas: las técnicas de amplificacion de ADN. La
amplificacion de secuencias especificas del ADN de los patégenos permite su deteccion
casi univoca, razon por la que esta nueva identificacion genotipica esta desplazando a las

técnicas de deteccidén convencionales.

La amplificacion de fragmentos especificos de ADN gendmico generalmente se realiza
mediante la reaccién de amplificacién en cadena de la polimerasa (PCR), que se ejecuta
siguiendo diferentes cambios de temperatura. Sin embargo, en la actualidad se estan
desarrollando amplificaciones que tienen lugar a una temperatura constante durante el
proceso (amplificaciones isotérmicas) y parece que en futuro desplazaran por completo a

la mas tradicional PCR.

El desarrollo de técnicas de amplificacion isotérmica resulta especialmente util para la
elaboracion de genosensores miniaturizados que permiten la deteccion de patdégenos
microbianos en muestras de alimentos. Estos genosensores pueden emplear distintos tipos
de transduccién, pero en este trabajo se hace especial hincapié en los sensores de

transduccion electroguimica.



2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

En el afio 1996, tuvo origen en Roma la Cumbre Mundial de Alimentos organizada por la
FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura). En esa
conferencia se describié el concepto de seguridad alimentaria tal y como lo conocemos
hoy: “La seguridad alimentaria existe cuando todas las personas tienen, en todo momento,
acceso fisico, social y econdémico a alimentos suficientes, inocuos y nutritivos que
satisfacen sus necesidades energéticas diarias y preferencias alimentarias para llevar una

vida activa y sana” [1].

En esta definicién se hace referencia a distintas dimensiones de la seguridad alimentaria:
disponibilidad fisica, acceso econémico Y fisico, utilizacion y estabilidad de los alimentos.
Las politicas econémicas y sociales han de velar por el cumplimiento de estas condiciones.
No obstante, para garantizar otro aspecto que también queda resaltado en la definicion de
seguridad alimentaria (la inocuidad de los alimentos), es necesario invertir en ciencia para
el desarrollo de métodos de deteccién de agentes que puedan afectar a la inocuidad de los

alimentos.

Los agentes que amenazan la inocuidad de los alimentos tienen diferentes origenes. Puede
tratarse de agentes intrinsecos (como alérgenos o factores no nutricionales), compuestos
xenobiodticos (aditivos, fitosanitarios, farmacos, dioxinas), agentes infecciosos (bacterias,
virus, priones), biotoxinas o sustancias peligrosas que aparecen en el procesado del
alimento como las nitrosaminas [2]. El estudio y deteccién de estos agentes es primordial

para asegurar la seguridad alimentaria.

Es conocido que los alimentos no procesados que se consumen frescos, tienen mayor
riesgo de contener agentes infecciosos bacterianos. Es por ello que la deteccion de
bacterias en alimentos es uno de las grandes retos para preservar la inocuidad de los
mismos. Las especies de Salmonella y Campylobacter son las que causan la mayor parte
de patologias relacionadas con el sistema digestivo (en torno al 40 %) mientras que otras
especies como Cronobacter sakazakii, aunque menos relevantes en adultos, pueden

generar importantes problemas de mortalidad en lactantes [2].

Durante el siglo XXI, se han producido una docena de muertes debido a intoxicaciones
causadas por bacterias presentes en los alimentos como Listeria monocytogenes o la cepa
Escherichia coli O103:H25. Aungue es cierto que estas especies pueden llegar a generar
importances intoxicaciones e incluso la muerte, el mayor nimero de intoxicaciones ha sido

producido por especies que pertenecen al género Salmonella spp. provocando desde 2002



un total de 2085 intoxicaciones conocidas, la mas grave de las cuales se produjo en un
festival en Catalufia en 2002 donde se tuvo que atender a 1435 afectados [3].

Sin duda, Salmonella spp. presenta una importante traba para la seguridad alimentaria y,
actualmente en su deteccién, se emplean técnicas de cultivo que necesitan periodos de
hasta 5 dias para su identificacion [4]. Es por ello que las investigaciones actuales se
dirigen hacia el desarrollo de técnicas rapidas de identificacion entre las que se incluyen
los biosensores. Una buena alternativa dentro de los mismos son los genosensores
(sensores basados en ADN). Los sensores de ADN han demostrado hasta el momento su
utiidad en la deteccion de secuencias oligonucleotidicas con gran sensibilidad vy
selectividad. Sin embargo, cuando se enfrentan a la deteccibn de ADN gendmico, la
complejidad de esta diana hace necesario su acoplamiento a una etapa previa de
amplificacién, que permite por una parte reducir el tamafio de la diana vy, por otro lado,
mejorar la sensibilidad de la deteccion. La introduccién de una etapa previa de
amplificacion del ADN, que generalmente se realiza mediante PCR, complica la
miniaturizacién de los sistemas y el disefio de plataformas sensoras. Con el objetivo de
salvar esta traba, es mas adecuado el empleo las estrategias de amplificacion isotérmica,
gue permiten integrar mas facilmente los pasos de amplificacion y deteccién en un unico
dispositivo. Dentro de las amplificaciones isotérmicas, la amplificacion por recombinasa
polimerasa (RPA) es una de las favoritas gracias a la rapidez, las moderadas temperaturas

a las que opera y la sencillez a la hora de disefiar los cebadores.

Por todo lo comentado anteriormente, este trabajo persigue el desarrollo de un genosensor
para la deteccion de todas las especies pertenecientes al género Salmonella utilizando

como sistema de amplificacion la RPA.
Para alcanzar este objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Realizar un estudio sobre el estado del arte de los sensores quimicos descritos
hasta el momento para la deteccién de Salmonella en muestras alimentarias.

- Disefio y caracterizacion de un método para la amplificacion especifica del gen bipA
en Salmonella mediante RPA.

- Adaptacion del método anterior a un sistema de amplificacién en superficie, que
permita integrar las etapas de amplificacion y deteccion de los productos obtenidos

para el control de Salmonella en muestras de alimentos.



3. PARTE TEORICA

3.1. TECNICAS CONVENCIONALES PARA LA DETECCION DE
MICROORGANISMOS

Los métodos clasicos para la deteccion e identificacion de microorganismos incluyen el
cultivo (que permite distinguir las especies en funcion del comportamiento en los diferentes
medios de crecimiento) o la observacién microscopica (Qque muestra diferencias en las

especies basandose en la morfologia).

No obstante, estas técnicas son tediosas y requieren varios dias de incubacion para
obtener resultados fiables. Ademas, la identificacién de los microorganismos recae sobre
el analista, lo que implica una formacién continua del mismo y un alto riesgo de subjetividad

a la hora de identificar las especies [5].

Con el objetivo de reducir el tiempo y la incertidumbre, hace varias décadas se
desarrollaron una serie de pruebas bioquimicas para identificar las especies de
microorganismos mas frecuentes. En estos ensayos, se evallan las propiedades
metabdlicas de los patégenos afiadiendo sustratos al medio de cultivo que pueden ser
transformados por las enzimas microbianas. Si el microorganismo que presenta la enzima
de interés se encuentra presente en el medio, el sustrato sera transformado en producto y
éste Ultimo se detectara facilmente por cambios de pH, viraje de color, revelado con otros
reactivos, etc. Estas pruebas tuvieron un gran éxito y se desarrollaron pequefas
plataformas automatizadas como es el caso de las tiras API®: una tira que contiene
diferentes pocillos en los que se producen reacciones que daran lugar a cambios visibles
dependiendo de las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos (Figura 1). En
cada pocillo se introduce una pequefia porcion de la muestra a analizar y, en funcion de si
la reaccién resulta positiva 0 negativa, cada pocillo recibe un nimero. La combinacion de
todos los pocillos origina un cédigo especifico que corresponde con una bacteria o un grupo

reducido de bacterias.
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Figura 1. Tira API® para la identificacion de bacterias. Imagen tomada de: www.biomerieux-
usa.com



Ademas de la identificacién tradicional basada en cultivo o0 en pruebas bioquimicas, existe
otro gran grupo de técnicas que se utilizan para la identificacion de microorganismos
patdgenos en el campo de la alimentacion: los ensayos inmunoquimicos. Estos ensayos
se basan en la reaccion entre un antigeno (Ag) y un anticuerpo (Ac). El antigeno es una
molécula de naturaleza proteica que pertenece al microorganismo patégeno y que es
reconocida especificamente por una glicoproteina que recibe el nombre de anticuerpo. Las
reacciones de union entre antigeno y anticuerpo se caracterizan por la especificidad,
rapidez, reversibilidad y espontaneidad, caracteristicas que las hacen idéneas como
técnicas de identificacion. Los ensayos inmunogquimicos mas frecuentes son los de tipo
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), en los cuales se adsorbe el antigeno sobre
una superficie y se afiade un anticuerpo marcado que reconoce una regiéon del mismo,
produciéndose la unién Ag-Ac. Tras el reconocimiento, el marcaje del anticuerpo permitira
revelar la unién y asi se determina la presencia o ausencia del antigeno (Figura 2). En la
actualidad, los ensayos ELISA han desarrollado diversidad de variedades y, ademas del
tradicional ensayo directo, también se pueden emplear ensayos competitivos, ensayos tipo
sandwich, etc. A pesar de la versatilidad de ensayos, encontrar un anticuerpo que

reconozca una proteina diana del microorganismo puede suponer un reto importante [6].

Antigeno
Enzima
Anticuerpo

B Sustrato
A Producto A A A

Figura 2. Esquema de un ensayo ELISA directo.

Para salvar este problema, se han desarrollado nuevos receptores de afinidad como es el
caso de los aptdmeros, que intentan imitar la reaccién que se produce entre un antigeno y
un anticuerpo. Los aptameros son pequefias moléculas de acido nucleico que se disefian
especificamente para el reconocimiento de proteinas u otras moléculas de pequefio
tamafio [7]. La tecnologia de aptameros ofrece una gran alternativa a los inmunoensayos,
ya que permite disefiar a medida las moléculas que van a reconocer las proteinas de los

microorganismos. No obstante, el reconocimiento de proteinas microbianas no siempre



permite distinguir especies de microorganismos dentro de un mismo género y, por ello, se
han de buscar técnicas mas especificas para la identificacion.

Por todo ello, si bien es cierto que las técnicas fundamentadas en las caracteristicas
fenotipicas de los microorganismos dan buenos resultados, a medida que la ciencia avanza
y se descubren nuevas especies potencialmente patégenas, es necesario incluir técnicas
de identificaciébn basadas en el genotipo. Asi, desde comienzos del siglo XXI, la
identificacion de microorganismos ya se realiza rutinariamente por métodos basados en el

perfil genotipico de las especies.

El genotipo es la informacion genética contenida en el ADN de las especies. El ADN es
una molécula compleja conformada a partir de monémeros, que son los nucleétidos. Estos
nucleétidos se componen a su vez de una molécula de monosacarido (desoxirribosa) en
estructura ciclica que se une en el carbono 5’ a un grupo fosfato (PO,*) y en el carbono 1’
a una base nitrogenada que puede ser de diferente naturaleza: timina (T), citosina (C),
adenina (A) y guanina (G). EI ADN se crea por la unién secuencial de nucle6tidos mediante
un enlace fosfodiéster entre un grupo hidroxilo (-OH) del grupo fosfato situado en el
carbono 5’ y el OH del carbono 3’ del siguiente nucleétido, en una reaccién llevada a cabo

por la enzima ADN polimerasa (Figura 3).

£ ’j“ Timina / Uracilo

j Adenina

Figura 3. Formacién del enlace fosfodiéster entre un grupo fosfato y una desoxirribosa.
Imagen tomada de www.wikipedia.org

De esta forma, se establecen largas cadenas de ADN en las que las bases nitrogenadas
gquedan colgando lateralmente de un esqueleto en el que se alternan la desoxirribosa y el

fosfato. La secuencia de bases nitrogenadas (T, C, A, G) determina la especificidad de la
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cadena de nucleétidos y, en definitiva, la informacién genética que es diferente en cada
especie.

En una vision tridimensional, se observa como las cadenas de ADN se enrollan en una
estructura en la que dos cadenas de polinucleétidos se unen entre si mediante puentes de
hidrogeno especificos entre las bases nitrogenadas de ambas cadenas. Las bases
nitrogenadas se aparean entre si mediante puentes de hidrogeno con la siguiente
complementariedad: A con T (dos puentes de hidrogeno) y C con G (tres puentes de
hidrégeno). De esta forma se origina una doble hélice de ADN con cadenas de
polinucleétidos complementarias que tienen un diametro de 2 nm y una longitud variable
en funcién de la especie. A modo orientativo, el genoma completo de Escherichia coli tiene

una longitud equivalente a 4 millones de nucleétidos.
3.2. TECNICAS DE AMPLIFICACION DE ADN

Como se comentaba en al anterior apartado, la secuencia de bases nitrogenadas es una
“huella genética” que permite distinguir las especies a través de su molécula de ADN. Sin
embargo, para poder alcanzar los extraordinariamente bajos limites de deteccion que se
exigen en seguridad alimentaria (en muchos casos un solo microorganismo es suficiente
para desencadenar la enfermedad), es necesario utilizar técnicas que permitan amplificar
una region especifica del genoma, que caracterice de forma univoca a la especie objeto de
estudio. Es por ello que en las ultimas décadas se han concentrado los esfuerzos en
desarrollar y mejorar las técnicas de amplificacion del ADN o en descubrir otras estrategias

mas rapidas y sencillas.

En la deteccion de microorganismos patdgenos, una de las herramientas mas utilizadas es
la amplificacién de fragmentos de ADN por medio de la PCR. En 1990, Mullis et al.,
descubrieron un mecanismo in vitro que no utiliza células vivas para la amplificacion de
ADN a partir de muestras complejas y, desde entonces, esta técnica de amplificacion se

utiliza rutinariamente y en investigacion en laboratorios de todo el mundo.

Un experimento de PCR requiere el uso de la molécula de ADN que se va a amplificar, dos
cebadores que delimitan el fragmento que se amplifica, nucleétidos de timina (T), citosina
(C), adenina (A) y guanina (G) y una enzima ADN polimerasa. En su ejecucion, es
imprescindible realizar ciclos rapidos de temperatura variable y esto hace que sea
necesario recurrir al uso de termocicladores, unos equipos capaces de establecer rampas
de temperatura muy pronunciadas en cuestion de segundos. Como norma general, una
PCR incluye unos 35 ciclos, cada uno de los cuales estd compuesto por las siguientes

etapas:



- Desnaturalizacion. EI ADN de cadena doble se desnaturaliza para dar lugar a dos

cadenas sencillas en un paso que requiere una temperatura de unos 95 °C.

- Hibridacion de los cebadores. La hibridacién de los cebadores con su hebra
complementaria se realiza entre 40 y 70 °C en un periodo que varia entre 20 y 40

segundos.

- Elongacion de la cadena. La elongacion del ADN es llevada a cabo por enzimas

polimerasas que actian a temperaturas entre 72 °C y 80 °C.

Los termocicladores necesarios para llevar a cabo este proceso encarecen el proceso de

amplificacién y dificultan la implantacién de procesos miniaturizados de amplificacion.

Estas desventajas de la PCR han dado como resultado un giro en la investigacién actual,
que se dirige hacia estrategias de amplificacion isotérmicas, que facilitan el disefio de
dispositivos en miniatura para el andlisis de microorganismos en diferentes tipos de

muestras.

El mecanismo utilizado en estas reacciones de amplificacion isotérmica imita a los
procesos de amplificacidon que se emplean in vivo y sustituye las altas temperaturas por
proteinas adicionales, que permiten separar la doble hélice de ADN vy, junto con los
cebadores, llevar a cabo una amplificacion selectiva a temperatura constante. En la Tabla
1, aparece resumidas las caracteristicas de las diferentes amplificaciones isotermas

desarrolladas hasta el momento.

Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes técnicas de amplificacion isotérmica [2,5,8].

Amplificacion isotérmica Temperatura Tiempo Descubrimiento

Amplificacion por desplazamiento 37 °C 2h Walker et al., 1992
de hebra (SDA)

Amplificacion por desplazamiento 30 °C 2-5h Dean et al., 2002
multiple (MDA)

Amplificacion en circulo rodante 30 °C 1h Fire y Xu., 1995
(RCA)



Amplificacion isotérmica mediada 60 - 65 °C 40 — 60 min  Notomi et al., 2000
por bucle (LAMP)

Amplificacion  dependiente de 60— 65°C 1-2h Vicent et al., 2004
helicasa (HDA)

Amplificacion basada en la 37 —42°C 1-2h Compton, 1991
secuencia de acidos nucleicos

(NASBA)

Amplificacion por recombinasa 37 —42°C 20 - 60 min | Piepenburg et al.,
polimerasa (RPA) 2006

Ademéas de las mencionadas en la anterior tabla, también existen otras técnicas no tan
utilizadas como la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos iniciada por cebadores
quiméricos (ICAN), reaccion de la hibridacion en cadena (HCR), reaccion isotérmica de
amplificacion exponencial (EXPAR) o amplificacion isotérmica con cebador Gnico (SPIA)

[8].

Las técnicas isotérmicas de amplificacion de ADN son objeto de intensa investigacion en
la actualidad y presentan las siguientes ventajas: se llevan a cabo en un breve periodo de
tiempo, son muy especificas, no requieren instrumentacion sofisticada, presentan mayor
tolerancia frente a inhibidores que la propia PCR, las temperaturas de actuacién son
menores que en esta y, consiguientemente, son técnicas menos energéticas y mas
respetuosas con el medioambiente. Ademas, estas técnicas se realizan en un menor
namero de etapas con lo que el manejo se simplifica y la reproducibilidad de los

experimentos aumenta [2,8].
Amplificacion por recombinasa polimerasa (RPA)

La RPA es una de las estrategias de amplificacion isotérmica mas novedosa y rapida, que
ha ido adquiriendo importancia desde su descubrimiento en 2006, tal y como se indica en
la Figura 4. Ademas, esta tendencia de crecimiento positiva parece seguir viéndose en
2017 ya que, en el primer cuatrimestre del afio se han publicado 23 articulos, mas del doble

que en el mismo periodo del afio 2016.

Las razones de este gran crecimiento para la RPA se deben a que se trata de la

amplificacién isotérmica mas rpida, solo requiere el empleo de un cebador directo y otro
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reverso [9], trabaja a la temperatura del cuerpo humano [10], tiene un elevado rendimiento
y permite el empleo del andlisis a tiempo real [2].

45
40-
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2
20—.
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Figura 4. Publicaciones de RPA en PubMed entre 2010 y 2016.

El mecanismo que hay detras de la RPA esta inspirado en la recombinacion homéloga que
tiene lugar en las células para reparar apareamientos erréneos o roturas de doble hebra
en la hélice de ADN.

La pieza clave de este mecanismo es la proteina RecA, una recombinasa de la familia de
las ATPasas que se encarga de intercambiar dos cadenas de ADN que presentan la misma
secuencia. El proceso tiene lugar del siguiente modo: la proteina RecA se une a una
molécula de ADN de cadena simple (ssDNA) y forma un filamento nucleoproteico que
escanea el ADN de doble hebra (dsDNA) en busca de homologias en la secuencia. En el
caso de los organismos, la recombinasa ha de escanear todo el ADN gendmico. Una vez
gue se encuentran homologias en la secuencia, el filamento nucleoproteico con ssDNA se
une a la hebra complementaria de la doble hélice de ADN, desplazando a la otra cadena

de ADN (con secuencia idéntica al ssDNA inicial) [11].

Este mecanismo, que acontece de forma natural en los organismos, fue el utilizado por los
investigadores Piepenburg et al. [12], para desarrollar una amplificacion isotérmica del ADN
en condiciones in vitro. Desde el afio 2010, este sistema de amplifiacion est4 patentado

por estos mismos investigadores y lo comercializa la casa TwistDx en Reino Unido [13].
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El sistema de amplificacion comienza con la unién del cebador (ssDNA) a un complejo
proteico que realiza la funcién de la recombinasa (Tabla 2). A continuacion, el filamento
nucleoproteico escanea la doble hélice de ADN en busca de sitios homologos donde se
produce la recombinacion vy, tras desplazar a la hebra complementaria, actia la ADN
polimerasa de Bacillus subtilis (Bsu) o de Staphylococcus aureus (Sau) para llevar a cabo
la amplificacion de la misma. La repeticién de este ciclo lleva a un crecimiento exponencial
del fragmento diana a amplificar [5]. Un esquema resumido de este proceso puede

observarse en la Figura 5.

Tabla 2. Proteinas de unién a ssDNA con acciéon recombinasa.

Proteina Funcioén

T4 uvsX 0 RecA Proteina dependiente de ATP de union a dsDNA y ssDNA.
En conjunto con T4 gp32/SSB, Mg?*y ATP lleva a cabo el
desplazamiento sobre ssDNA en direccion 5 2> 3’

Se calcula que cada proteina RecA se une a tres

nucleoétidos del cebador

T4 gp32 0 SSB Refuerza la accion de T4 uvsX/RecA, previniendo la union
del ADN desenrrollado

T4 uvsY Coopera con la T4 uvsX/RecA, uniéndose a ella y

mejorando su afinidad por el ssDNA
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Figura 5. Resumen del mecanismo de actuacién de la RPA. Los cebadores se unen a la
recombinasay escanean el ADN en busca de homologia. Una vez que se halla la homologia,
se produce el desplazamiento de hebra y las proteinas SSB estabilizan la hebra desplazada
mientras la polimerasa realiza la copia'y amplificacién del ADN en ciclos exponenciales.

Actualmente, los kits comerciales de RPA son distribuidos por la casa TwistDx (UK), que
cuenta con diferentes formulaciones (Tabla 3). El kit esta compuesto por una bateria de
viales individuales de 0,1 mL en los cuales se encuentra un liofilizado que contiene la
mezcla de enzimas y proteinas para llevar a cabo la reacciéon asi como los nucleétidos
(dNTPs) para la sintesis de la molécula a amplificar. Este liofilizado se disuelve en un
tampon de hidratacion que contiene la muestra y los cebadores y, para comenzar la
reaccion, es necesario afadir acetato de magnesio (MgAc), que actia como cofactor de

las enzimas.

Este empaqguetamiento individualizado para cada reaccidn permite evitar contaminaciones
y, al encontrarse liofilizado e inactivo, su transporte es sencillo y no requiere un cuidado
especial. En cuanto a la activacion de la reaccion, que en el caso de otras amplificaciones
depende de una activacion por calor a una temperatura elevada, puede realizarse de forma

sencilla afiadiendo la sal de acetato de magnesio [14].
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Tabla 3. Diferentes kits de RPA comercializados por TwistDx.

Kit TwistAmp® Ensayo

Basic Amplificacion de ADN a partir de ADN. Deteccion
mediante gel de electroforesis

Basic RT Amplificacion de ADN a partir de ARN. Deteccién a tiempo
real

exo Amplificacion de ADN a partir de ADN con deteccion a
tiempo real mediante exonucleasa Ill. Existen Kkits

especificos para la deteccién de Campylobacter y Listeria

monocytogenes

exo RT Amplificacion de ADN a partir de ARN con deteccion a

tiempo real mediante exonucleasa lll

fpg Amplificacion de ADN a partir de ADN con deteccion a

tiempo real mediante exonucleasa fpg

nfo Amplificacion de ADN a partir de ADN y posterior
deteccion en tiras de flujo lateral o ensayos de tipo

sandwich

Ademas, TwistDx también ha desarrollado dos kits para la deteccion de Salmonella
enterica en 10 y 20 minutos, TwistGlow® y TwistFlow® respectivamente, basados en la

amplificacion del gen invA [14].

Como se observaba en la Figura 4, especialmente desde 2013, las investigaciones
utilizando la RPA han crecido exponencialmente y se ha logrado desarrollar interesantes
trabajos con aplicaciones practicas para la deteccion de patégenos animales, alimentarios
y ambientales. En el campo de la alimentacion, uno de los patdgenos mas frecuentes son
las bacterias pertenecientes al género Salmonella. El kit desarrollado por la casa comercial
ha permitido detectar muestras contaminadas con esta bacteria en leche y disoluciones

salinas de fosfatos [14].

Por otro lado, el area de estudio de patégenos clinicos que afectan a la especie humanay

otros animales es la de mayor auge. Mediante la RPA se han desarrollado métodos para
13



la deteccién de Chlamydia trachomatis en muestras de orina, una bacteria de transmision
sexual que puede provocar riesgos severos a largo plazo: aumenta el riesgo de embarazo
ectopico, de infertilidad y de dolor pélvico. El andlisis desarrollado para la deteccion de la
misma se realiza en tan solo 20 minutos a partir de muestras de orina que no requieren
purificacion previa, con limites de deteccion de 5 a 12 patdgenos por muestra y con una
especificidad del 100 % [15].

Ademas de la deteccidén de bacterias, hay numerosos trabajos dirigidos a la identificacion
de virus causantes de importantes enfermedades mediante amplificacion con RPA. Uno de
los ejemplos es el del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), que puede
detectarse, en muestras que solo contienen 10 copias de genoma virico, realizando la
amplificacién a 37°C en regiones del cuerpo humano como son la axila, la mufieca o el
abdomen. Por otro lado, ha sido posible realizar la reaccion de amplificacién en el bolsillo
de un pantaldn, gracias al calor que transmite el cuerpo humano, a 37 °C, hacia la prenda
[10]. Esta estrategia libre de incubadores y equipacién abre una gran ventana hacia la
deteccidn del VIH-1 en paises subdesarrollados con escasos medios econémicos y que

tienen una alta incidencia en esta enfermedad.

En esta misma linea, también se han desarrollado métodos para la deteccién de otros virus
causantes de enfermedades mortales como el ébola [16], la fiebre del Zika [17] o la
enfermedad hemorragica del dengue [18].

En el caso del virus del ébola, el ensayo desarrollado para la deteccion en etapas
tempranas si requiere de una purificaciéon previa de la muestra, que se obtiene a partir del
suero de pacientes enfermos o bien con la ayuda de hisopos a partir de la lengua o las
mejillas. El estudio se enfoca hacia la comparacion de la amplificacion mediante RPA con
la PCR utilizada hasta el momento en los laboratorios méviles instalados en paises
subdesarrollados de Africa. Los resultados mostraron una vez mas cémo la RPA tenia una
especificidad del 100 % para la deteccion de este virus en detrimento de la PCR que si
generaba resultados positivos para otra serie de patdgenos viricos frecuentes en regiones
africanas como los virus de Sudan, Zika, dengue o fiebre amarilla [16]. Esto demuestra que
la RPA no es solo una alternativa interesante por su rapidez (30 — 60 min en este caso)
sino también porque mejora el diagnodstico de enfermedades, haciéndolo mas fiable y

seguro.

En cuanto a los estudios relativos al medioambiente, se ha desarrollado un protocolo
mediante RPA para la deteccion de Enterococcus faecalis, una bacteria que puede
entorpecer la salubridad e higiene del agua potable. La amplificacién tiene lugar durante
40 minutos a 39 °C pero en un tiempo total de andlisis de 48 minutos la bacteria puede ser
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identificada mediante quimioluminiscencia. Ademas, la deteccion de esta bacteria se
realiza en una RPA multiple en la que también se detectan dos virus: adenovirus humano
41 y Phi X 174. Los resultados de sensibilidad que se observan en este estudio son
comparables a los obtenidos anteriormente con PCR, por lo que se demuestra que la RPA

multiple es una alternativa a considerar para la deteccion simultdnea de varios patégenos

[9].

Como se ha visto, las aplicaciones de la RPA abarcan patégenos de numerosas areas. No
obstante, existen numerosas diferencias metodoldgicas en cada experimento en cuanto a
la realizacion de la amplificacion y su posterior deteccion. La amplificacion puede realizarse
en los viales que aportan los diferentes kits, en cuyo caso se trata de una amplificacion con
todos los componentes necesarios en disolucién, o bien utilizar algun tipo de superficie en
la que se ancla uno de los cebadores de la amplificacion. En relacion con esta segunda
via, se pueden realizar ensayos en sensores electroquimicos [19], objetos reciclables como
DVDs [20,21] o desarrollar plataformas microfluidicas [22]. Por su mayor rapidez, ausencia
de purificacién y comodidad en el analisis, es mas interesante recurrir a la amplificacion en

superficie en detrimento de la amplificacién en disolucion.

Los ensayos en sensores electroquimicos generalmente utilizan como superficie el oro,
que se modifica con uno de los cebadores de la amplificacion y constituye la fase sensora
en la que se lleva a cabo el andlisis [19]. Los chips de oro de los sensores electroquimicos
pueden modificarse para desarrollar plataformas microfluidicas que permiten realizar un
andlisis automatizado y mas reproducible. Asi, marcando pegatinas con un laser de CO;
para definir los canales microfluidicos, se puede conseguir un sistema microfluidico con

fase sensora de oro [22].

Si bien el oro es uno de los elementos mas utilizados en electroquimica, también es posible
recurrir a otras plataformas como el DVD, que en este caso emplean deteccion Optica.
Estos sensores se componen de dos laminas de policarbonato de 0,6 mm de grosor en
cuyo interior hay una capa de material metalico reflectivo con grosor de 100 a 150 nm.
Sobre la capa superior de policarbonato se colocan diez camaras microfluidicas (5,5 mm x

5,5 mm x 0,2 mm) en las que posteriormente se lleva a cabo la medida [20,21].
3.3. SENSORES QUIMICOS

En lineas generales, un sensor quimico se define como un dispositivo en el que un receptor
inmovilizado sobre la superficie de un transductor reconoce molecularmente una especie
guimica. La interaccion de reconocimiento molecular provoca un cambio de energia

guimica que el transductor transforma en una sefial. Esta sefial, reversible e idealmente
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generada mediante simple contacto de la muestra con el sensor, permite la deteccion y
cuantificacion de dicha especie quimica. Asi pues, las partes fundamentales de un sensor
incluyen la fase sensora, donde esté el receptor inmovilizado en el que se lleva a cabo el
reconocimiento molecular, un transductor que genera una sefial a partir de la energia
quimica del reconocimiento, y el sistema de control y medida que registra las sefiales

obtenidas por el transductor.

En funcién del tipo de reconocimiento que se lleva a cabo, asi como de la haturaleza de la
fase sensora, pueden distinguirse varios tipos de receptores, tal y como se observa en la

Figura 6.
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Figura 6. Esquema de los distintos tipos de receptores de un sensor en funcion del tipo de
reconocimiento y de la naturaleza de la fase sensora.

De aqui en adelante, los sensores que nos ocupan en este trabajo son los que tienen
receptores de tipo bidtico?, conocidos como biosensores. Los biosensores son sensores de
naturaleza quimica en los que el reconocimiento molecular se basa en una reaccion
bioquimica 0 en un mecanismo biolégico. De todos ellos, nos vamos a centrar en los
sensores de bioafinidad de ADN, a los que también se refiere como genosensores. En
este tipo de sensores quimicos, un &cido nucleico de cadena corta se ancla en la superficie
del transductor y actia como oligonucleétido de captura, reconociendo mediante la
reaccion de hibridacion un fragmento de ADN con una secuencia de bases

complementarias al mismo. El oligonucle6tido de captura ha de encontrarse en una

1 Bidtico: caracteristico de los seres vivos (Real Academia Espafiola). El término anténimo, abidtico, hace
referencia a que no tiene que ver con los seres vivos ni con ninguna de sus partes.
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posicion perpendicular a la superficie para que pueda producirse la correcta hibridacion
entre los dos fragmentos de ADN. Asi, se recomienda el uso de superficies cargadas
negativamente ya que separan el ADN de captura de la superficie por medio de repulsion
de cargas y mantiene el oligonucleétido en posicion perpendicular, mientras que las
superficies hidrofobicas y/o con carga positiva atraen el oligonucleétido de captura hacia la
superficie y se promueve la orientacion paralela no deseada [7].

El oligonucledtido que constituye la capa selectiva debe incorporarse en contacto directo
con un transductor, cuya funcién es transformar la energia quimica de la interaccion de
reconocimiento molecular en energia eléctrica. Cualquier propiedad quimico fisica alterada
por la energia puesta en juego en la reaccién de reconocimiento molecular sirve como
fundamento en el disefio y construccion del biosensor correspondiente. Asi se han
disefiado biosensores basados en la medida en las propiedades Opticas, eléctricas,

piezoeléctricas o térmicas del sistema.

Los sensores piezoeléctricos detectan cambios de masa en la superficie de amplificacién
y los sensores térmicos miden los cambios de temperatura. No obstante, los mas utilizados
en los ensayos de amplificacion e hibridacién del ADN, son los biosensores de transduccion
Optica y electroquimica. En ambos casos se pueden utilizar esquemas de transduccion
directa o indirecta. En estos ultimos, se utilizan moléculas marcadoras en el ensayo, que
incorporan etiquetas con propiedades Opticas o electroquimicas adecuadas para facilitar

su deteccion [7,23].
Sensores 6pticos

Los biosensores Opticos son aquellos que utilizan la interaccion entre la radiacion
electromagnética y la materia para obtener informacién analitica. El analito de interés
puede tener propiedades Opticas per se o bien puede utilizarse una molécula que relacione

la cantidad de analito de interés con una molécula que si tiene propiedades opticas.

Dependiendo del receptor que se seleccione, se pueden encontrar multiples disefios de
sensores Opticos que se basan en diferentes enfoques. Por un lado, puede recurrirse a la
medida de propiedades Opticas del propio analito, a propiedades alteradas como
consecuencia de la reaccion de reconocimiento, a propiedades que presentan las especies
indicadoras incluidas en la capa selectiva o incluso a las del propio elemento de
reconocimiento, cuyas propiedades 6pticas pueden verse afectadas como consecuencia
de la reaccién de reconocimiento molecular. Entre los diferentes disefios es especialmente
interesante en el contexto de este trabajo el de los sensores basados en medidas de

resonancia de plasmoén de superficie (SPR).
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Los sensores basados en SPR son capaces de detectar interacciones entre un ligando
anclado en la superficie y una molécula que esta en disolucién y que se pueda unir al
mismo. La ventaja de esta técnica reside en que no es necesario emplear moléculas

marcadas para la deteccion, ya que ésta se realiza en tiempo real sobre la superficie [24].

En esta técnica de transduccioén se miden cambios en el indice de refraccién (n) en la capa
selectiva, asociados al evento de reconocimiento molecular. El instrumento SPR incorpora
un prisma 6pticamemte denso (n elevado) sobre el que se coloca el sensor, formado por
una fina lAmina de oro sobre la que se construye la capa selectiva. Sobre el prisma se hace
incidir la radiacién procedente de un laser, con un angulo de incidencia superior al angulo
critico, de manera que se produce un proceso de reflexion total interna. En el punto de
reflexién, la interaccién entre los rayos incidente y reflejado da lugar a una onda
estacionaria, con un campo eléctrico asociado que penetra en la capa metalica y que se
denomina onda evanescente. Este nombre alude a una de las principales caracteristicas
de la misma, que es que la intensidad de esta onda disminuye exponencialmente a medida
que nos adentramos en el medio de menor indice de refraccion. La distancia de penetracion
de la onda evanescente depende de la longitud de onda de la radicacion incidente y
generalmente se encuentra en el intervalo entre 100 y 200 nm. La onda evanescente
generada interacciona con los electrones de la banda de conduccion del metal, que se
comportan como un plasma, generando una onda de plasmén de superficie (onda de
densidad electrénica que se propaga a lo largo de la interfase oro disolucién
longitudinalmente). Cuando la energia de la onda evanescente coincide con la de la onda
de plasmon de superficie, se produce el fendmeno de resonancia, con una transferencia
de energia de un campo al otro. Esto se traduce en un minimo en la radicacion reflejada,
gue se mide. Al cambiar el indice de refraccion en la capa selectiva sobre la superficie del
oro, cambia la velocidad de propagacion de la onda de plasmén de superficie y en
consecuencia se altera la condicion de resonancia. Finalmente, se mide el angulo de
incidencia al que se obtiene el minimo de la luz reflejada (angulo critico) con el tiempo.
Este angulo cambia cuando se altera la constante dieléctrica de la capa selectiva que se
ancla sobre la superficie de oro. De este modo,es posible realizar una medida de los
procesos de interaccion en la capa selectiva en tiempo real, lo que permite llevar a cabo
una investigacion no solo de las interacciones y su afinidad, sino también de la cinética de

los procesos [21,25].

Asi, la sefial analitica que se obtiene en este proceso es la variacion del angulo critico en
funcién del tiempo (expresado en miligrados). En la Figura 7 se pueden observar los

diferentes cambios que sufre la capa selectiva y la respuesta medible en el aparato.
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Figura 7. Sefial de respuesta obtenida en SPR en funcién de los cambios que se producen en
la capa selectiva. Imagen tomada de [26].

Los sensores SPR basados en la hibridacion del ADN se construyen inmovilizando
oligonucledtidos sobre la fina capa de oro, generalmente utilizando oligonucle6tidos
modificados con un grupo tiol en uno de los extremos. Estos interaccionan fuertemente con
la superficie del oro mediante un proceso de quimisorcién y, si se desea analizar
secuencias de ADN complementarias a dichos oligonucleétidos, se puede registrar la

hibridacion con los oligonucleétidos anclados en tiempo real.
Sensores electroquimicos

En los sensores electroquimicos la energia quimica de la interaccion de reconocimeiento
molecular se transforma directamente en una sefial eléctrica, por lo que este tipo de
sensores son facilmente miniaturizables y requieren una instrumentacion sencilla y
asequible. Son el primer tipo de sensores quimicos que se desarrollaron y es el tipo de
transduccién que prevalece, tanto desde el punto de vista de las publicaciones cientificas

como desde el punto de vista comercial.

Los sensores electroquimicos més desarrollados hasta el momento son los sensores
potenciométricos y los amperométricos o voltamétricos. No obstante, los sensores
conductimétricos e impedimétricos han comenzado a recibir una atencion creciente en los

Gltimos afos.

Transduccion amperométrica. Se caracteriza porque el potencial de excitacion que se

aplica durante esta técnica se mantiene constante. La sefial respuesta que se mide es una
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corriente limite que varia linealmente con la concentracion de la especie electroactiva que

interviene en la reaccién. En la Figura 8 puede verse un esquema de ambas sefiales.

Potencial
Intensidad

Tiempo Tiempo

Figura 8. Forma de la sefial de excitacién (izquierda) y la sefial respuesta (derecha) en
amperometria.

Transduccién mediante voltametria diferencial de pulso (DPV). Esta técnica emplea
un pulso de potencial superpuesto a una rampa lineal de potenciales. Para este caso, es
necesario definir la amplitud del pulso (AEp), el tiempo de aplicacion del mismo (tp), el
escaldn de potencial (AEs) y, por ultimo, el tiempo de repeticion del cada pulso (1, tiempo
gue transcurre desde un pulso hasta el siguiente). La sefial de excitacién junto con estos
parametros aparece representada en la Figura 9.

e—— 71—
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Figura 9. Forma de la sefial de excitacién (E) frente al tiempo en voltametria diferencial de
pulso. Adaptada de [7].

La sefial de respuesta que se obtiene tras los pulsos de potencial genera dos tipos de
informacion; por un lado, el potencial de respuesta (E,) es caracteristico de cada sustancia
y se obtiene la informacién cualitativa y, por otro lado, la medida de la altura del pico (ip) da

informacion cuantitativa. Un esquema de la sefial respuesta puede observarse en la Figura
10.

20



Intensidad
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Figura 10. Forma de la sefial de respuesta en voltametria diferencial de pulso.

Dado que la amplificacién de ADN y sus productos no generan sefiales electroquimicas,
es necesario afiadir una molécula que revele los productos amplificados. Generalmente,
estas moléculas son enzimas que se unen a los fragmentos de ADN amplificados y, tras la
adicion de un sustrato de la enzima, se mide voltamétricamente la cantidad del producto

generado en la reaccion enzimética al cabo de un tiempo de reaccion.

En la Tabla 4 aparece un resumen de las enzimas mas utilizadas en los ensayos
electroquimicos, que admiten un sustrato transformable en un producto activo
electroquimicamente. Ademas, algunas de estas enzimas también son muy Utiles en
ensayos opticos, en los que se pretende obtener un producto coloreado a partir del sustrato

que transforma la enzima.

Estas enzimas son muy frecuentes y también se emplean en ensayos competitivos y no
competitivos unidos a anticuerpos para la deteccibn de otras moléculas (proteinas,
péptidos, VLPs) diferentes del ADN.

Tabla 4. Descripcion de las reacciones enziméticas méas utilizadas en la operaciéon con
genosensores.

Enzima Caracteristicas | Cédigo? | Sustrato Deteccién

Peroxidasa Oxidorreductasa | EC 1.11 3,3,5,5- Optica/

(POD) tetrametilbenzidina | electroquimica
(TMB)

2 El cédigo EC hace referencia al nimero que asigna la Comisién de Enzimas a cada enzima en funcion de la
reaccion catalizada por las mismas. Cada nimero EC puede estar seguido de hasta 4 nUmeros, que resultan
cada vez mas especificos. El primer nimero clasifica las enzimas en: oxidorreductasas (1), transferasas (2),
hidrolasas (3), liasas (4), isomerasas (5) y ligasas (6).
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Fosfatasa Hidrolasa EC 3.1.3.1 | 1-naftilfosfato Electroquimica
alcalina (ALP)

p-nitrofenilfosfato | Optica

Estas enzimas que dan lugar al producto 6ptico o electroquimicamente activo, se unen a
las moléculas diana y dan lugar a una amplificacion de la sefial. Esto se debe a que cada
enzima transforma varias moléculas de sustrato, que finalmente generan la corriente de
medida. La union de las enzimas a las moléculas diana se realiza mediante uniones de
afinidad, recomendandose especialmente el uso de la interaccidn entre biotina y avidina (y
sus homdlogos estreptavidina y neutravidina) o bien la interaccién entre antigeno y

anticuerpo [27].

En algunos trabajos se ha estudiado mas a fondo esta union de la enzima a la molécula
diana a través de las diferentes etiquetas comentadas, y se ha visto que la mejor opcion
para aumentar la sensibilidad y disminuir el limite de deteccién es la union a través de la
interaccion Ag-Ac de fragmentos Fab de anticuerpos conjugados con la enzima. Se cree
gue esta mejora en la sensibilidad se debe a la monovalencia del fragmento Fab, que
Unicamente puede unir una molécula de antigeno, mientras que la estreptavidina es

tetravalente, lo que puede resultar en una disminucién de la sensibilidad [28].

3.4. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

El control de las enfermedades de transmision alimentaria causadas por patégenos es uno
de los desafios que preocupan a las empresas en el campo de la alimentacién. Entre todos
los patdgenos alimentarios, destacan las diferentes especies de Salmonella, uno de los
géneros de patdégenos alimentarios mas estudiados debido al elevado ndamero de

intoxicaciones que han provocado en las Ultimas décadas [3].

En la actualidad, se esta produciendo una busqueda constante de métodos de deteccion
de Salmonella que cumplan requisitos de sensibilidad (deteccion del patégeno en la
muestra), especificidad (determinacion de una muestra como negativa cuando el patbgeno
no esti presente), precision y bajos limites de deteccién (en algunos casos se exige

detectar una Unica célula del patégeno) [29].

A lo largo de las dltimas décadas se ha ido observando un cambio en las tendencias de
analisis. Los primeros métodos para la deteccion de Salmonella en muestras alimentarias
incluian los medios de cultivo, técnicas tediosas que podian tardar hasta 5 dias en generar

un resultado medianamente fiable. Seguidamente, se implementaron los ensayos
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inmunoquimicos como el ELISA que redujeron el tiempo de andlisis hasta 2 dias. Los
inmunoensayos son muy sensibles y mas rapidos, pero necesitan realizar etapas de lavado
a lo largo de todo el proceso y esto dificulta la automatizacién del mismo. Finalmente,
tuvieron cabida los ensayos moleculares basados en acidos nucleicos como la técnica de
PCR que, a pesar de tener un coste elevado, es mas sensible, especifica y rapida (menos
de 24 horas para obtener resultados) que los inmunoensayos [29, 30].

En base fundamentalmente a estos ensayos tipo ELISA y a las técnicas de PCR, se han
comercializado diferentes kits para la deteccién de Salmonella (Tabla 5). No obstante, es
importante destacar que el tiempo total de ensayo, el elevado coste de instrumentacion y
el gran tamafio de los aparatos necesarios para llevar a cabo el ensayo hacen que estos
kits comerciales no se impongan en los laboratorios de pequefio y mediano tamafo. En
este punto, sale a la luz otra de las necesidades en el campo de la identificacion de

patdgenos: la miniaturizacién, cada vez mas en tendencia.

Una posibilidad de mejora es el empleo de biosensores, ya que solucionan todos los retos
que plantea la identificacion de Salmonella y otros patdgenos alimentarios: rapidez, bajo

coste, especificidad, sensibilidad, bajo limite de deteccién y miniaturizacion.

La clasificacion de los biosensores puede atender a la naturaleza del transductor (6pticos,
basados en masa o electroquimicos) o al biorreceptor de estudio. En este apartado se van
a comentar ejemplos de genosensores de transduccion electroquimica, pero en la Figura
11 puede observarse una clasificacion general de todos los biosensores que pueden

desarrollarse para la deteccion de patdgenos alimentarios.

BIOSENSORES PARA LA DETECCION DE PATOGENOS ALIMENTARIOS

BIORRECEPTORES TRANSDUCTORES
—— ENZIMA ]
L OPTICOS
—— ADN
— CELULA —— ELECTROQUIMICOS
L FAGO
L— MASICOS
—— ANTICUERPO
L — BIOMIMETICO

Figura 11. Clasificacion de los biosensores desarrollados para patdogenos alimentarios en
funcion del biorreceptor o del transductor utilizado.
23



Tabla 5. Kits comerciales para la deteccién de Salmonella en muestras complejas. Adaptado

de [29].
Kit comercial Fundamento del | Tiempo total | Limite de | Compaiiia
ensayo de ensayo deteccion comercial
Vidas® Easy SLM Inmunoensayo tipo | 45 h 1 -5 UFCS por | BioMérieux
sandwich cada25¢g
(fluorescencia)
Vidas® UP Salmonella | Inmunoensayo tipo | 25 h 1- 5 UFC por | BioMérieux
sandwich cada25g
(fluorescencia)
TRANSIA® Plate | Inmunoensayo 24 h 1- 5 UFC por | Biocontrol
Salmonella Gold ELISA tipo cada25¢g
sandwich
RIDASCREEN® Inmunoensayo <23 h 1- 5 UFC por | R-Biopharm
Salmonella ELISA ELISA tipo cada25¢g
sandwich
LOCATE® Salmonella | Inmunoensayo <48 h 1- 5 UFC por | R-Biopharm
ELISA ELISA con Ab cada25¢g
monoclonal
TECRA®ULTIMA™ ELISA 42 h 1- 5 UFC por | 3M
Salmonella cada25¢g
3M™Tecra™ ELISA 42 h 1- 5 UFC por | 3M
Salmonella visual cada25g
immunoassay
LightCycler® foodproof | PCR a tiempo real 18-22 h 1- 5 UFC por | Roche
Salmonella detection cada25¢g
Foodproof® PCR a tiempo real <24 h 1- 5 UFC por | Merck-
Salmonella PCR cada25¢g Millipore
MicroSEQ® PCR a tiempo real 18-27 h 1- 5 UFC por | Applied
Salmonella spp. cada25g Biosistems
Detection kit
HybriScan™ D | Sandwich de RNA | 445h 1- 5 UFC por | Sigma-Aldrich
Salmonella ligado a una cada25g
deteccion Optica
con enzima
RapidChek® Inmunoensayo tipo | 32-48 h 1- 5 UFC por | SDIX
SELECT™ Salmonella | sandwich cada25g

enteriditis

3 UFC son las siglas para hacer referencia a Unidad Formadora de Colonia. Este término se refiere a una
Unica célula bacteriana capaz de originar una colonia en un medio de cultivo.
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Inicialmente, en el desarrollo de genosensores para la deteccion de Salmonella, se
utilizaban ensayos de hibridacién con secuencias sintéticas de ADN que se correspondian
con fragmentos de genes especificos para la deteccion de las especies patdgenas [31-35].
Estos ensayos son sencillos y especificos ya que Unicamente se amplifica el fragmento
purificado y, por tanto, la deteccion depende Unicamente de la hibridacién con un
oligonucleétido de captura, complementario con el fragmento amplificado.

Sin embargo, este planteamiento se aleja enormemente de la realidad ya que los
fragmentos de genes contienen decenas o cientos de nucledtidos mientras que los
patégenos a detectar contienen ADN gendmico en el que hay miles de nucleétidos,
correspondientes a todos los genes de dicho patégeno. Ademas, si no se realiza una
purificacion previa de ADN, la presencia de otras moléculas del patégeno también dificulta
la tarea de amplificacion llevada a cabo por las enzimas polimerasas.

Es por ello que la tendencia actual en el desarrollo de genosensores pasa por el uso de la
bacteria completa o de su ADN gendmico. Asi, se consigue una situaciébn mas real que en
un futuro permitird implementar en el mercado los sensores que se desarrollen siguiendo
esta estrategia, pudiendo utilizarse directamente en muestras reales de alimentos.
Siguiendo esta linea, se han desarrollado con éxito genosensores electroquimicos para la
deteccion de Salmonella en medios de cultivo [36-38], en leche y zumo de naranja [36] o

bien en carne de cerdo [38].

Esos genosensores que utilizan el ADN gendmico en Ultima instancia requieren un
acoplamiento con técnicas de amplificacion que permitan obtener limites de deteccion
realmente bajos (hasta una copia unica de ADN gendmico). No obstante, el acoplamiento
a PCR como técnica de amplificacion genera numerosos problemas: la complejidad de las
muestras reales y de los componentes bacterianos inhibe el proceso de amplificacién por
PCRy, consiguientemente, el limite de deteccion de la técnica se ve afectado [39]. Ademas,
las diferentes temperaturas de actuacion de la amplificacibon mediante PCR hacen
practicamente imposible la miniaturizacion de los genosensores acoplados a esta técnica.
Con todo esto, parece haber un punto de inflexion en las investigaciones que descartan el

desarrollo de futuros genosensores acoplados a PCR.

Las nuevas investigaciones se inclinan hacia el desarrollo de genosensores en los que se
lleve a cabo un pretratamiento de la muestra in situ previamente al acoplamiento con
técnicas de amplificacion. El pretratamiento de las muestras de alimentos puede realizarse
mediante métodos no especificos como centrifugacion, filtracion, electroforesis, resinas

intercambiadoras de iones o el empleo de hidroxidos metalicos. Sin embargo, estos
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procesos dificultan la creacién de sensores miniaturizados y, por ello, se recurre a técnicas

especificas para la preparacion de la muestra y la eliminacién de la matriz alimentaria [39].

Dentro de estas técnicas destacan aquellas que se basan en el reconocimiento molecular
y especifico del patbgeno mediante receptores como anticuerpos, aptameros,
carbohidratos, lectinas o bacteriéfagos. Resulta especialmente interesante la union de
estas moléculas a particulas de naturaleza magnética, que permiten separar con un iman
las células bacterianas de otros componentes de la muestra que no han sido reconocidos
por los receptores. Tras la separacion con el iman, se efectla la lisis celular y se extrae el
ADN gendmico, que se somete a una amplificacién para mejorar el limite de deteccion.

Para el desarrollo de genosensores miniaturizados (tras el pretratamiento y concentracion
de la muestra en ADN gendmico), también hay que considerar la amplificacion.
Anteriormente, se habia descartado la PCR por su dificultad para la miniaturizacion e
inhibicion por restos de la matriz alimentaria que puedan persistir tras el pretratamiento.
Una alternativa que se postula en este punto son las amplificaciones isotérmicas de las
que ya se ha hablado en el primer apartado de este trabajo. Por lo general, las
amplificaciones isotérmicas tienen lugar en un tiempo inferior a una hora, son menos

sensibles a la presencia de contaminantes y son facilmente miniaturizables.

En definitiva, en la actualidad ya es posible desarrollar genosensores para la deteccion de
contaminantes microbianos en muestras alimentarias con las caracteristicas deseadas de
coste, tamario, rapidez, especificidad y sensibilidad, utilizando como muestra de partida el
alimento a analizar. Prueba de ello son los genosensores desarrollados por Kim et al. [40],
gue emplea la RPA para detectar Salmonella en muestras de leche en tan solo 30 minutos
o los de Santiago-Felipe et al. [41,42], que emplea esta misma amplificacion para detectar
Salmonella en muestras de pollo, en varios tipos de leche y también en diferentes leches

férmula para neonatos.
Biosensores comerciales

La intensiva labor investigadora para la deteccion de Salmonella en alimentos ha culminado
en algunas ocasiones con la comercializacién de algunos biosensores (Tabla 6). No
obstante, la busqueda constante de sensores mas selectivos, mas rapidos y mas baratos
empleando nuevas técnicas hace que los biosensores comercializados estén en el punto

de mira de cara a un reemplazo préximo en el futuro.
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Tabla 6. Biosensores comerciales desarrollados para la deteccién de Salmonella. Adaptado

de [30]

Entidad

Biosensor

Universidad de Michigan

Deteccion electroquimica de Escherichia coli O157:H7 y
Salmonella en productos cérnicos

Institutuo de Desarrollo
Tecnoldgico de Georgia

Deteccion de Salmonella y Campylobacter en muestras
porcinas

Molecular Circuitry, Inc.

Deteccion de E. coli 0157, Salmonella, Listeria y

Campylobacter

Ambri Ltd

Deteccion de Salmonella y Enterococcus

ANP Tech, USA

Deteccidn de agentes de riesgo bioldgico como Salmonella
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. INSTRUMENTACION

Medidas de Resonancia de Plasmén Superficial (SPR)

Las medidas de SPR se realizaron con un equipo SPR Autolab ESPRIT (EcoChemie,
Holanda), formado por una cubeta de doble canal donde se producen las reacciones. Las
medidas se llevaron a cabo sobre discos de oro BK7 (Gomensoro, Espafia) que se sitan
sobre el prisma que compone la superficie de trabajo en la que se va a crear la capa
selectiva. Esta superficie se introduce en una cubeta dentro del aparato de SPR y se
conecta con dos canales diferentes y separados a los que se afiade la muestra
manualmente y no mediante un sistema en flujo tipico en otros aparatos de SPR. Cada
canal es independiente y permite registrar el fenébmeno de resonancia de plasmones
gracias a la variaciéon del indice de refraccion de la superficie, medida en cada canal. Los
lavados de la capa selectiva si se efectian mediante un sistema en flujo con bombas
peristalticas que permiten introducir en la cubeta los tampones de lavado y retirarlo hacia
una salida de desecho [43]. La adquisicion de las sefales se realizé mediante el programa
controlador de datos Data Acquisition Software (ESPRIT, version 4.4) y la elaboracion de

las figuras se llevo a cabo con OriginPro 8.6 (Northampton, MA).

En la Figura 12, pueden observarse las distintas partes de las que se compone la cubeta

del dispositivo empleado para el analisis mediante SPR.

e Anillo de la cubeta |

Sujecion de la cubeta

Figura 12. Diferentes partes de las que se compone la cubeta del dispositivo Autolab ESPRIT
para el andlisis mediante SPR (izquierda) y disco de oro con dimensiones (derecha).
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Medidas electroquimicas

Las medidas electroquimicas se realizaron con un sistema potenciostatico de tres
electrodos, controlado por un potenciostato pAutolab-Il (EcoChemie, Holanda) provisto del
software NOVA 2.1. Como electrodo de referencia se emple6 un electrodo de Ag|AgCI|KCI
3 M.

Medidas espectrofotométricas

Las medidas espectrofotométricas de los ensayos se realizaron con un lector de placas

ELISA Eon (Biotek). Los datos se procesaron con el software Gen5 2.01.

La cuantificacion del ADN se llevé a cabo en un espectrofotometro Genesys 10UV-Vis
(Thermo Scientific).

4.2. PROCEDIMIENTOS
Acondicionamiento de los oligonucleotidos

Cebador _inverso. El cebador inverso se adquiri6 de la compafiia Metabion (Alemania)

purificado por HPLC, en forma liofilizada y con un tiol terminal. En el proceso de sintesis el
tiol terminal se protege con un grupo disulfuro, por lo que antes de su utilizacion se debe
desproteger. Con este objetivo se utiliz6 como agente reductor el ditiotreitol, DTT (Sigma
Aldrich). EI protocolo que se utilizé es el siguiente: se disolvio el oligonucleétido
suministrado en 100 pL de ditiotreitol, DTT (Sigma Aldrich), en concentracién 0,1 M durante
16 horas para que los grupos tiol quedaran accesibles. Tras ese tiempo, se completé la
disolucion con 900 pL de agua ultrapura y se paso la mezcla por una columna de Shepadex
G-25 especial para ADN (Ge Healthcare, UK), previa hidratacion de la misma. El primer
mililitro se deseché y, seguidamente, se afiadieron 1,5 mL de agua ultrapura que se
recogieron a su salida por la columna. Esta fraccién que contenia el ADN, se cuantifico en
un espectrofotometro y se dividié en alicuotas de las concentraciones deseadas que se

conservaron a -20 °C.

Cebador directo. El cebador directo (Metabion, Alemania), con 6-carboxifluoresceina (6-

FAM), se reconstituy6 en 1 mL de agua ultrapura y se fraccioné en diferentes alicuotas de

las concentraciones deseadas, que se conservaron a -20 °C.

Cuantificacién de ADN

Espectrofotémetro. En una cubeta de cuarzo se efectu6 una dilucién (1:10 0 1:100) de ADN

concentrado en agua ultrapura y se midié la absorbancia a 260 nm para cuantificarlo La
concentracion de ADN se obtuvo siguiendo la ley de Lambert-Beer: A = € C |, donde A es

la absorbancia que se obtiene de la lectura del aparato, € es el coeficiente de extincion
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molar del ADN (calculado en funcion del contenido en bases nitrogenadas), C es la
concentracion y | la longitud de la cubeta (1 cm).

Fluorimetro. La cuantificacion del ADN por fluorimetria se realiz6 mediante el ensayo High
Sensitivy de Qubit (ThermoFischer). Para la preparacion de las muestras, se siguieron las
indicaciones dadas por la casa comercial y finalmente se midieron las muestras utilizando

como longitud de onda de excitacion 485 nm y midiendo la radiacion emitida a 530 nm.

Modificacién de la superficie de oro en SPR

Limpieza de la superficie del oro. El disco de oro puro BK7 se limpié con una disolucion de

H.S04 al 98 % y H,O, en una relacion 3:1 durante 10 minutos. Seguidamente, se lavé con
agua ultrapura y se coloc6 en el equipo de SPR con la ayuda de un aceite con un indice
de refraccidon conocido. Una vez colocado, se cubrié con la disolucion SSPE 2X (Sigma
Aldrich) hasta el momento de comenzar el andlisis. La disolucién SSPE se comercializa en
concentracion 20X y se compone de: 0,02 M EDTA y 2,98 M de cloruro sédico en un
tampdn 0,2 M de fosfatos (pH 7,4).

Inmovilizacion del cebador inverso. Se afadieron 70 pL de una disolucion del cebador

tiolado en SSPE 2X en una concentracion de 1 uM. La reaccion transcurrio en los dos
canales del disco de oro a temperatura ambiente (20 °C) un total de 16 horas. Transcurrido

este tiempo, los canales se lavaron con SSPE 2X.

Blogueo de la superficie libre. Como agente bloqueante de la superficie libre se utilizé una

disolucién de p-aminotiofenol (Sigma Aldrich). En primer lugar, se prepard una disolucion
100 uM de p-aminotiofenol en etanol y, a continuacion, se diluy6 1:100 en SSPE 2X. Se
colocaron 50 pL de la disolucién 1 uM sobre cada canal del disco de oro y se mantuvieron
durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, los canales se lavaron con SSPE 2X. Durante la
etapa de lavado se utiliz6 en las cubetas un flujo de entrada es de 125 pL/s y un flujo de
salida 255 pL/s.

La modificacién completa de la superficie de oro (tanto para el disco de oro en SPR como

para el genosensor de oro), puede observase en la Figura 13.
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Figura 13. Esquema que muestra los distintos pasos a seguir en la modificacién de la
superficie de oro: inmovilizacién del cebador inverso (1) y bloqueo de la superficie libre con
p-aminotiofenol.

Modificacién de la superficie de oro en el sensor

Sensores de oro. Se utilizaron placas con 16 electrodos de oro, obtenidas depositando oro

sobre una lamina de policarbonato, sobre un depdsito previo de titanio, de acuerdo a un
disefio realizado por M2 Jesls Lobo Castafidon del grupo de Electroandlisis de la
Universidad de Oviedo. Estos electrodos son circulares con un diametro de 2 mm y estan
rodeados por una corona, también de oro, que actia como contraelectrodo (Figura 14).
Para completar la celda electroquimica se utiliz6 un electrodo de referencia de
Ag|AgCI|KCI, que se construye en el interior de una jeringa con un puente salino de papel

ePRENYYY
G480,

Figura 14. Sensores de oro disefiados por el grupo de Electroandlisis de la Universidad de
Oviedo.

Limpieza de la superficie de oro. Los electrodos se limpiaron con agua ultrapura y etanol

para eliminar posibles restos de fabricacion. A continuacion, se secaron bajo una corriente
de N2 y se coloc6 una placa de policarbonato, con un adhesivo en su base, que delimita
una serie de pocillos (7 mm de diametro) para que en ellos transcurran las reacciones

independientemente (Figura 15).
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Figura 15. Sensores de oro con pocillos delimitados por una lamina de policarbonato.

Caracterizacién de la superficie mediante voltametria ciclica. Cada pocillo se cubrié con 50

pL de una disolucion de H,SO4 0,5 M y se realiz6 una voltametria ciclica con un potencial
inicial de 0 V durante 5 segundos. A continuacion, se efectuaron 5 ciclos consecutivos con
una velocidad de 100 mV/s desde 0,2 V hasta 1,6 V. Los pocillos se lavaron con agua
ultrapura y se secaron bajo una corriente de N.. En caso de que los voltagramas obtenidos
no mostrasen una formacion adecuada de los Oxidos de oro, dichos electrodos no se

utilizarian en el andlisis posterior.

Inmovilizacion del cebador inverso. Se afiadieron 3 pL de una disolucién del cebador tiolado

en SSPE 2X en una concentracion de 1 uM, cubriendo la superficie circular del electrodo
de trabajo. La reaccion transcurrié durante un total de 16 horas a 4 °C en una atmdsfera
saturada de agua, que se consigue colocando la placa de electrodos en una pequefia caja
que contiene tapones con agua. Transcurrido este tiempo, los pocillos se lavaron con SSPE
2X.

Blogueo de la superficie libre. Como agente blogueante de la superficie libre se utilizé una

disoluciéon de p-aminotiofenol. En primer lugar, se realiz6 una disolucion 100 uM de p-
aminotiofenol en etanol y, a continuacion, se diluyé 1:100 en SSPE 2X. Se colocaron 50
pL de la disolucion 1 uM sobre cada canal del disco de oro y se mantuvo durante 1 hora.

Transcurrido este tiempo, los pocillos se lavaron tres veces con 100 pL de SSPE 2X.
Modificacién de la superficie de vidrio

Preparacion del vidrio. Fragmentos cuadrados de vidrio de 2,5 cm x 2,5 cm se lavaron

secuencialmente con acetona, etanol y agua ultrapura Mili-Q. Seguidamente, se

introdujeron en una disolucién HCI 1M durante 10 minutos.

Oxidacion del vidrio. La superficie de vidrio se oxidé durante 1 hora utlizando una

disolucion 1:1:5 de H202, NHs al 32 % y agua. A continuacion, los cristales se lavaron con
agua ultrapura y se secaron exhaustivamente con una corriente de N». Este proceso puede

observarse en la etapa 1 de la Figura 16.
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Silanizacién del vidrio. En un recipiente seco, se prepard una disolucion de etanol con un

1 % de (3-aminopropil)trietoxisilano, en la que introdujeron los cristales. Este reactivo
interacciona con los grupos hidroxilo en la superficie de vidrio y genera una capa de
polisiloxano con grupos amino terminales (Figura 16; etapa 2). Esta reaccion permanecio
durante 18 horas y se aseguré que la atmdésfera estuviera libre de agua, ayudandose para
ello del parafilm. Por dltimo, se lavaron los cristales con etanol, agua y finalmente se
secaron exhaustivamente con nitrégeno. Se colocdé una mascara de policarbonato que

delimita una serie de pocillos de 7 mm de diametro.

Union del reactivo entrecruzante. El reactivo entrecruzante sulfo-SMCC (sulfosuccinimidil—

4(N-maleimido-metil) ciclohexano-1-carboxilato) (Thermofisher) se prepar6 en una
concentracion de 2 mg/mL en un tampon de acoplamiento que contiene 50 mM de
Na;HPO,, 50 mM de NaH>PO4, 0,15 M de NaCl y 10 mM de EDTA (pH 7,2). En cada pocillo
se afiadieron 50 pL de la mezcla de disolucion de reactivo entrecruzante y se dejo actuar
durante 1 hora protegido de la luz. El reactivo entrecruzante interacciona con los grupos
amino de la superficie a través del grupo sulfosuccinimidil, dando lugar a una capa con
grupos maleimido terminales (etapa 3; Figura 16). Transcurrida esa hora, se procedio a
realizar tres lavados de 50 pL con el tampén de acoplamiento y, finalmente, se secé
exhaustivamente con una corriente de N2. En estas condiciones, los electrodos pueden

guardarse protegidos de la luz, a 4 °C, en atmoésfera seca durante al menos 9 meses.

Inmovilizacién del cebador inverso. En cada uno de los pocillos, se afiadieron 50 yL de una

disolucién del cebador tiolado en el tampdn de acoplamiento en concentracion 4 uM. El
grupo tiol reacciona con la maleimida anclada a la superficie, dando como resultado una
capa de oligonucleétido unida covalentemente a la superficie de vidrio (etapa 4; Figura 16).

Esta reaccion transcurrié durante un total de 16 horas a 4 °C.

La modificacién completa de la superficie de vidrio se resume en la Figura 16.
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Figura 16. Esquema que muestra los distintos pasos a seguir en la modificacion de la
superficie de vidrio: oxidacién del vidrio (1), silanizacién (2), unién del reactivo entrecruzante
(3) e inmovilizacion del cebador inverso (4).

RPA en disolucién

Se utilizé el kit comercial TwistAmp® Basic (TwistDx, UK). La reaccién de amplificacién se
llevé a un volumen final de 50 uyL en tubos individuales que contienen el liofilizado de
enzimas, los nucleétidos y otros agentes que aporta la casa comercial para que transcurra
la reaccion. En cada tubo se afiadieron 300 nM de los cebadores directo e inverso sin
marcaje, 2,5 UL de 10° CFU de ADN gendémico de Salmonella enterica CECT 878 lote
07.02.1995 (Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, Universitat de Valencia) y 14 mM de
acetato de magnesio para iniciar la reaccion. Como control negativo se utilizé una reaccién
con los mismos componentes en ausencia de genoma de Salmonella. La reaccién tuvo

lugar durante 40 minutos a 37 °C en un termociclador (Biocompare).
RPA en superficie

Las mezclas de reaccion se llevaron a cabo en tubos individuales que contienen el
liofilizado de enzimas y nucle6tidos necesarios en un volumen final de 50 pL. A cada tubo
se afiadieron 120 nM del cebador directo modificado con fluoresceina, 2,5 pL de 10° CFU
de ADN gendmico de Salmonella en el caso de las muestras y 2,5 pL de agua ultrapura en
los controles. Para iniciar la reaccion, se afadieron 2,5 pL de acetato de magnesio 280 mM
y se afadio la mezcla completa a la superficie de los pocillos que habia sido modificada

con el cebador inverso. En las reacciones asimétricas, se afiadio a la disolucién el cebador
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inverso en concentracion 15 nM. La reaccion tuvo lugar durante 20 minutos a 37 °C en una

estufa. Para finalizar la reaccion, se lavaron los pocillos a los 20 minutos con SSPE 2X.

Revelado enzimatico

Una vez finalizada la amplificacion, se realizé un paso de bloqueo de la superficie libre con
0,5 % caseina en PBS 1X con un volumen de 100 pL/pocillo durante 5 minutos. Tras este
tiempo, se afadieron 50 pL de una mezcla que contiene 0,5 U/mL de un fragmento de
anticuerpo Fab anti fluroesceina con la enzima POD (Roche, Alemania). En los ensayos
sobre ITO, la enzima utilizada es la ALP con sustrato 1-naftilfosfato en concentracién 4 mM
disuelto en 125 mL de TrisHCl y 250 pyL de MgCl. (pH 9,8). La reaccion con la enzima se
mantuvo durante 30 minutos. A los 30 minutos se lavaron los pocillos 3 veces con 100 L

de PBS 1X y se prepararon para la deteccion.

Deteccidn éptica del producto amplificado

La deteccion Optica se llevé a cabo en un lector de placas Eon (Biotek) a una temperatura
de 37 °C. Se afiadieron 50 pL de TMB a cada pocillo y se mantuvieron en agitacion durante
5 minutos; seguidamente, se realizaron las medidas a 650 nm y 630 nm. A continuacion,
para parar la reaccion enzimatica, se afiadieron 50 pL de H,SO.y se mantuvo en agitacion
durante 30 segundos. Transcurrido ese tiempo, se midié nuevamente la absorbancia a 450

nm.

Deteccién electroquimica del producto amplificado

La deteccion electroquimica se llevé a cabo en el potenciostato con multiplexor afiadiendo
a cada pocillo 50 uL de TMB. Después de 30 segundos de reaccidn enziméatica, se efectud
una medida amperométrica del producto de oxidacion generado enzimaticamente con los
siguientes parametros: se aplic6 un potencial inicial de 0 V'y, a continuacion, se efectuaron
medidas de corriente cada 0,01 segundos durante un total de 60 segundos. La sefal
analitica que se utilizé fue la corriente limite, obtenida como el promedio de corriente

durante los ultimos 10 segundos de la medida.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5. 1. ELECCION DEL GEN QUE SE VA A AMPLIFICAR

El objetivo ultimo que persigue este trabajo es desarrollar un método que permita detectar
la presencia de Salmonella en alimentos. Por esta razén, los ensayos que se efectdan en
todo momento se realizan con ADN gendmico procedente de Salmonella, en vistas a una
aproximacion mas real a las muestras complejas de alimentos. Como se ha indicado, la
hibridacion del genoma completo con secuencias oligonucleotidicas cortas, ancladas en
una superficie es un proceso estéricamente desfavorecido. Por ello, es necesario un
tratamiento previo de la muestra que permita acortar la secuencia diana y al mismo tiempo
amplificarla. El primer paso del trabajo es la eleccion del fragmento del genoma que se va

a amplificar.

La mayoria de los genosensores que existen para la deteccion de Salmonella (y también
el kit para la deteccion de Salmonella mediante RPA desarrollado por la casa comercial
TwistDx) utilizan como secuencia de ADN diana un fragmento del gen invA. Este gen
codifica un componente fundamental involucrado en la invasion de las células en el epitelio
intestinal. Sin embargo, no resulta ser el mas adecuado ya que falla en la identificaciéon y
deteccion de algunas serovariedades de Salmonella, como es el caso de la serovariedad
Saint Paul [4]. Para salvar este problema, se seleccioné el gen bipA (o typA), que codifica
para una proteina de unibn a GTP que estd involucrada en numerosos procesos
metabdlicos relacionados con el ADN o con la secrecién de tipo Ill. El gen bipA esta
presente en todas las especies de Salmonella y apenas presenta variabilidad entre ellas,
tratandose de un gen altamente conservado. En definitiva, el gen bipA es un gen selectivo

y adecuado en la elaboracién de un genosensor para la deteccion Salmonella [4].

La secuencia que se selecciona para amplificar tiene una longitud de 86 pares de bases y
es una zona altamente conservada en las especies de Salmonella. Las bases
seleccionadas se corresponden con las bases 4218770-4218855 del genoma secuenciado
de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2 con referencia
GenBank AE006468.1:

5 GGT CTG CTG TAC TCC ACC TTC AGC CAT TAC GAC GAT ATT CGT CCG GGT
GAA GTG GGC CAG CGT CAG AAC GGC GTACTGATCTCCAA Z

5.2. DISENO DE LOS CEBADORES

El disefio de los cebadores se basa en los trabajos realizados por los autores que describen

este gen para la identificacion de Salmonella. Estos cebadores se seleccionan en regiones
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de variabilidad interna muy escasos, que permiten una hibridacion perfecta con el ADN
gendémico [4]. Los cebadores que se disefian para RPA no tienen un requerimiento
especifico de temperatura de fusion (Tm) pero si se recomienda que el contenido en bases
de Gy C esté entre un 30 % y un 70 % (Tabla 8). Asimismo, es conveniente que los
cebadores contengan un par de GC en el extremo 3’ para hacer la union con el ADN mas
estable y han de evitarse repeticiones largas de G en los extremos 5’. Por otro lado, se
recomienda que no existan estructuras secundarias de hibridacion entre cebadores y de

cada cebador consigo mismo [5].

Es importante destacar que el disefio de los cebadores se efectud con vistas a realizar una
amplificacion mediante helicasa (HDA) y, se decidio conservarlo en los experimentos con
RPA para asi poder comparar ambos sistemas de amplificacion en un futuro. Los
requerimientos para la HDA son los siguientes: tamafio comprendido entre 20 y 35 bases,
Tm entre 60 °C y 80 °C, % GC entre 30 y 60 y tamafio del fragmento a amplificar entre 70
y 120 pares de bases [44].

Con estos ultimos criterios, se seleccionaron los siguientes cebadores:
Cebador directo: 5 GGT CTG CTG TAC TCC ACC TTC AGC 3’

Cebador inverso: 5 TTG GAG ATC AGT ACGCCGTTCT 3

En la Tabla 7, se resumen las caracteristicas de los cebadores seleccionados.

Para la amplificacion por RPA, en lo que respecta a la longitud de los cebadores, se
recomienda utilizar tanto el cebador directo como el inverso en un rango de 30 a 35 bases,
ya que de lo contrario la recombinasa UvsX tiene impedimentos fisicos para incorporar los
cebadores en la doble hélice de ADN [1]. No obstante, el 9 % de los cebadores utilizados
en trabajos de RPA ya publicados presentan menos de 30 bases (alguno de ellos de incluso
20 bases), viéndose que un cebador de 30 a 35 bases puede complementarse facilmente

con un cebador més corto (probablemente de PCR) y dar resultados satisfactorios [45].

Considerando todo lo anterior, en la Tabla 7 puede observarse que el contenido en GC de
los cebadores se encuentra dentro de los limites establecidos y también se cumplen el
resto de indicaciones. Aunque el cebador directo (24 bases) y el cebador inverso en
disolucion (22 bases) son mas cortos de lo recomendado, se decide continuar con el
experimento ya que la utilizacion de estos cebadores va a permitir comparar la RPA con
un experimento de HDA que se esta realizando de forma paralela y que utiliza estos

mismos cebadores.
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Este primer disefio de cebadores se utilizé en una primera amplificacion en disolucion, pero
con vistas a una amplificacion en superficie se efectian algunas modificaciones. El cebador
directo y el cebador inverso se alargan en un cierto nimero de basesy, se realizan algunas
modificaciones en los extremos de ambos oligonucledtidos para facilitar su inmovilizacion

o deteccion.

El cebador directo va a modificarse en el extremo 5 con una molécula de fluoresceina 6-
FAM para la deteccién posterior, que emplea el fragmento Fab de un anticuerpo anti6-FAM
conjugado con una enzima (POD o ALP).

El cebador inverso (de 28 bases), anclado sobre la superficie, se va a modificar afiadiendo
10 nucledtidos de T para alargarlo y un grupo tiol (HS-Cs) que permita el anclaje sobre
superficies. El alargamiento del cebador anclado permite alejarlo de la superficie y hacer
mas sencillo el proceso de amplificacion en superficie, que esta estéricamente impedido
con respecto a su proceso homélogo en disolucién. Asi, este oligonucleétido anclado suma
38 bases en total, de las que utiliza 28 como cebador.

De este modo, se sintetizan los siguientes cebadores:
Cebador directo: [6FAM] 5 GGT CTG CTG TAC TCC ACC TTC AGC 3’

Cebador inverso: [HS-Ce] 5" (TTT TTT TTT T) TTG GAG ATC AGT ACG CCG TTC TGA
CGCT3

Asimismo, se dispone de un cebador inverso sin modificaciones en los extremos para

iniciar la reaccion en disolucién en caso de llevar a cabo la RPA de forma asimétrica:

Cebador inverso para disolucion: 5 TTG GAG ATC AGT ACGCCGTTCT 3

Tabla 7. Contenido en GC de los distintos cebadores utilizados.

i _ , Contenido
Molécula a analizar Longitud Tm (°C)
en GC (%)
Cebador directo
24 58 68,5
[6FAM] 5 GGT CTG CTG TAC TCC ACC TTC AGC 3’
Cebador inverso
[HS-Ce] & (TTTTTTTTT T) TTG GAG ATC AGT ACG 28 39 718
CCGTTCTGACGCT?JZ
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Cebador inverso en disolucion
22 50 65,2
5TTG GAGATCAGTACGCCGTICTZ3

El primer paso para la creacion del biosensor de Salmonella es la optimizacion de las
condiciones de la amplificacion para este ensayo en particular. En el kit basico de RPA
desarrollado por la casa comercial, se indica que es necesario purificar las muestras tras
la amplificacion, lo cual ralentiza el procedimiento de ensayo y dificulta el uso en los
genosensores. Es por ello que se decide utilizar directamente la amplificacién en superficie
ya que, tras el tiempo de incubacién necesario para realizar la amplificacion, se puede

eliminar la mezcla de reaccion sobrante con un simple lavado.

Sin embargo, se va a realizar una prueba inicial de amplificacién en disolucion para
determinar si las condiciones de tiempo, temperatura y concentracion de cebadores son

adecuadas para comenzar con los experimentos en superficie.

5. 3. RPA EN DISOLUCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

La idea de este ensayo es llevar a cabo una cuantificacion por fluorescencia del blanco y
de la muestra en el momento anterior y en el momento posterior de la amplificacion con el
objetivo de determinar si la amplificacion tiene lugar. Puesto que el Mg?* es el encargado
de iniciar la reaccion y sin adicionarlo la recombinasa no actla [46], se van a preparar las
mezclas de reaccién con todos los componentes (incluidos los cebadores en concentracion
300 mMy 10° unidades de genoma, UG, en el caso de la muestra) en dos tubos de reaccién
para blanco y para muestra. En este punto, se cuantifica el ADN mediante fluorescencia y,
seguidamente, se afiaden 2,5 uL de MgAc 280 mM para iniciar la reaccion. La amplificacion
tiene lugar en un termociclador a 37 °C durante 40 minutos, tiempo tras el cual se cuantifica

nuevamente el ADN.
Los resultados que se obtienen se indican en la Tabla 8:

Tabla 8. Resultados de la cuantificacién del ADN antes y después de amplificar mediante
RPA.

BLANCO MUESTRA
Antes de la amplificacién 734 ng/mL 689 ng/mL
Después de la amplificacion 914 ng/mL 5,61 pg/mL
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Como se puede observar, la relacion entre las sefiales obtenidas antes y después de
amplificar es 1,25 para el blanco y mas de 8 para la muestra. Los anteriores resultados
muestran que la amplificacién tiene lugar en las condiciones elegidas y, consiguientemente,

se va a proceder a realizar pruebas con la amplificacion en superficie.

En algunos experimentos realizados (cuyos datos no se muestran), se traté de medir estos
productos de amplificacion en disolucion mediante un ensayo de hibridacién en superficie,
pero los resultados obtenidos no resultaron satisfactorios. La razon mas probable de esto
es que los productos de amplificacion en disolucién no habian sido purificados, tal y como
indicaba la casa comercial. Dado que un paso de purificacion en la elaboracion de un
sensor carece de sentido (por el encarecimiento del proceso y el alargamiento del tiempo
de andlisis), se continla a partir de este punto con la amplificacion en superficie. Durante
la amplificacién de la muestra en superficie, la reaccion puede pararse sencillamente con
un paso de lavado, salvandose asi los problemas que plantean los ensayos de hibridaciéon

acoplados a una amplificacién en disolucién.

Como se ha indicado anteriormente, se van a probar dos superficies diferentes: oro (en
primer lugar, mediante SPR y después en un chip) y vidrio, con el objetivo final de realizar

ensayos electroquimicos similares en ITO.

5. 4. RPA EN SUPERFICIE DE ORO Y MONITORIZACION MEDIANTE SPR

En primer lugar, se opté por inmovilizar el cebador inverso sobre la superficie de oro de
discos para realizar medidas en SPR. De esta forma, seria posible monitorizar en tiempo
real el proceso de elongacion de este cebador mediante amplificacion RPA, al afiadir a la
disolucién el genoma de Salmonella, el cebador inverso y las enzimas necesarias para la
amplificacién, junto con sus cofactores. Los cambios del indice de refraccién de la
superficie con el tiempo, permitirian determinar si se esta produciendo la modificacién de

la superficie de forma idonea e incluso caracterizar la cinética del proceso.

Inmovilizacion del cebador inverso

La inmovilizacion del cebador inverso tiene lugar durante 17 horas a temperatura ambiente
sobre el disco de oro del SPR. Durante este tiempo, el cebador tiolado se une al oro
mediante quimisorcion, resultando en un enlace estable entre el oro y el grupo -SH en un

proceso que todavia no es conocido en detalle actualmente [47].

Este proceso de union es registrado por el aparato de SPR (Autolab ESPRIT) que mediante
un laser con longitud de onda de 670 nm excita la muestra variando el angulo de incidencia
en un angulo superior al &ngulo critico y después registra la intensidad de la luz reflejada.

La representacion de la radiacion reflejada frente al &ngulo de incidencia permite obtener
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el angulo de resonancia (cuando se alcanza el minimo en la reflectividad). Este angulo de
resonancia que detecta el aparato se mide en miligrados (m°) y permite observar los
cambios que se producen en la superficie como consecuencia de la uniébn de moléculas
sobre el disco de oro. Es importante destacar que el aparato de Autolab efectia medidas
Gnicamente en un rango de 4000 m° y que cuenta con dos canales diferentes, uno para el

blanco y otro para la muestra.

En la Figura 17 se observa la inmovilizacion del cebador tiolado (1 uM) en los dos canales
durante 17 horas. El cambio en el &ngulo de resonancia de la superficie indica como el

grupo tiol se esta uniendo por quimisorcién al disco de oro.
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Figura 17. Representacién grafica de la inmovilizacion del cebador inverso modificado con
un grupo tiol sobre la superficie de oro en el SPR.

El proceso de modificacion se completa tras las 17 horas de interaccion. La cantidad de
oligonucledtido anclado, obtenida a partir del cambio en el angulo de resonancia medido
antes y después de la modificacion, fue de 1,06 x 10'® moléculas/cm? en el canal 1y de 1
x 10 moléculas/cm? en el canal 2. Este célculo se realiza teniendo en cuenta que una
variacién de 122 m° en el angulo de resonancia se corresponde con un recubrimiento de

0,8 ng/cm?.
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Blogueo de la superficie libre

La inmovilizacién del grupo tiol resulta satisfactoria durante las 17 horas y los resultados
son reproducibles. Sin embargo, la monocapa generada con el tiol deja libre parte de la
superficie del oro que es necesario bloquear para evitar adsorciones inespecificas en pasos
posteriores. Es por ello que el siguiente paso es la adicién de un agente bloqueante que,
ademas, contribuye al mantenimiento del oligonucle6tido tiolado en una posicién vertical a

la superficie, necesaria para la amplificacion posterior.

Desde hace ya dos décadas, el agente bloqueante que se emplea es el 6-mercaptohexan-
1-ol, una molécula lineal que se une al oro mediante el grupo -SH en los huecos libres que
no han sido ocupados por el cebador. Sin embargo, hay varios estudios realizados con
técnicas de imagen [48, 49] que consideran que la monocapa que se crea empleando este
agente blogueante no es favorable para la estabilidad de la misma y para la hibridacion del
ADN. Es por ello que se plante6 la utilizacion de otros agentes, como el p-aminotiofenol,
gue han mejorado la estabilidad para el almacenaje de las monocapas y la ejecuciéon de
los posteriores experimentos. La concentracién optimizada para este propésito en las
monocapas de oligonucledtidos de ADN en oro es de 1 mM [50]. En la Figura 18 puede

observarse la formacién de la monocapa de p-aminotiofenol.
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Figura 18. Representacion graficade lainmovilizacion del p-aminotiofenol sobre la superficie
de oro en el SPR.
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Amplificacién con el sistema de RPA

La técnica de SPR permite observar como la modificacion de la superficie del oro con el
cebador tiolado y el posterior bloqueo con p-aminotiofenol resultan satisfactorios. A
continuacion, va a estudiarse la amplificacion del ADN gendémico mediante el sistema de
RPA. Para ello es importante tener en cuenta que el SPR AUTOLAB Unicamente puede
detectar moléculas ancladas en la zona de la distancia de penetracion de la onda
evanescente, que con el sistema instrumental utilizado es del orden de 400 nm, por lo que

se va a calcular el tamafio del producto amplificado.

La secuencia a amplificar es un ADN de cadena doble de 86 pares de bases vy, teniendo
en cuenta que una vuelta completa de ADN de doble hebra contiene 8 pares de bases y
tiene una longitud de 3,4 nm:

Longitud = 86 b 3’4nm—36
ongl ua = ases 3 bases = nm

A los 36 nm obtenidos ha de sumarse también la medida correspondiente a las 10
moléculas de timina del cebador anclado y a la fluoresceina del cebador en disolucién, pero
en ningun caso se llega al limite establecido de 400 nm. En relacion a la fluoresceina, es
importante destacar que el laser del SPR no afecta a la medida en presencia de esta
molécula ya que el laser emite a una longitud de onda de 670 nm y el rango de absorcion

y emision de esta molécula se encuentra por debajo de los 670 nm.

A pesar de que no existen dificultades en relacion con lo comentado, tras afiadir la mezcla
de todos los componentes necesarios para la amplificacion por RPA, el aparato deja de
registrar porque observa una variacion en el indice de refraccién superior a 4000 m° (que
son los miligrados maximos que AUTOLAB ESPRIT puede detectar) y, consiguientemente,
no permite observar la cinética de la reaccion. Esta variacion tan pronunciada en el indice
de refraccion del medio puede deberse a componentes muy viscosos que se encuentran
en la mezcla de reaccion como el polietilenglicol o Carbowax 20M y la presencia de

numerosas enzimas [13].

5. 5. RPA EN SUPERFICIE DE ORO Y DETECCION AMPEROMETRICA

La caracterizacion de la mezcla de enzimas empleada en la amplificacion, asi como las
restricciones instrumentales del equipo de SPR con el que se cuenta, ho permitieron
realizar un seguimiento del proceso de amplificacion en la superficie de oro, aunque esto
no demuestra que no tenga lugar. Por esta razon, se trat6 de comprobar si este proceso
tiene realmente lugar utilizando la deteccibon amperométrica de los productos de

amplificacion en superficie.
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Para asegurar la reproducibilidad de las medidas en las distintas superficies de oro, es
necesario comprobar el estado de la superficie de la que se parte. Esta etapa se puede
realizar mediante un experimento de voltametria ciclica, que al mismo tiempo sirve como
etapa de acondicionamiento, garantizando una superficie inicial sin impurezas y

reproducible.

En la Figura 19 puede observarse un voltagrama ciclico correspondiente a uno de los
electrodos de oro que se emplean en el experimento, obtenido con una disolucion de H.SO.
0,5 M. En esta imagen puede observarse que la formacion de los 6xidos de oro se produce
entre 1,3y 1,6 V y su reduccioén tiene lugar durante el proceso de variacion del potencial
inverso y aparece en forma de pico estrecho, con un potencial de pico de 0,9 V. Estas
medidas fueron realizadas con el electrodo de Ag|AgCI|KCI con un puente salino externo
de KNOs y se corresponden con el comportamiento voltamétrico que se espera para un

electrodo de oro policristalino en el medio de H,SO4 [51].
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Figura 19. Voltagrama ciclico obtenido con un electrodo de oro en H>SO4 0,5 M.

RPA en superficie

La Figura 20 ejemplifica una amplificacion en superficie mediante RPA en la que el cebador
inverso es el que permanece anclado en la superficie y equivale al oligonucleétido de
captura. El proceso de amplificacién en superficie requiere, por tanto, afiadir la muestra
que contiene ADN, las enzimas necesarias para la amplificacion (recombinasa, ADN
polimerasa y proteinas SSB), nucledtidos de A, T, Cy G y el otro cebador que delimita el

fragmento a amplificar (en el caso de la Figura 20 el cebador inverso).
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Figura 20. Mecanismo de actuacién de la RPA en superficie. El cebador directo permanece
anclado en la superficie y, junto con el cebador reverso, forman filamentos nucleoproteicos
con larecombinasa. Este complejo busca homologia en el ADN gendmico, las proteinas SSB
estabilizan la hebra desplazada y la polimerasa de ADN realiza copias del fragmento de ADN
en ciclos exponenciales.

En el proceso de amplificacion del ADN, algunos autores prefieren afiadir en la disolucién
sobre la superficie modificada con captura los dos cebadores, con el objetivo de aumentar
la sensibilidad del sensor. Esto se consigue porque la reaccion de amplificacion comienza
de forma mas sencilla y favorable en la disolucién, pues el ADN gendémico tiene un tamafio
considerable y es posible que el acceso a la superficie para contactar con el cebador
anclado presente dificultades estéricas. Una estrategia consiste en afiadir en disolucién el
cebador no anclado més el cebador anclado (en una concentracion varias veces inferior al
primero) sobre la superficie modificada. Asi, la reaccion se iniciara en disolucion y se facilita
la apertura del ADN gendmico, pero una vez que el cebador limitante se agote, la
amplificacion continuard en superficie. Los fragmentos amplificados en disolucion
hibridaran sobre oligonucleétidos de captura, a la vez que estos sirven como cebadores
para continuar la amplificacién. Esta amplificacién en superficie que se inicia con los dos
cebadores en disolucion recibe el nombre de amplificacion asimétrica. Por su parte, la

amplificacion en superficie con un Gnico cebador en disolucién es la amplificacion simétrica

[9].

En el caso de realizar parte de la amplificacion en disolucion, la hibridacién entre el
oligonucledtido de captura y el fragmento amplificado ha de ser perfecta para que se forme

un duplex muy estable. Si, por el contrario, no se da una hibridacion perfecta (hay
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apareamientos erroneos de algunas bases), el diplex sera menos estable. Ademas, es
conveniente que no exista hibridacion inespecifica de los cebadores en disolucion con la
captura ya que ello llevaria a la obtencion de sefiales sin la presencia del ADN genémico
que se analiza. Se ha establecido que hibridaciones en las que hay apareamientos
errébneos de mas de 4 o 6 bases, no generan sefiales electroquimicas y, por tanto, no dan
lugar a la aparicion de sefiales. Ademas, en la hibridacion con la captura, hay que tener en
cuenta diferentes situaciones para optimizar la longitud de los oligonucledtidos de captura.
Por un lado, las capturas de menor tamafio se uniran mas rapidamente al fragmento
amplificado y, ademas, previenen dobleces sobre si mismas que puedan afectar
negativamente el proceso de hibridacion. Por otra parte, las capturas de mas nucleétidos

tienen una mayor selectividad por unirse a una region mayor en el ADN amplificado [7].

La amplificacibn en superficie permite condensar los procesos de amplificacion vy
reconocimiento en Unico paso, aportando ventajas importantes de rapidez y economia a
estos biosensores. El objetivo final de los biosensores de ADN es detectar la hibridaciéon
del fragmento amplificado con el oligonucle6tido de captura o bien la elongacién del

cebador anclado (Figura 21).

Cebador inverso
Cebador directo
Fragmento Fab
Enzima

M Sustrato

A Producto

5t

Figura 21. Mecanismo de deteccion del producto de amplificacién. El cebador inverso
permanece anclado en la superficie y el cebador directo tiene una marca con 6-FAM. El
fragmento Fab del anticuerpo con la enzimareconoce el marcaje 6-FAM y permite lareaccion
de transformacion enziméatica desde sustrato a producto, con deteccién O6ptica o
electroquimica.

La amplificacién en superficie se realiza bajo unas condiciones iniciales de 37°C y 20
minutos con una concentracién del cebador directo 120 nM y del cebador inverso en
disolucion 15 nM. Se realizan diversas pruebas de amplificacion en condiciones asimétricas
para favorecer el comienzo de la reaccion en disolucién, pero las sefiales del blanco dan

lugar a una sefial amperométrica irreproducible y, en algunos casos, superior a la propia
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sefal de la muestra (desde 100 nA hasta 1,7 pA). En el caso de los ensayos en condiciones
de simetria sin el cebador inverso en disolucién, los resultados también son poco
reproducibles, pero las sefales del blanco se reducen con respecto a la amplificacion
asimétrica (entre 70 nA y 970 nA). El mejor de los ejemplos obtenidos se muestra en la
Figura 22, donde se nota cémo Unicamente con una gran cantidad de copias de ADN
gendmico (10° UG), se pueden distinguir la sefial del blanco de la sefial de la muestra, con

una desviacion estandar relativa entre medidas repetidas muy elevada.

Senal neta (nA)

3 4 5
Log(UG Salmonella)

Figura 22. Respuesta electroquimica obtenida para diferentes concentraciones de ADN
gendmico.

A pesar de que se observa una respuesta que es mayor conforme aumenta la
concentracion de ADN gendmico, la irreproducibilidad de los datos en esta superficie es
muy alta. Estos resultados poco reproducibles pueden explicarse teniendo en cuenta dos
factores: la plataforma del sensor de oro o bien el disefio del experimento. Los sensores
de oro que se emplean en este experimento son de disefio propio y se habian utilizado
previamente, con lo que la ausencia de datos acerca de la homogeneidad de la superficie
puede tratarse de una fuente de error a considerar. Otra posible explicacion recae sobre la
distribucion heterogénea e irreproducible del cebador sobre la superficie de oro, ya descrita
en la literatura.
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5.6. RPA EN SUPERFICIE DE VIDRIO

La superficie de vidrio se modifica paso por paso como se ha explicado anteriormente hasta
conseguir que el cebador inverso quede anclado en la superficie del pocillo. Si ademas de
reconocer el &cido nucleico se quiere amplificar el mismo, es posible utilizar el

oligonucledtido de captura como cebador para llevar a cabo la amplificacion.

Con todo esto, se decide realizar ensayos simultaneos de amplificacion simétrica y
asimétrica y fijar los parametros de temperatura y tiempo en 37 °C y 30 minutos
respectivamente. En cuanto a la concentracibn de los cebadores, se elige una
concentracion 120 nM para el cebador directo marcado con la fluoresceina y una
concentracién 15 nM para el cebador inverso en la amplificacion asimétrica. Los resultados

de absorbancia, a 450 nm, tras el revelado enziméatico se detallan en la Figura 23.
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Figura 23. Resultados de la absorbancia a 450 nm de blancos y muestras tras las pruebas de
RPA simétrica y asimétrica.

En ambos casos, se puede distinguir perfectamente el blanco de la muestra. Sin embargo,
la relacion sefial/blanco en la amplificacion simétrica (3,35) es algo superior a la
amplificacion asimétrica que comienza en disolucion (2,66) y, por ello, se va a intentar
optimizar la primera de las condiciones. A pesar de haber seleccionado la amplificacion
simétrica, el blanco genera una sefial considerable por lo que los siguientes ensayos se

dirigen a estabilizarlo en una sefal menor.

La concentracion del cebador directo utilizada (120 nM) ya es bastante baja y, para la
temperatura, la casa comercial no recomienda bajar de 37 °C. Por tanto, se va a estudiar

una reduccion en el tiempo de amplificacion a 20 minutos, realizando un calibrado con
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amplificacién simétrica del ADN genémico con concentraciones desde 102 UG hasta 10°
UG (Figura 24).
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Figura 24. Representacion de la sefal 6ptica obtenida en absorbancia a 450 nm para las
diferentes concentraciones frente al logaritmo de la concentracion.

Aunque los resultados para las muestras control no se muestran en la gréfica, es importante
destacar que los valores se reducen a la mitad con respecto al experimento anterior (0,402
+ 0,09 UA). Estos resultados muestran que la amplificacion en superficie transcurre
favorablemente y permite distinguir las distintas concentraciones de ADN gendmico que se
afnaden del control negativo o blanco. De nuevo, la irreproducibilidad de las medidas es
elevada, especialmente al emplear cantidades muy altas de ADN gendmico. El sistema
disefiado permite distinguir 10> UG de Salmonella del control negativo, con una desviacién
estandar relativa del 23,8 %. Si bien es cierto que las desviaciones son elevadas, se
pueden distinguir las muestras de los controles y estimar la concentracion del patégeno en
este caso no es crucial, pues Unicamente se trata de certificar la presencia o ausencia del
mismo en una muestra. Asi pues, bajo estas mismas condiciones se propone una
modificacion del ITO (un cristal conductor que permite la deteccion electroquimica) igual a

la realizada para el vidrio.

El protocolo a seguir para el ensayo sobre ITO seria idéntico salvo en el paso de revelado

enzimatico que, como se ha explicado anteriormente, requiere el empleo de una enzima
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diferente como puede ser la fosfatasa alcalina y un sustrato convertible por la misma como
el 1-naftilfosfato. En una aproximacion para desarrollar un sensor en superficie de ITO se
comprobd la idoneidad de la modificacién realizada para el vidrio también en este cristal. A
continuacion, se afiadio el resultado de amplificacion en disolucién del fragmento de ADN
diana amplificado mediante RPA y los resultados se muestran en la Figura 25.
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Figura 25. Voltagrama correspondiente a un proceso de voltametria diferencial de pulso para
una muestra control y una muestra de ADN de Salmonella amplificado.

Estos resultados muestran que es factible continuar con el desarrollo del genosensor en

ITO, cuyo siguiente paso seria la amplificacién en superficie.

Sin embargo, en ambas superficies estudiadas, se ha observado que la reproducibilidad
de las sefales no es la adecuada. Como explicacion a este fenébmeno se postula la posible

hibridacion que existe entre los cebadores a 37 °C.

Se habia comentado que los cebadores empleados para la amplificacion del fragmento de
ADN gendmico fueron inicialmente desarrollados para un sistema de amplificacion
mediante helicasa (HDA), que permitieron desarrollar satisfactoriamente un genosensor
para la deteccion de Salmonella sobre superficie de ITO (trabajo que se publicara
proximamente). Su prueba en este sistema para amplificacién por RPA pretendia comparar
ambos sistemas de amplificacion isotérmica. No obstante, es importante tener en cuenta
que la longitud recomendada para los cebadores de RPA es de 30 a 35 bases y dos de los
cebadores que se emplean cuentan con 24 bases. A pesar de ello, ya se habia comentado

previamente que esto no ha supuesto un problema para otros autores que utilizan
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cebadores disefiados para PCR u otras amplificaciones también en el sistema de

amplificacion mediante recombinasa [45].

Sin embargo, los cebadores disefiados para RPA cuentan con otro reto a superar: la

temperatura de amplificacion. En el caso de la HDA, realizada a 65 °C, la temperatura es

considerablemente mas elevada y ello dificulta la hibridaciébn entre cebadores. Sin

embargo, la RPA tiene una temperatura de actuacion recomendada entre 37 °C y 40 °C, lo

gue hace que la hibridacion entre cebadores o de un cebador consigo mismo sea mas

sencilla. En este caso, se ha recurrido al servidor Mfold (online) para llevar a cabo un

estudio de las posibles estructuras secundarias de los cebadores.

En nuestro experimento, la posible estructura de hibridacién que se forma tiene una energia

libre de Gibbs de -5,6 kJ/mol en las condiciones en las que se lleva a cabo la amplificaciéon

en disolucion. La est
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ructura puede observarse en la Figura 26.

G
I

G

Figura 26. Estructura de hibridacion de los cebadores a 37 °C.
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Otra de las observaciones que se han hecho en este trabajo y que confrontan con lo
explicado por otros autores es que la amplificacion en condiciones simétricas, sin cebador
inverso en disolucién, genera sefiales méas fiables y reproducibles. Se comentaba
anteriormente que afiadir parte del cebador anclado a la disolucién facilita la apertura del

genoma y hace que la reaccion comience sin impedimentos estéricos en disolucion.

En nuestro caso, la hibridacion entre cebadores en superficie se encuentra
considerablemente impedida (la principal estructura formada entre ambos cebadores
coincide con las bases mas proximas a la superficie de anclaje). Este impedimento estérico
hace que, en condiciones simétricas, se obtengan resultados méas reproducibles pues se
evitan las amplificaciones erroneas del producto de cebadores que se pueda generar en

disolucion.
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6. CONCLUSIONES

Seguidamente, aparecen enumeradas las conclusiones a las que se ha llegado en el

presente trabajo:

1. Se ha revisado la importancia del desarrollo de biosensores rapidos, miniaturizables y
fiables en la deteccion de patégenos alimentarios. En este campo, se ha demostrado el
importante papel que ya tienen y pueden aumentar en el futuro los genosensores con

transduccién electroquimica.

2. Se ha estudiado el creciente aumento de las técnicas de amplificacion isotérmica, asi
como sus ventajas en detrimento de otras técnicas de amplificacién tradicionales como la
PCR. Dentro de las amplificaciones isotérmicas, se postula la RPA como una gran

competidora por su bajo tiempo de analisis y alta eficacia.

3. Se ha comprobado experimentalmente el proceso de amplificacion en superficie
mediante RPA para la creacion de genosensores. Se ha demostrado que los
requerimientos mas importantes para el disefio de cebadores adecuados tienen que ver

con la hibridacion y no tanto con la longitud de los mismos.

4. Se ha ensayado con buenos resultados la amplificacion de RPA sobre superficie de

vidrio, acoplado a una deteccién Optica.

5. Se postula el ITO como una plataforma interesante para llevar a cabo las amplificaciones

de RPA en superficie y la futura creacion de biosensores con transduccion electroquimica.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante todas estas paginas se ha demostrado como la creacion de biosensores para

detectar patégenos alimentarios como la Salmonella puede mejorar nuestras vidas.

Los genosensores con transduccion electroquimica son sensibles y eficaces para la
deteccién de pequefias cantidades de ADN gendmico de las especies de Salmonellay la
implantacién como método rutinario de analisis en los laboratorios de alimentos esta cada

vez mas cerca.

La creacion de estos genosensores en miniatura no seria posible sin las técnicas de
amplificacién isotérmica y, es por ello, que los experimentos realizados en este trabajo

deberian seguir con el objetivo de optimizar el proceso en la superficie de ITO.

Se comentaba al principio de este trabajo que, paralelamente, se estaba estudiando la
amplificacion mediante HDA con los mismos cebadores utilizados en este trabajo de RPA.
En un futuro, seria interesante comparar la eficacia de estas dos amplificaciones, asi como
Sus ventajas e inconvenientes de cara a desarrollar un proceso automatizado que permita

detectar Salmonella en alimentos.
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