;

DESARROLLO DE UN NUEVO GENOSENSOR
AMPEROMETRICO DE MEMBRANAS RECAMBIABLES
BASADO EN UN SISTEMA DE MARCACION ENZIMATICA
ACOPLADA A UNA REACCION INMUNOLOGICA

7.1 INTRODUCCION

La inmunoquimica es la disciplina que combina conceptos y técnicas de la inmunologia y de
la quimica. El inmunoensayo se ha convertido en una de las técnicas mas habituales en quimica
clinica, utilizada sobre todo con propésito de diagnéstico *2.

El principal componente de un inmunoensayo es el anticuerpo. Los anticuerpos son
glucoproteinas sintetizadas por los linfocitos B en respuesta al estimulo antigénico que tienen la
propiedad de unirse especificamente al antigeno que indujo su formacion. Esta reaccion es especifica.

La union antigeno-anticuerpo tiene lugar a través de la formacién de enlaces mdltiples de
naturaleza no covalente entre los aminoacidos que constituyen los sitios de enlace denominados
determinantes antigénicos o epitopos. La naturaleza de las fuerzas de atraccion son puentes de
hidrégeno, fuerzas de naturaleza electrostatica, de van der Waals e hidrofobicas. Estas fuerzas son
individualmente débiles en comparacion con las uniones covalentes, pero la multiplicidad de los
enlaces conduce a una elevada energia de unién. Esto hace que los valores de las constantes de
equilibrio de la reaccion de un par antigeno-anticuerpo oscilen entre 104 y 100, La elevada afinidad
del anticuerpo por el antigeno implica un efecto positivo en la sensibilidad de un inmunoensayo.

Las especies inmunolégicas pueden conjugarse con una marca. El tipo de marca determina
la técnica de deteccion instrumental necesaria para el seguimiento de la interaccion inmunoquimica.

Asi, el par antigeno-anticuerpo se puede detectar mediante grupos croméforos, luminiscentes
o electroactivos, is6topos radioactivos, enzimas, sustratos y cofactores.
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Los inmunoensayos se utilizan para la deteccion de numerosas moléculas de interés analitico
en diversos campos. Pero también —aunque de manera menos frecuente— una reaccion inmunolégica
se puede utilizar como sistema de marcacion.

Roche Molecular Biochemicals ha desarrollado un sistema de marcacién basado en una
reaccion antigeno-anticuerpo, que ha ido reemplazando al basado en la reaccién biotina-
estreptavidina. Este sistema utiliza una molécula de naturaleza esteroidea que se comporta, desde el
punto de vista inmunolégico, como un hapteno y se encuentra exclusivamente en las plantas Digitalis:
la digoxigenina.

El uso de esta reaccion inmunolégica se ha difundido extensamente en los laboratorios de
andlisis genéticos, debido a sus caracteristicas que lo hacen idéneo para la marcacién enzimatica.

La principal ventaja de la utilizacién de la digoxigenina por sobre la biotina es que esta ultima
esta presente en mayores 0 menores cantidades en la mayoria de los organismos vivos (células
humanas, bacterias) por lo que su presencia puede interferir en un analisis fiable. En cambio, la
digoxigenina sélo se encuentra en un tipo especifico de plantas, por lo que no puede provocar ningin
tipo de interferencia.

Los fabricantes aseguran que la marcacion basada en el sistema de la digoxigenina posee la
misma sensibilidad —con deteccidén quimioluminiscente— que los sistemas basados en radiois6topos.
Ademas, las sondas funcionalizadas con digoxigenina son estables por méas de un afio.

La hibridacién con las sondas funcionalizadas con digoxigenina se puede realizar
efectivamente en Southern y Northern blots, dot o slot-blots, e hibridizaciones in situ, en placas o en
colonias. Las condiciones de hibridacién son las habitualmente utilizadas en los protocolos mas
comunes.

La deteccién de los hibridos funcionalizados con digoxigenina (DIG) se puede realizar
utilizando un conjugado antiDIG-fosfatasa alcalina (fragmentos Fab), y la deteccién posterior de la
enzima se puede realizar utilizando sustratos quimioluminiscentes o cromogénicos. Asimismo, existen
conjugados antiDIG-HRP con los mismos sistemas de deteccion. Para hibridaciones in situ la
marcacion puede ser fluorescente o con oro.

En cuanto a los limites de deteccion, los fabricantes aseguran que se puede detectar una
unica copia de DNA de mamifero en formato Southern blot o dot-blot, y en colonias o placas.
Asimismo, pueden detectarse transcriptos de RNA.

Las sondas funcionalizadas con digoxigenina han sido utilizadas en numerosos formatos y
para la deteccion de distintas secuencias de DNA o de RNA, como por ejemplo para la deteccién de
DNA inmovilizado covalentemente en pocillos 2 0 en membranas de nylon 4, para la hibridacion en gel
50 in situ 57, y para la evaluacion de colonias bacterianas 8. También han sido utilizada con éxito en
protocolos Northern blot para la deteccion de transcriptos de RNA . Un disefio ingenioso hace uso de
una doble funcionalizacién: con biotina para la inmovilizacién, y con digoxigenina para la marcacion
basada en una reaccién inmunolégica, otorgando versatilidad al ensayo. Este disefio se ha utilizado
en distintos formatos y con diferentes objetivos analiticos 106,

En el modelo que se presenta en este trabajo, la sonda de DNA complementaria al analito se
encuentra funcionalizada con digoxigenina. Esta funcionalizacion primaria sera evidenciada a través
de una reaccién antigeno-anticuerpo, utilizando un anticuerpo especifico antiDIG conjugado con una
enzima, la peroxidasa de rabano picante (HRP).
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En la Figura 7.1 se muestra esquematicamente los pasos del formato dot-blot que se utilizo
en el trabajo descripto en el presente capitulo. Como puede observarse, la principal diferencia con los
esquemas utilizados anteriormente en el presente trabajo radica en la reaccion utilizada para lograr la
marcacion enzimatica. Hasta el momento, la marcacién se basaba en la reaccion biotina-
estreptavidina, mientras que en este caso en la reaccién antigeno-anticuerpo, pero con el mismo
ultimo fin: conseguir marcar los hibridos formados en la membrana con la enzima peroxidasa, para la
obtencion de la sefal analitica.

A DNA target inmovilizado
| 4 en la membrana de nylon
B hibridacion con la sonda
V funcionalizada con
digoxigenina
C union de antiDIG

conjugado con HRP

4
| 4

Figura 7.1. Esquema en el que se muestran los pasos de un formato dot-blot basado en una
marcacion inmunoldgica.

En el presente capitulo se ha adaptado por primera vez este tipo de marcaciéon enzimatica
basado en una reaccién inmunolégica —ampliamente utilizado en anélisis genéticos clasicos— a un
genosensor electroquimico.

Para tal fin, se escogi6 el mismo formato del dispositivo genosensor que en el Capitulo 6 que
se basa en el reconocimiento mudltiple, y que hace uso de poli(dA) como analito y como sonda
funcionalizada, dT(20)-DIG.

En el presente capitulo se evalla la utilidad de este tipo de marcacion y sus ventajas -0
desventajas— respecto a la marcacién basada en el sistema biotina-estreptavidina para un genosensor
amperométrico de membranas recambiables. Se pretende asi aumentar las posibilidades de
marcacion en funcion del problema analitico que se tenga, de manera de en un futuro poder
incrementar las posibilidades de analisis en caso de que se encuentre interferencia por la presencia
de biotina en la muestra real.
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7.2 EXPERIMENTAL

7.2.1 EQUIPAMIENTO Y REACTIVOS

7.2.1.1 Equipamiento

Las medidas amperométricas se realizaron con la misma instrumentacion analitica y
electrodos descriptos en § 2.2.2.

Las incubaciones a temperatura controlada se realizaron en el eppendorf Thermomixer
modelo 5436.

7.2.1.2 Reactivos y materiales

Los composites se prepararon con grafito en polvo de tamafio de particula de 50 um (BDH),
resina epoxi Epo-Tek H77 (Epoxy Technology, USA).

Las membranas de nylon integradas al composite grafito-epoxi fueron HyBOND™ N(+)
(Amersham) 17.

Los pulidos de las superficies de los composites se realizaron con papel de alumina de 3 um
(polishing strips 301044-001, Orion).

Los calibrados se realizaron con peréxido de hidrégeno (Merck) y se utilizé como mediador
hidroquinona (Sigma).

El conjugado inmunoldgico utilizado (Roche Molecular Biochemicals) es el fragmento Fab de
un anticuerpo antiDIG de oveja conjugado con HRP (peroxidasa de rabano picante). El anticuerpo se
obtuvo por inmunizacion de una oveja con digoxigenina. La fraccion IgG fue purificada por
cromatografia de intercambio i6nico, y la IgG especifica fue aislada por inmunosorcion. Los
fragmentos Fab se obtuvieron por digestion por papaina y posteriormente conjugados con HRP.

El poli(dA) (sal sodica del acido poliadenilico) (5 U, PM 91900 g/mol, aproximadamente 260
mer) fue suministrado por Sigma.

Se encargo la sintesis de la siguiente sonda de DNA a MWG-BIOTECH (Alemania):

e dT(20)-digoxigenina [dT(20)-DIG]

DIGS-TTTTTTTTTTITTITTTIT 7T -3

Caracteristicas del producto:

Tm =36.8 ° C; GC = 0 %,; cantidad de DNA: 16.7 OD, 612 pg, 90.8 nmol; P.M.: 6745 g/mol;

purificacion: HPSF (high purified salt free); longitud = 50 mer.

Las composiciones de las soluciones de prehibridacion e hibridacion seleccionadas fueron:

e Solucion de prehibridacion (Sigma): 10 X SSC, 10 X reactivo de Denhardt, 200 ug/ml de

DNA de esperma de salmén (extraido con fenol y cloroformo).

e Solucion de hibridacién (Sigma): 10 X SSC, 2 X reactivo de Denhardt, 200 pg/ml de DNA

de esperma de salmon (extraido con fenol y cloroformo).

La proteina BSA es de BDH. Otros reactivos utilizados tales como formamida, SDS, Tween
20 fueron adquiridos en Sigma.
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El resto de los reactivos utilizado fue de calidad proanalisis o similar. Las soluciones acuosas
se prepararon con agua bidestilada o agua bidestilada filtrada.
Las composiciones de otras soluciones preparadas, fueron:

e 20 X SSC 3.0 M NaCl, 0.3 M citrato trisédico, pH 7.0

@ solucion deshibridizante 1.5 M NaCl, 0.5 M NaCH

@ solucién neutralizadora 1.5 M NaCl, 0.5 M TRIS, 1 mM de EDTA disédico, pH 7.2
o buffer TRIS 0.1 M tris-HCI, 0.15 M NaCl, pH 7.5

7.2.2 MODIFICACION DE LAS MEMBRANAS DE NYLON HYBOND™: HIBRIDACION Y
MARCACION

Las membranas de nylon se prepararon mediante un protocolo que constd de 4 pasos:

1.-Inmovilizacién de poli(dA) (analito) en la membrana de nylon HyBOND™.

2.-Tratamiento de prehibridacion de las membranas de nylon Hysono™ modificadas con el

analito (bloqueo de los sitios libres de la membrana).

3.-Hibridacion del analito soportado en las membranas de nylon Hysonb™ utilizando la sonda

funcionalizada con digoxigenina [dT(20)-DIG].

4 -Marcacion enzimatica posthibridacién de los hibridos formados en la membrana con el

anticuerpo antiDIG-HRP

Una vez preparadas, las membranas se integraron al transductor y, posteriormente, se las
procedié a evaluar amperométricamente. En las secciones siguientes, se trata cada uno de estos
pasos.

7.2.2.1 Inmovilizacion de poli(dA) (analito) en la membrana de nylon HyBonD™

El protocolo de inmovilizacién de poli(dA) en las membranas de nylon fue el siguiente:

1.- Se prehumedecen las membranas de nylon en 10 X SSC.

2.- Se agregan 2 ul (de la solucion final obtenida del procedimiento de preparacion del DNA,
§ 4.2.3.2) sobre las membranas de nylon prehumedecidas. Para cada nueva adicion, se
espera que la alicuota anterior se seque completamente, a temperatura ambiente. Se repite
tantas veces como poli(dA) se desee inmovilizar.

3.- Se humedecen las membranas con solucion deshibridizante durante 5 min.

4 .- Se transfieren las membranas a solucién neutralizadora por 1 minuto.

5.- Se colocan las membranas sobre papel absorbente durante 30 minutos.

6.- Se procede a la fijacion del DNA al soporte. Se envuelven las membranas con papel de
filtro y se transfieren a una estufa, a 80 °C durante 2 horas.

Si no van a ser utilizadas inmediatamente, en este punto las membranas modificadas pueden
conservarse envueltas en papel de aluminioa 4 °C (§ 6.3.2).
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En § 4.2.3.1, se describen las distintas metodologias de inmovilizacion sobre una membrana
de nylon 721, En el presente capitulo, al igual que en el formato desarrollado en el capitulo 4, se utiliza
también la inmovilizacidn por calor seco 172123,

La preparacion del DNA que sera inmovilizado, en este caso poli(dA) se realiza de manera
idéntica que en § 4.2.3.2.

7.2.2.2 Tratamiento de prehibridacion de las membranas de nylon HyBono™ modificadas
con el analito

El objetivo de este tratamiento de prehibridacion consiste en la utilizacion de moléculas de
alto peso molecular para bloquear los sitios libres de la membrana de nylon, de manera de favorecer
la hibridacion y no la adsorcion inespecifica de la sonda que lleva la funcionalizacion con digoxigenina.

En § 424 se discuten en detalle y se seleccionan las variables del tratamiento de
prehibridacion, tales como:

e tipo de solucién de prehibridacion: reactivos bloqueantes 17192126 uso de formamida

19,21,22,24,26 y SDS 17,21-27,

e temperatura y tiempo de prehibridacidn 182126,

e agitacidn durante el tratamiento de prehibridacidn 17.212,

e volumen utilizado durante el tratamiento de prehibridacion 2126,

En el presente capitulo se utilizd la misma solucion de prehibridacién que en § 4.2.4.2, cuya
composicién final fue:

5 X SSC;

5 X de reactivo de Denhardt;

100 pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado;
0.5 % plv de SDS;

50 % vl/v de formamida.

Las variables utilizadas en el tratamiento de prehibridacién fueron:
e temperatura y tiempo de prehibridacién: 42 °C, 4 h.

e agitacidn durante la prehibridacion: suave.

e volumen de prehibridacién: 450 pl.

El protocolo del tratamiento de prehibridacién de las membranas de nylon HyBonD™
modificadas fue el mismo que el utilizado en § 4.2.4.6, y consisti6 en:

1.- Se colocan las membranas, luego de la fijacién del ssDNA (véase protocolo de
inmovilizacién, § 7.2.2.1), en tubos eppendorf con la cara en la que ha sido adsorbido el DNA
del lado de la luz del tubo de manera que quede en contacto con la solucion.

2.- Se agregan 450 pl de solucion de prehibridacién.

3.- Se colocan los tubos eppendorf en el incubador, con agitacién suave y a 42 ° C, durante 4
h.
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7.2.2.3 Hibridacion de las membranas de nylon Hysond™ modificadas con el analito con
una sonda complementaria funcionalizada con digoxigenina

Este es el paso mas importante del procedimiento de construccion del sensor, ya que aqui
ocurre la hibridacién de la sonda funcionalizada con digoxigenina con el poli(dA) inmovilizado en la
membrana.

Seleccién de la solucién de hibridacién

En § 4.2.5 se discuten en detalle y se seleccionan las variables del procedimiento de
hibridacion, tales como:

e tipo de solucién de hibridacion: reactivos bloqueantes 17192126, uso de formamida 19.21.2224.26

y SDS 227, fuerza idnica 022, uso de dextranos 222325 g polietilenglicol 192427,

e temperatura y tiempo de hibridacidn 182126,

e agitacién durante la hibridacion 17:21.28,

e volumen de hibridacion 212,

En el presente capitulo se utiliza la misma solucién de hibridacion que en § 4.2.5.2, cuya
composicion final es:

5 X SSC;

1 X de reactivo de Denhardt;

100 pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado;
0.5 % p/v de SDS;

50 % v/v de formamida.

Variables utilizadas en el procedimiento de hibridacion

Las variables utilizadas en el procedimiento de hibridacién con una sonda funcionalizada con
digoxigenina fueron basicamente las mismas que cuando se utiliza biotina como funcionalizacion, ya
que el procedimiento de hibridacién en este caso no depende de la naturaleza de la funcionalizacion
sino mas bien de la composicion de bases nitrogenadas de la sonda. Dichas variables fueron:

e temperatura y tiempo de hibridacion: 42 ° C, durante toda la noche.

e agitacion durante la hibridacién: suave.

e volumen de hibridacion: 450 pl.

Preparacion de la sonda funcionalizada con digoxigenina

Se tomé un volumen de solucién acuosa de DNA (en este caso, dT(20)-DIG) y se calento a
95 °C durante 5 min. Luego del calentamiento, se colocé dicha soluciéon inmediatamente en hielo. Este
enfriamiento rapido permite que las secuencias queden como ssDNA.

Hibridacién del analito soportado en las membranas de nylon HyBonp™

El protocolo de hibridacién de las membranas de nylon HyBonND™ para el formato de
reconocimiento multiple utilizando una sonda funcionalizada con digoxigenina, fue el mismo que el
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utilizado en § 6.2.2.4 en cuanto a la metodologia, con la Unica diferencia en la funcionalizacién de la
sonda complementaria al analito.

El protocolo de hibridacién de las membranas de nylon Hyeono™ en formato de
reconocimiento multiple consistio en:

1.- Inmediatamente después del tratamiento de prehibridacion (§ 7.2.2.2), se quita la solucién
de prehibridacion de los tubos eppendorf, sin mover las membranas, y se agregan 450 ul de
solucién de hibridacion, preparada segun § 4.2.5.2.
2.- Se dejan los tubos eppendorf en el incubador con agitacion suave y a 42 °C, durante 10
minutos (para que la solucidn de hibridacion tome esta temperatura).
3.- Se adiciona un volumen (en pl) de sonda funcionalizada en 5° con digoxigenina (dT(20)-
DIG).
4.- Se dejan las membranas en hibridacién con agitacion suave y a 42 °C, durante toda la
noche.
5.- Luego de la hibridacion, se procede a los lavados posthibridacién de las membranas, de
la siguiente manera:

1.- 10 minutos, en 40 ml de 2 X SSC-0.1 % SDS, con agitacion suave, a 20 °C

2.- 10 minutos, en 40 ml de 0.2 X SSC-0.1 % SDS, con agitacion suave, a 50 °C

3.- Se remojan las membranas en 2 X SSC dos veces a 20 °C, para quitar el SDS.

7.2.2.4 Marcacion enzimatica posthibridacién

Una vez formado el hibrido multiple de poli(dA) funcionalizado con digoxigenina, la presencia
de dicha funcionalizacion debe revelarse mediante un esquema compuesto, que involucra la reaccién
inmunolégica del duplex formado a través de la digoxigenina, con el conjugado anticuerpo antiDIG-
HRP (Figura 7.2).

La peroxidasa sera quien genere la sefial analitica amperométrica luego de la reaccion con
un sustrato adecuado, tal cual ocurriera en los formatos en los que se ha utilizado el sistema de
marcacion basado en la reaccion biotina-estreptavidina.

Es importante destacar que la afinidad de la reaccion biotina-estreptavidina es mayor que la
del par antigeno-anticuerpo.

Se han descripto varios métodos para la reacciéon del hibrido de DNA con el anticuerpo
antiDIG-HRP. Estos métodos difieren en el uso o no de reactivos bloqueantes, en la solucion
amortiguadora utilizada, en el tiempo de marcacion y agitacion.

En las secciones siguientes se detalla la metodologia seguida para la marcacién enzimatica
en el presente trabajo.

Seleccion de la solucion blogueante para la marcacion enzimatica basada en una
reaccion inmunoldgica

Durante las marcaciones inmunoldgicas es bastante comun utilizar reactivos bloqueantes. En
la bibliografia se describe la utilizacion de BSA conjuntamente con Tween 20 para reducir las
adsorciones debidas al caracter hidrofobico del material inmunoldgico.
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Formato de reconocimiento multiple

dT(20) funcionalizada
en 5’ con digoxigenina

Y S pelle

hibridacion simple hibridacién multiple

conjugado
HRP-antiDIG %
AN
Unica marcacién enzimatica por multiple marcacion enzimatica por
molécula de DNA de interés analitico molécula de DNA de interés analitico

Figura 7.2. Dibujo esquematico que muestra las posibilidades de hibridacién y de marcacion
inmunolégica en el formato dot-blot de reconocimiento multiple. Dependiendo de la disponibilidad de
las bases del analito —poli(dA)-, la sonda funcionalizada con digoxigenina —dT(20)-DIG- puede
hibridarse —y posteriormente marcarse— con una Unica marca o con varias (hasta 13) marcas. En la
figura se muestran los casos extremos.

La BSA es una proteina inerte que se utiliza habitualmente para asegurar la selectividad de la
reaccion inmunoldgica porque minimiza los enlaces no especificos indeseables. Esto se consigue
porque la BSA satura estos puntos de anclaje.

El Tween 20 es un detergente no iénico que normalmente se utiliza para bloquear el antigeno
del soporte sélido que no ha interaccionado con el anticuerpo. Ademas, debido a su comportamiento
como tensioativo, ayuda a eliminar el anticuerpo marcado adsorbido inespecificamente.

El medio i6nico y el pH de la solucidén bloqueante de marcacion se consiguié con una
solucion de tris-HCI 0.1 M, 0.15 M de NaCl, pH 7.5, segin lo recomendado por los suministradores.
Ademas, se adicion6 EDTA para una mejor conservacion, desde el punto de vista microbiolégico, de
la solucion blogueante para la marcacion.

Composicion de la solucién blogueante utilizada para la marcacion enzimatica

La solucion blogueante se prepard de manera que su composicion fuese:

Buffer TRIS pH 7.5
2 % plv BSA
0.1 % p/v Tween 20
5mM EDTA
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Temperatura y tiempo de premarcacion con solucién blogueante

En un primer paso y luego de la hibridacion, se dejaron reaccionar las membranas en la
solucién blogueante durante 30 min. a 37 °C, con agitacion suave .

Este paso favoreceria la interaccion de la BSA sobre la membrana, antes de la adicion de la
enzima.

Temperatura y tiempo de marcacion enzimatica basada en una reaccion inmunolégica

La temperatura de marcacion con el anticuerpo conjugado con la enzima es de 37 °C. El
tiempo de marcacion para este protocolo fue de 1 h .

Agitacién durante la premarcacién con solucién bloqueante y marcacion enzimatica

El objeto de la agitacidén consiste en aumentar la cinética de interaccion de los reactantes
cuando uno de los reactivos se encuentra inmovilizado, facilitando el transporte del material que se
encuentra en solucion —en este caso, antiDIG-HRP- hacia la superficie de la membrana en donde se
encuentra el hibrido funcionalizado con digoxigenina.

La agitacion tiene un doble efecto que presenta una situaciéon de compromiso. Un aumento
de la agitacién favoreceria el acercamiento de los reactantes pero, ademas, favoreceria su desorcion.
Teniendo en cuenta que la interaccion antigeno-anticuerpo tiene una mayor fuerza que una
interaccion de tipo inespecifica, regulando la velocidad de agitacion se puede conseguir la desorcidn
unicamente del material adsorbido de manera inespecifica.

El incubador que se utilizo en el presente trabajo permite aplicar, ademas de una temperatura
constante, una agitacion suave, que fue la utilizada en los procedimientos de premarcacion con
solucion blogueante y marcacién enzimatica. Se aplicd la misma agitacién que la utilizada durante el
tratamiento de prehibridacion y durante la hibridacion.

Volumen de premarcacion con solucion blogueante y de marcacion enzimética

Si se disminuye el volumen de reacciéon aumenta la concentracion efectiva del anticuerpo
marcado y aumenta también la relacién entre el area superficial y el volumen, hechos que favorecen la
cinética de la reaccion digoxigenina—-antiDIG-HRP.

En este caso, las reacciones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de 1.5 ml de capacidad,
colocandose en su interior 450 ul de solucién bloqueante. Con este volumen, las membranas
circulares de 7 mm de didmetro se encontraban cubiertas con la minima cantidad de solucién.

Las membranas se dispusieron en los tubos eppendorf de manera que la cara en la que se
ha formado el hibrido quede hacia la luz del tubo y en intimo contacto con la solucion bloqueante y
con el anticuerpo conjugado con la enzima.

Lavados postmarcacion

Este paso es importante ya que permitiria eliminar de manera selectiva los anticuerpos
adsorbidos de manera inespecifica. Sin embargo, si los lavados son muy intensos, se corre el riesgo
de desestabilizar los hibridos y complejos formados y, por tanto, de disminuir la sefial analitica.

En este caso, se utilizé como solucién de lavado el buffer TRIS.

Se ha seleccionado la siguiente secuencia de lavados:
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Lavados postmarcacién enzimatica
1.- 10 min, en 40 ml de solucién de lavado, con agitacién suave, a 20 °C.
2.- Se repite 2 veces mas.

Preparacion del anticuerpo antiDIG-HRP

Se tomd un volumen de solucion acuosa concentrada del anticuerpo y se realizd la dilucion
que se considere conveniente en la solucién bloqueante utilizada en la marcacion enzimatica.

Protocolo de marcacién enzimatica basada en una reaccién inmunolégica

En este protocolo se han incluido las variables seleccionadas en los apartados anteriores
(solucién bloqueante, volumen de reaccidn, tiempo y temperatura). El protocolo que se sigue es el que
se detalla a continuacion:

1.- Inmediatamente después de la hibridacién en formato dot-blot de reconocimiento mdltiple
(§ 7.2.2.3) y de los lavados de posthibridacion, se colocan las membranas en los tubos
eppendorf con la cara en la que se ha adsorbido el DNA hacia la luz del tubo, y se agregan
450 pl de solucién blogueante.
2.- Se dejan los tubos eppendorf en el incubador con agitacion suave y a 37 °C, durante 30
minutos (procedimiento de premarcacion con solucién blogueante).
3.- Se adiciona un volumen (en ) de conjugado enzimatico.
4.- Durante la marcacién, se dejan las membranas con agitaciéon suave y a 37 °C, durante 1
h.
5.- Luego de la marcacién, se procede a los lavados postmarcacién de las membranas, de la
siguiente manera:

1.- 10 minutos, en 40 ml de solucion de lavado, con agitacion suave, a 20 °C

2.- Se repite 2 veces mas

7.2.3 INTEGRACION AL TRANSDUCTOR DE LAS MEMBRANAS MODIFICADAS

Una vez se preparan las membranas, estan listas para incorporarse al transductor
amperométrico. En § 2.3.5.1 se seleccion6 como transductor el composite rigido grafito-epoxi. Para
todas las determinaciones se utilizé el mismo sensor. Antes de integrar la membrana al transductor,
éste fue sometido al procedimiento de pulido (§ 2.2.4.3), cuya reproducibilidad fue evaluada en §
2.3.5.4. Este procedimiento se repitid entre calibrados con el objeto de obtener superficies frescas ya
que, en caso contrario, el transductor sufre de pasivacion (§ 3.2.2.5).

El procedimiento de integracion de las membranas modificadas al transductor grafito-epoxi
fue el mismo que el descripto en § 6.2.3 y Figura 6.3, basado en un sistema de sujecion mas robusto
que el utilizado en capitulos anteriores.
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7.2.4 EVALUACION DE LOS GENOSENSORES

La evaluacion de los sensores preparados se realizd basandose en la sefial generada,
finalmente, por la enzima peroxidasa, ya que a pesar de haber utilizado otro mecanismo de marcacion
—anteriormente la marcacién se basaba en la reaccion biotina-estreptavidina-HRP mientras que en
este caso se utiliza una reaccién inmunoldgica— el marcador enzimatico es el mismo. La sefial
analitica amperométrica esta relacionada con la cantidad de enzima (HRP) que se haya unido a las
membranas.

Para tal fin, la evaluacién se llevd a cabo con el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2.
La celda de medida fue una solucién amortiguadora de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0, utilizdndose
como electrodo de trabajo el genosensor construido en § 7.2.3. La concentracién de hidroquinona en
el medio fue de 1.8 mM. A este sistema, se le aplico el potencial de reduccién de la hidroquinona (-0.1
V, vs Ag/AgCl), que fuera optimizado en § 3.3.1.1.

Para la evaluacién de los genosensores directamente se agregd una alicuota de sustrato
enzimatico (H202) al medio de calibracién, tal que con una adicién se consiga la saturacion de la
enzima (la concentracion de sustrato empleada fue de 1.06 mM). De esta forma, la informacion
analitica que se obtuvo fue correspondiente a la Imax, la cual es proporcional a la actividad enzimatica
en la superficie del transductor. Los tiempos de respuesta fueron de 2 minutos, que es el tiempo de
respuesta del sistema para la obtencién de la lectura correspondiente a la lmax.

7.2.5 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE PREPARACION DEL GENOSENSOR

Numerosisimas variables pueden optimizarse en este formato, aunque los efectos de algunas
de éstas fueron tratadas en apartados anteriores.

Entre algunas de las variables optimizadas se encuentran la fuerza de agitacién en los
lavados de postmarcacion enzimatica, la integracion de la membrana al transductor, la evaluacién de
las membranas (calibrados o una adicién simple de sustrato), entre otras.

Las variables mas importantes son:

e cantidad de poli(dA) inmovilizada en la membrana

e cantidad de dT(20)-DIG en la solucion de hibridaciéon

e cantidad de anticuerpo antiDIG-HRP en la solucion blogueante durante la marcacion
enzimatica

En este formato dot-blot de reconocimiento multiple con un nuevo sistema de marcacion
enzimatica se adaptaron las cantidades de reactivos que fueran optimizadas en el capitulo 6, ya que
el formato de hibridacion es basicamente el mismo, pero la naturaleza del material genético que se
utiliza es distinta. Entre algunas de las variables ya optimizadas, y cuyas cantidades se adaptaron
para el presente capitulo se encuentran la cantidad de poli(dA) inmovilizada en la membrana y la
cantidad de sonda funcionalizada de la solucién de hibridacion.

En cuanto a la cantidad de poli(dA) inmovilizada en la membrana, se ha utilizado la misma
cantidad de analito que la utilizada en § 6.2.5.4, es decir, 11.4 pmoles.
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La cantidad de dT(20)-DIG fue de 113.5 pmoles, ya que se ha teniendo en cuenta la
posibilidad de hibridacién maltiple con el analito (Figura 7.2). Es el doble que lo que se ha colocado en
el formato dot-blot de reconocimiento multiple del capitulo 6 (§ 6.2.5.4). Esta cantidad se ha agregado
teniendo en cuenta que el analito es de 260 mer aproximadamente, mientras que la sonda tiene 20
mer. En el capitulo 6 la sonda utilizada, en cambio, era de 50 mer.

En este capitulo se ha optimizado la cantidad del nuevo reactivo de marcacion enzimatica
basada en una reaccion inmunolégica, es decir, de anticuerpo antiDIG-HRP en la solucién bloqueante
para la marcacion enzimatica.

Para evaluar la sefial debida a la hibridacién mdltiple, se realizd un lote de membranas
llamadas “genosensoras”, que evaluaron el proceso de reconocimiento multiple mediante la sonda
funcionalizada con digoxigenina en 5°. Con el objeto de evaluar su adsorcion inespecifica, se realizo
en paralelo un lote de membranas “blanco”, —en las que se adicionaron los mismos reactivos que en
las membranas “genosensoras’ excepto el analito—. Por cada lote se procesan normalmente
triplicados de las membranas.

La adsorcion inespecifica se utilizd para detectar la verdadera sefial de fondo del dispositivo,
ya que por diferencia entre la sefial de las membranas “genosensoras” y las membranas “blanco” se
obtuvo la respuesta analitica debido al proceso de hibridacion en formato dot-blot de reconocimiento
multiple.

En los apartados siguientes se explica el protocolo de preparaciéon de las membranas
“genosensoras” y “blanco”.

En la Figura 7.3, se muestra esquematicamente cada uno de los pasos involucrados en la
preparacion de los genosensores y el fundamento de la obtencion de la sefial analitica en un formato
de reconocimiento multiple con un nuevo sistema de marcacién enzimatica basado en una reaccién
inmunoldgica.

dT(20) funcionalizada
en 5’ con digoxigenina conjugado HRP-antiDIG
) >,
poli(dA) r;_r zm‘ %4
% 4 M D (MMM, AAMMMMMM MMM MMMMMMMMMMMMA MM MMM NMNMNM AN
b b
1-inmovilizacion 2- hibridacion 3- marcacion enzimética
DNA/DNA-digoxigenina/antiDIG-HRP H,0  H)0,
S oX HRP red
4- ensamblaje del genosensor 5- d.ete:r(nlnamon de la actividad
enzimatica

Figura 7.3. Representacion esquematica del procedimiento experimental sequido en la preparacion y
evaluacion de los genosensores en formato dot-blot de reconocimiento mdiltiple con un sistema de
marcacion basado en una reaccién inmunolégica.
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7.2.5.1 Protocolo de preparacion de las membranas “genosensoras” en formato dot-
blot de reconocimiento multiple con un sistema de marcacion enzimatica basada en
una reaccion inmunoldgica

1.- Se sigue el protocolo de inmovilizacion del poli(dA) —analito— descripto en § 7.2.2.1.

2.- Se sigue con el tratamiento de prehibridacion, descripto en § 7.2.2.2.

3.- Se sigue con el protocolo de hibridacion en formato dot-blot de reconocimiento mdiltiple,
descriptoen § 7.2.2.3.

4.- Se termina con el protocolo de marcacion enzimatica basada en una reaccién
inmunoldgica, descripto en § 7.2.2.4.

7.2.5.2 Protocolo de preparacion de las membranas “blanco” en formato dot-blot de
reconocimiento multiple con un sistema de marcacién enzimatica basada en una
reaccion inmunoldgica

Este lote se realizd de manera idéntica al de las membranas “genosensoras” en formato de
reconocimiento mdltiple (§ 7.2.5.1) pero obviando el paso de adicion de ssDNA (analito), es decir, no
hay analito —poli(dA)- sobre la membrana.

Como el resto de los reactivos fue el mismo, en estas membranas se evaluaron todos los
procesos de adsorcion, pero no el proceso de hibridacién sobre la membrana.

El protocolo que se sigui6 para su preparacion fue:

1.- Se sigue el protocolo de preparacion de las membranas, descripto en § 7.2.2.1, con la
Unica diferencia que no se adiciona ssDNA —poli(dA) —, es decir, no hay analito sobre la
membrana (se obvia el paso 2 del protocolo).

2.- Se colocan estas membranas en tubos eppendorf y sigue con el paso 2 del tratamiento de
prehibridacion, descripto en § 7.2.2.2.

3.- Se continua con el protocolo de hibridacién, descripto en § 7.2.2.3. En este caso, al no
haber analito en la membrana, no va a haber hibridacién, y si sélo adsorcion inespecifica de
la sonda funcionalizada.

4.- Se termina con el protocolo de marcacion enzimatica basada en una reaccion
inmunoldgica, descripto en § 7.2.2.4.

En § 4.2.13, se explicd de manera exhaustiva las posibilidades de adsorcién inespecifica en
el formato descripto en el capitulo 4. En este caso, hay dos diferencias. La primera, es que la
funcionalizacién de la sonda es digoxigenina, aunque ya se ha visto en capitulos anteriores que la
adsorcion inespecifica de la sonda funcionalizada no es significativa. La segunda y mas importante es
la naturaleza del reactivo que se utiliza para la marcacidén enzimatica. En este caso se utiliza un
anticuerpo —de naturaleza glucoproteica— conjugado con la enzima. Este reactivo es distinto al
utilizado en los capitulos anteriores, por lo que es légico pensar que la naturaleza y magnitud de la
adsorcion inespecifica podrian ser distintas.
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Las posibilidades de adsorcién inespecifica en este caso son similares a las del formato dot-
blot descripto en el capitulo 4 y en el capitulo 6. Durante el proceso de hibridacién puede adsorberse
de manera inespecifica la sonda funcionalizada. Este mecanismo de adsorcién inespecifica contribuye
de manera indirecta, ya que por si solo no aumenta la sefial analitica inespecifica.

Durante el procedimiento de marcacion enzimética en el formato dot-blot de reconocimiento
multiple, el anticuerpo conjugado con la enzima tiene dos posibilidades de adsorcién inespecifica:

@ unirse a la sonda funcionalizada adsorbida inespecificamente;

e adsorberse directamente en la membrana.

Estas posibilidades de adsorcién, que contribuyen a aumentar la sefial analitica de manera
inespecifica, se evaluaron en las membranas “blanco”.

7.2.5.3 Integracion al transductor de las membranas modificadas y evaluacion de los
genosensores

Una vez preparadas las membranas “genosensoras” y las membranas “blanco”, se integraron
al transductor amperométrico, como se explicara en § 7.2.3.

La evaluaciéon de los sensores preparados se realizd basandose en la sefial generada,
finalmente, por la enzima peroxidasa conjugada al anticuerpo antiDIG, segun se explicaraen § 7.2.4.

De esta forma, la informacién analitica que se obtuvo —normalmente por triplicado— fue
correspondiente a la Imax, 1a cual es proporcional a la actividad enziméatica de los blancos y de los
genosensores.

El dato analitico de mayor interés es la sefial de hibridacion propiamente dicha, que se
obtiene por la siguiente expresién:

Sefial de hibridacién = X Inax genosensor - X Imax blanco

Con esta expresion se elimina el efecto de la adsorcion inespecifica.

Esta sefial de hibridacion estd en relacién con la cantidad de enzima presente en la
membrana pero que se encuentra Gnicamente unida al hibrido formado en la superficie y directamente
relacionada con la cantidad de analito en la membrana (Figura 7.3).

Asi, estos hibridos en el formato dot-blot de reconocimiento multiple se forman entre el
analito inmovilizado en la membrana y la sonda funcionalizada con digoxigenina. Luego, la
funcionalizacién de los hibridos con digoxigenina se evidencia a través de la reaccion inmunologica
con el anticuerpo antiDIG-HRP. Cabe destacar que, a pesar de haber utilizado otro mecanismo de
marcacion —anteriormente la marcacién se basaba en la reaccion biotina-estreptavidina-HRP mientras
que en este caso se utiliza una reaccién inmunoldgica— el marcador enzimatico es el mismo, por lo
que las condiciones de evaluacién de la enzima es la misma.

7.2.5.4 Disefio del experimento. Variacion de las cantidades de antiDIG-HRP en la
solucién bloqueante durante la marcacion enzimatica
Para evaluar la utilidad del formato dot-blot de reconocimiento multiple con un nuevo sistema

de marcacion enzimatica se realizaron —para cada cantidad de anticuerpo evaluada— dos lotes de
membranas, como se explicara en § 7.2.5, denominadas membranas “genosensoras” y membranas
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“‘blanco’. La Tabla 7.1 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacion, hibridacion y marcacion enzimatica.

Tabla 7.1. Disefio del experimento de evaluacion del formato dot-blot de reconocimiento multiple con
un nuevo sistema de marcacion enzimatica. En la tabla se muestran las cantidades de reactivos
adicionados en los pasos de inmovilizacion por adsorcion, hibridacion y marcacién enzimética.

Lote 1 Lote 1 Lote 2 Lote 2
REACTIVOS “blanco” “genosensor” “blanco” “genosensor”
n=3 n=4 n=2 n=3
protocolo de inmovilizacion
Poli(dA) No se adiciona 11.4 pmoles No se adiciona 11.4 pmoles
-analito- () ()
protocolo de hibridacion
dT(20)-DIG 113.5 pmoles 113.5 pmoles 113.5 pmoles 113.5 pmoles
protocolo de marcacion
enzimatica 1.3 ng 1.3 ng 3.3 ug 3.3 ug
antiDIG-HRP
Lote 3 Lote 3 Lote 4 Lote 4
REACTIVOS “blanco” “genosensor” “blanco” “genosensor”
n=3 n=3 n=3 n=3
protocolo de inmovilizacién
Poli(dA) No se adiciona 11.4 pmoles No se adiciona 11.4 pmoles
-analito- () ()
protocolo de hibridacién
dT(20)-DIG 113.5 pmoles 113.5 pmoles 113.5 pmoles 113.5 pmoles
protocolo de marcacion
enzimatica 11.8 ug 11.8 ug 16.3 pg 16.3 pg
antiDIG-HRP

En este apartado en particular se mantuvieron constante las cantidades de analito poli(dA)

inmovilizado en la membrana y de sonda funcionalizada con digoxigenina, mientras que se
modificaron las cantidades de antiDIG-HRP.

Cabe destacar que por cada lote se han evaluado replicados de las membranas “blanco” y de
las membranas “genosensoras”.

7.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 7.4 se muestran los resultados del experimento realizado en § 7.2.5.4. Este
experimento se realizd mediante un formato dot-blot de reconocimiento mdltiple acoplado a un
sistema de marcacién enzimatica basada en una reaccién inmunoldgica y se basa en la optimizacién
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de antiDIG-HRP. Para tal fin, se modificaron las cantidades de éste, manteniendo constante las
cantidades de poli(dA) y de dT(20)-DIG.

En la Figura 7.4 se observa los resultados obtenidos con distintas cantidades de anticuerpo
antiDIG-HRP, segun el disefio de experimento explicado en § 7.2.5.4. Cada barra muestra el valor
medio de los replicados de cada lote de membranas, y el error de la barra representa la desviacién
estandar de los replicados de cada lote (ec. 1, § 4B.1.1).

Se observa una respuesta amperométrica creciente para cantidades crecientes de antiDIG-
HRP. Asimismo, se observa un aumento creciente de la adsorcién inespecifica a medida que aumenta
la concentracion de anticuerpo.

La Tabla 7.2 muestra los resultados de las pruebas estadisticas, realizadas con un 95 % de
confianza, para la comparacion de cada uno de los lotes de membranas “blanco” y “genosensoras”
con distintas cantidades de antiDIG-HRP. Como puede observarse, la diferencia de sefial
amperomeétrica que existe entre los genosensores y los blancos —para todos los lotes con diferentes
cantidades de anticuerpo marcado- es significativamente diferente (prueba ). Estos resultados
permiten afirmar que la hibridacién del analito de 260 mer con una sonda funcionalizada de 20 mer
ocurre con efectividad y, lo que es mas importante, que el procedimiento de marcacion enzimatica
basada en una reaccién inmunoldgica funciona correctamente.
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Figura 7.4. Resultados obtenidos en la evaluacion del disefio del formato dot-blot de reconocimiento
mdltiple con un sistema de marcacién basado en una reaccién inmunoldgica mediante hibridacién con
una sonda de 20 mer funcionalizada en 5" con digoxigenina. DNA analito 260 mer [poli(dA)]
inmovilizado en la membrana: 11.4 pmoles. dT(20)-DIG: 113.5 pmoles. antiDIG-HRP: Lote 1 (1.3 ug),
Lote 2 (3.3 ug), Lote 3 (11.8 ug), Lote 4 (16.3 ug). Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador:
hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apicaco: -0.1 V (vs Ag/Ag/Cl). Electrodo de
trabajo grafito-epoxi-membrana HYBOND™ modificada segun § 7.2.5.4.
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Las desviaciones estandar relativas (ec. 2, § 4B.1.2) son del orden del 12 % y menores si se
utiliza este sistema de marcacion inmunolégica respecto al formato dot-blot de reconocimiento mdltiple
que utiliza la marcacion biotina-estreptavidina (con desviaciones estandar relativas del 17 %).

Tabla 7.2. Resultados de las pruebas estadisticas P y t, en las que se comparan las varianzas y los
valores medios, respectivamente, de los blancos y los genosensores para cada lote de membranas.

ESTADISTICOS Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
s
(ec.1,§4B.1.1) Sp=41.6 | 5g=78.1 | 5=35.4 | sg=61.1 | $pb=108.2 | 5q=142.9 | $,=85.0 | s4=147.3
Prueba F (bilateral) Fealc=3.51 Fealc=2.99 Fealc=1.75 Fealc=3
(ec. 3,§4B.1.3) F3.2 (critico) = 39.17 F2,1 (critico) = 799.5 F2,2 (critico) = 39.00 F2,2 (critico) = 39.00
Sp
(ec. 4B, §4B.1.4.1) 65.9 53.9 126.8 120.3
grados libertad
(ec. 6B, §4B.1.4.3) 5 3 4 4
Prueba ¢ (unilateral) fealc = 3.39 feale = 3.62 fealc = 4.57 fcalc = 5.16
(ec. 5B, §4B.1.4.2) t=5=2.02 tw=3=2.35 t=4=2.13 t=4=2.13

Pese a que la sefial de hibridacién es significativa para cualquier valor de anticuerpo
conjugado con enzima, cabe destacar que, como se observa en la Figura 7.4, hasta una cantidad de
11.8 ng de anticuerpo se observa un aumento de la sefial de hibridacion y de la relacion S/R.

En la Figura 7.5 se muestra como se modifica la relacion S/R con el aumento de la cantidad
de anticuerpo conjugado con enzima. La relacion S/R se calcula mediante el cociente entre el valor
medio de la sefial de los genosensores y de los blancos. Se puede observar que hasta el nivel de
antiDIG-HRP de 11.8 nug este pardmetro aumenta, mientras que por encima de este valor la relacion
S/R disminuye.
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Figura 7.5. Relacion entre el aumento de la concentracion de antiDIG-HRP y el parametro S/R.
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Una mayor relacion S/R implica que existe una mayor proporcién de reaccién inmunoldgica
con el hibrido funcionalizado respecto al fenémeno de adsorcién inespecifica, hecho que ocurre hasta
un nivel aproximado de 11.8 ug.

Sin embargo, a partir de esta cantidad de anticuerpo, la sefial amperométrica aumenta de
manera lineal tanto en el sensor blanco como en el genosensor o, dicho de otra manera, la sefial de
hibridacién permanece constante, tal como se muestra en la Figura 7.6. En la misma se muestra sélo
la sefial de hibridacion de los genosensores con distintas cantidades de antiDIG-HRP, obtenida
mediante la siguiente expresién:

Sefial de hibridacién= X Inax genosensor - X Imax blanco

El error de las barras representa la desviacién estandar de la diferencia de los valores medios
de los genosensores y de los blancos para cada lote (ec. 11, § 4B.2.1).
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Figura 7.6. Comparaciéon de la sefial de hibridacién de los genosensores en formato de
reconocimiento mdltiple con un nuevo sistema de marcacion enzimatica basada en una reaccion
inmunolégica. Las condiciones experimentales son las que se muestran en la Figura 7.4.

Asi, y a partir de una cantidad de anticuerpo marcado de 11.8 pg, los hibridos formados en la
membrana se saturarian y la sefial del genosensor aumentaria a expensas del aumento de la
adsorcion inespecifica del anticuerpo conjugado antiDIG-HRP mas que por su reaccién con los
hibridos funcionalizados.

Pese a que el sistema de marcacion inmunolégico parece funcionar correctamente, si se
comparan los valores de relacion S/R 6ptimos (o cerca del éptimo) para los sistemas basados en la
reaccion inmunolégica respecto a los obtenidos con la reaccion biotina-estreptavidina (§ 6.3.1), en el
primer caso son sensiblemente menores (1.9 vs 2.5 respectivamente, para este formato dot-blot de
reconocimiento multiple).

La relacién S/R puede disminuir por un aumento del denominador de dicho cociente (es decir,
de la adsorcién inespecifica) o por la disminucién del numerador (es decir, de la sefial debida a la
hibridacion).
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Como se estan utilizando las mismas cantidades de DNA implicado en la hibridacién para
ambos casos (§§ 6.2.5.4 y 7.2.5.4), es logico pensar que en este nuevo sistema de marcacion
inmunolégica la relacion S/R disminuye respecto al sistema de marcacién basado en el sistema
biotina-estreptavidina por un aumento de la adsorcién inespecifica sobre la membrana de nylon.

7.4 CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un nuevo dispositivo genosensor amperométrico en formato dot-blot de
reconocimiento multiple, con un sistema de marcacion enzimatica basada en una reaccion
inmunoldgica.

2. La desviacion estandar relativa es menor (del orden del 12 %) si se utiliza este sistema de
marcacion inmunolégica respecto al formato dot-blot de reconocimiento multiple que utiliza la
marcacion biotina-estreptavidina (con desviaciones estandar relativas del orden del 17 %).

3. La cantidad de anticuerpo conjugado con enzima que se encuentra como éptimo para el
formato dot-blot de reconocimiento multiple es de 11.8 ug, para estas condiciones
experimentales.

4. Se observa una mayor adsorcién inespecifica del anticuerpo conjugado con HRP sobre la
membrana de nylon que del conjugado HRP-estreptavidina.

5. Este nuevo sistema de marcacion desarrollado permite una mayor versatilidad, ya que si
existe una interferencia por la biotina se puede utilizar la funcionalizacién con digoxigenina.

6. Con este nuevo sistema de marcacién inmunologica se observa también que la adsorcion
inespecifica es controlada y reproducible. Puede evitarse el hecho de preparar “ensayos
blanco” para evaluarla si esta sefial se mantiene, su magnitud es conocida y no se cambia de
producto comercial de antiDIG-HRP.
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8

APLICACION DEL GENOSENSOR AMPEROMETRICO DE
MEMBRANAS RECAMBIABLES EN FORMATO DOT-BLOT
A UNA MUESTRA REAL

DETERMINACION DE SALMONELLA sp

8.1 INTRODUCCION

Las salmonelas son bacterias gramnegativas, méviles y no esporuladas pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae. Existen sblo tres especies: Salmonella typhi, S. cholerae-suis y S.
enteritidis. Casi todas son patdgenas tanto para los hombres como para los animales, pero algunos
serotipos muestran determinada preferencia de huésped y, en concreto, S. typhi sélo produce
patologia en el ser humano. Tanto la S. typhi como la S. cholerae-suis constan de un solo serotipo; en
cambio, la S. enteritidis posee mas de 1700. Aunque la designacion correcta de los serotipos deberia
hacerse refiriendo primero la especie y luego la caracterizacién de cada uno de acuerdo con su
composicion antigénica, en la practica se las denomina como si fueran especies, y asi se habla de la
S. thyphimurium, S. newport, etc.

Originan los siguientes tipos de sindromes clinicos: a) sindrome tifoparatifico; b) sindrome
gastroenteritico 0 salmonelosis gastroentérica; c) bacteriemia; y d) infecciones localizadas, que
pueden mostrar localizaciones muy variadas .

Otro problema asociado a las salmonelas se refiere a la incidencia que las mismas tienen en
contaminacién alimentaria. Salmonella typhimurium y S. enteritidis son los patbgenos mas
frecuentemente asociados a brotes de contaminacién de alimentos tales como leche en polvo,
quesos, huevos y derivados, entre otros 2, que afecta la seguridad alimentaria de los consumidores.

La aparicién cada vez mas frecuente de brotes de contaminaciones alimentarias, algunas
causantes de infecciones mortales, ha llevado al desarrollo de numerosas técnicas de diagnostico,
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cada vez con ventajas adicionales respecto a las precedentes en términos de rapidez, sensibilidad,
especificidad, bajo costo y facilidad en el uso 3.

Las técnicas microbioldgicas clasicas basadas en el cultivo bacteriano para la deteccién de
las salmonelas requieren 3 a 4 dias para la obtencion de un resultado presuntivo y 1 0 2 dias mas
para la confirmacion bioquimica.

Requieren los siguientes pasos 4:

e toma de muestra

e preenriquecimiento

e enriquecimiento selectivo

e cultivo selectivo en placas

e pruebas bioquimicas

e investigacion seroldgica

La recuperacion de Salmonella sp de los alimentos es dificil, ya que se requiere detectar muy
poCos organismos en una gran cantidad de producto. De ahi la importancia de una buena toma de
muestra.

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

En el paso de enriquecimiento selectivo la muestra se cultiva adicionalmente en un medio
promotor del crecimiento que contiene agentes inhibidores selectivos. Estos medios permiten el
continuo aumento de las salmonelas mientras que simultdneamente restringen la proliferacion de la
gran mayoria de bacterias. Los cultivos de las muestras previamente preenriquecidos se inoculan en
dos medios selectivos, usualmente caldo de cistina-manitol-selenito (la cistina incrementa el
crecimiento de las salmonelas, mientras que el selenito inhibe el crecimiento de la flora acompafante),
y medio Rappaport-Vassiliadis (que posee como agentes inhibidores verde de malaquita y MgCl,).
Este paso se realiza a 37y 42 °C respectivamente durante 24 horas.

Durante el paso de cultivo selectivo en placas se utilizan medios selectivos sélidos que
restringen el crecimiento de cualquier bacteria excepto el de las salmonelas. Estos medios también
son diferenciales, ya que las colonias de Salmonella aparecen con caracteristicas distintivas. Los
medios mas utilizados son agar xilosa-lisina-desoxicolato y agar bismuto-sulfito (medio Wilson & Blair
modificado).

Para una recuperacion mas amplia de las salmonelas es necesario, luego del
enriquecimiento selectivo, repicar en mas de un medio (estos dos suelen ser dptimos), e incubar a 37
°C por 24-48 horas, para detectar la presencia-ausencia de colonias presuntivas de las Salmonella 2.

Las colonias presuntivamente de Salmonella finalmente se confirman y se clasifican
tentativamente en especies mediante métodos bioquimicos. Las pruebas bioquimicas mas utilizadas
para la identificacion de colonias de Salmonella son: TSI (triple azlcar hierro, que caracteriza el patrén
de fermentacion de azlcares), LI (lisina hierro), junto con las pruebas de la ureasa y del indol.

Para la clasificacion en serotipos se utilizan métodos serologicos. Estos métodos si dan una
identificacion especifica de las colonias y se basan en el analisis de los antigenos somaticos (O) y
flagelares (H). Usualmente se realizan por métodos de aglutinacion.
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El desarrollo reciente de metodologias inmunolégicas ha permitido la creaciéon de
inmunoensayos comercialmente disponibles tales como 4:

e ensayos de aglutinacion en latex: Oxoid Salmonella Latex Test; MicroScreen®, Spectate®,

Bactigen®

o ELISAs (del inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Assurance®, SalmonellaTek.

e inmunodifusion: Salmonella 1-2 Test™.

o Inmunoseparacién —que elimina el paso de enriquecimiento selectivo-: Tecra®Unique™

Salmonella, Path-Stik.

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

Mas recientemente, se han desarrollado ensayos basados en el andlisis del genoma
bacteriano basados en sondas de DNA y en la hibridacién con el analito. Hasta hace poco, el mayor
inconveniente de las metodologias en las que se utilizaban sondas de DNA para la deteccion de una
secuencia génica consistia en que los genes de interés debian haber sido clonados y/o secuenciados.
Sin embargo, los avances obtenidos en los métodos de secuenciacion clésicos y basados en chips de
DNA (§ 1.3.1) hacen que en la actualidad la secuenciacion no sea un problema y se realice con mayor
eficiencia y rapidez. Por ejemplo, se ha presentado el genoma completo de Salmonella enterica
serovar Typhimurium LT2 5.

La utilizacién de sondas génicas se asocia con la necesidad de cultivar las bacterias hasta la
obtencién de un nivel detectable. Las metodologias que impliquen hibridacién requieren, al menos, la
presencia de 105-10° bacterias en la muestra para obtener una sefial positiva. Por lo tanto, las
metodologias basadas en la hibridacion no tienen la sensibilidad suficiente para detectar directamente
las Salmonella en una muestra sin un paso previo de preenriquecimiento.

La apariciéon de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) se ha convertido en una
herramienta importante para la microbiologia de los alimentos, ya que amplifica el material genético in
vitro, suplantando el paso de preenriquecimiento selectivo in vivo. El mayor obstaculo en el uso de la
PCR para la deteccion de microorganismos desde fuentes ambientales, alimentos o0 muestras clinicas
es la presencia de compuestos que inhiben la PCR. Asi, antes de la PCR es necesario realizar una
extraccion del DNA.

Han sido descriptas en la bibliografia numerosos pares de primers para la amplificacién por
PCR de diferentes secuencias genéticas de Salmonella con diferentes métodos de identificacién del
amplicdn obtenido 34620,

La secuencia de insercién 1S200 es un elemento transposable de aproximadamente 700 pb
2124 Un estudio de la presencia de 1S200 entre las bacterias entéricas revela que méas del 90 % de los
aislamientos de Salmonella sp examinados contiene una 0 mas copias de la secuencia de insercion
IS200 (véase Tabla 8.1), con la excepcion del subgénero | serotipo S. agona en la cual 1IS200 no se
encuentra presente. Aunque la secuencia de insercién 1S200 primero se considerd un elemento
especifico de las Salmonella, también existe en algunos aislamientos de Shigella sonnei 'y Shigella
flexneri, pero no en Shigella dysenteriae.

Con fines préacticos, 1S200 puede ser utilizado para una identificacion de aislamientos clinicos
con elevada exactitud (méas del 90 % de los aislamientos clasificados como Salmonella segun otros
criterios poseen esta secuencia). Como la secuencia 1S200 se encuentra en algunas cepas de
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Shigella, para una identificacion certera se podria utilizar una segunda sonda (IS630) que existe en
Shigella pero no en Salmonella 2. La secuencia 1S200 ha sido utilizada en numerosos trabajos para la
caracterizacion de Salmonella sp 2534,

Tabla 8.1. Distribucién de la secuencia de insercién 1S200 entre aislamientos naturales de Salmonella.

*X (Y): X es el numero de copias de la secuencia, mientras que Y es el nimero de aislamientos que
llevan esa cantidad de copias 2.

Organismo N° de aislamientos N° de copias de 1S200*
probados
S. typhimurium 25 T(1), 4 (3), 6 (6), 7 (3), 10 (5), 11 (5), 12 (2)
S. typhi 15 10(2), 14 (3), 15 (1), 17 (4), 20 (4), 25 (1)
S. paratyphi A 5 4(1),6(1),11(3)
S. schottmuelleri 5 2(3),6(1),7(1)
S. enteritidis 18 1(8),2(1),3(6),4(3)
S. hirschfeldii 2 4(1),8(1)
S. pullorum 2 2(2)
S. arizonae 26 0(3),2(4),7(7),8(1),9(2),10(1), 12 (3), 13 (1), 14 (4)
S. choleraesuis 2 2(2)
S. gallinarum 6 1(1),2(2),4(3)
S. abony 1 2(1)
S. azteca 1 1(1)
S. derby 2 5(2)
S. essen 1 3(1)
S. fyris 1 2(1)
S. grampian 1 4(1)
S. kentucky 1 1(1)
S. montevideo 4 2(1),3(3)
S. panama 2 3(1),5(1)
S. tilburg 2 2(2)
S. salamae 2 4(2)
S. virchow 2 (1,201
S. agona 14 0(14)
S. houtenae 2 3(2)

En el trabajo presentado en este capitulo se describe el desarrollo de un método répido de
deteccién de Salmonella sp mediante la utilizacion de PCR y de un genosensor amperométrico de
membrana recambiable.

Este nuevo método requiere los siguientes pasos:

e extraccion del DNA cromosdmico,

o amplificacion por PCR de la secuencia 1S200, y

e deteccion del amplicon obtenido por PCR mediante un genosensor amperométrico de

membranas recambiables.

Se ha seleccionado un formato dot-blot de reconocimiento simple por ser el procedimiento de
analisis mas sencillo y econémico de los previamente desarrollados en el presente trabajo. Se escogio
la hibridacién mediante una Unica sonda funcionalizada —frente a la utilizacion de dos sondas
biotiniladas, como ocurre en el formato de reconocimiento doble- porque la especificidad total del
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procedimiento depende del reconocimiento de tres secuencias distintas. Estos tres reconocimientos
estan determinados por el uso de los dos oligonucleétidos primers (de 23 mer cada uno) durante la
amplificacién por PCR de la secuencia 1S200 y por la utilizacién de la sonda biotinilada (de 30 mer)
durante la hibridacion del amplicén en el genosensor de membranas recambiables. Asi, en total se
reconocen 76 bases nitrogenadas de la secuencia 1S200.

Ademas, cabe destacar que la secuencia de interés analitico se amplifica hasta niveles
superiores al limite de deteccion del genosensor en formato dot-blot de reconocimiento simple.

8.2 EXPERIMENTAL

8.2.1 EQUIPAMIENTO Y REACTIVOS

8.2.1.1 Equipamiento

Las medidas amperométricas se realizaron con la misma instrumentacion analitica y
electrodos descriptos en § 2.2.2.

Las incubaciones a temperatura controlada se realizaron en el eppendorf Thermomixer
modelo 5436.

La reaccion en cadena de la polimerasa se llevé a cabo en un termociclador Perkin Elmer
Cetus DNA Thermal Cycler 480.

Las liofilizaciones se realizaron en Speed Vac DNA 110 Savant. Las electroforesis se llevaron
a cabo en cubetas Biorad, y las bandas se visualizaron en un transiluminador UVP.

8.2.1.2 Reactivos y materiales

Los composites se prepararon con grafito en polvo de tamafio de particula de 50 um (BDH),
resina epoxi Epo-Tek H77 (Epoxy Technology, USA).

Las membranas de nylon integradas al composite grafito-epoxi fueron HyBOND™ N(+)
(Amersham) 3,

Los pulidos de las superficies de los composites se realizaron con papel de alumina de 3 um
(polishing strips 301044-001, Orion).

Los calibrados se realizaron con peréxido de hidrégeno (Merck) y se utilizé como mediador
hidroquinona (Sigma).

La enzima utilizada fue el conjugado estreptavidina-peroxidasa (HRP, 1.11.1.7) (Roche
Molecular Biochemicals). La estreptavidina del conjugado se obtiene de Streptomices avidinii, que se
conjuga a R-peroxidasa de rabano picante utilizando el método del periodato.

La cepa utilizada para este estudio es Salmonella ATCC 15038 (wild type).

La secuencia 1S200 —obtenida del banco de genes NCBI (National Center for Biotechnology
Information)- es la que se describe en la Figura 8.1.
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1 CTTTAATAAG GCATGAGTGT GTCCTCTGGG CGGGTCCCCT GCGGCCCTTT GTCTATGGAA
61 AACCCCCAGC TAGGCTGGGG GTTCCGGAAA GCTTTCAGCT TTAAGCCAGT TATTAAAACC
121 CCTTTTGATT TGTTAAAACA TCTTGCGGTC TGGCAACTGC AAAAGTTCAA CAAGAAATCA
181 AAAGGGGGTC CCAATGGGGG ACGAAAAGAG CTTAGCGCAC ACCCGATGGA ACTGTAAATA
241 TCACATAGTT TTCGCGCCCA AATACCGAAG ACAAGCGT?C TATGGAGAGA AGCGTAGGGC
301 AGTAGGCAGC ATATTAAGAA AATTGTGTGA ATGGAAAAAC GTACGAATTC TGGAAGCAGA
361 ATGTTGTGCA GATCATATTC ACATGCTTCT GGAGATCCCG CCGAAGATGA GTGTGTCGAG
421 TTTCATGGGA TATCTGAAGG GTAAAAGTAG TCTGATGCTT TACGAGCAGT TTGGGGATCT
481 AAAATTCAAA TACAGGAACA GGGAGTTCTG GTGCAGAGGG TACTATGTCG ATACGGTGGG
541 TAAGAACACG GCGAAGATAC AGGACTACAT AAAGCACCAG CTTGAAGAGG ATAAAATGGG
601 TGAGCAATTA TCGATCCCGT ATCCGGGCAG CCCGTTTACG GGCCGTAAGT AACGAAGTTT
661 GATGCAAATG TCAGATCGTA TGCGCCTGTT AGGGCGCGGC TGGTAAGAGA GCCTTATAGG
721 CGCATCTGAA AAACCTCCGG CTATGCCGGA GGATATTTAT TTATGCGCCG CTGGGCTTCG
781 CCATGGCATG AAAGGCTCGG GTGGGGCTAT TCTGGAACCT GT

Figura 8.1. Secuencia obtenida de la base de datos NCBI (N° acepcion AF AF025380), en la que se
muestra la posicion de los dos primers escogidos para la amplificacién de parte de la secuencia 1S200.
El amplicon debe tener 229 pb. En la figura se muestra también la secuencia del amplicon que se
escogid para identificar mediante el oligonucledtido biotinilado (en negrita)

Los primers para la amplificacién de un fragmento de 229 bp de 1S200 por PCR fueron

encargados a GENSET SA (Francia), y su secuencia es:

e [S200UP
5"-ATG GGG GAC GAA AAG AGC TTA GC-3°

® [S200DOWN
5"-AAC TCG ACA CAC TCATCT TCG GC-3°

Se encargo la sintesis de la siguiente sonda de DNA a MWG-BIOTECH (Alemania):

e Sonda complementaria al amplicon 1S200.

Biotina 5°-TTT CTT AAT ATG CTG CCT ACT GCC CTA CGC-3°

Caracteristicas del producto:

Tm =66.8 ° C; GC = 46.7 %; cantidad de DNA: 22.5 OD, 710 ug, 75.0 nmol; P.M.: 9464
g/mol; purificacion: HPSF (high purified salt free); longitud = 30 mer.

Las composiciones de las soluciones de prehibridacion e hibridacién seleccionadas fueron:

e Solucion de prehibridacion (Sigma): 10 X SSC, 10 X reactivo de Denhardt, 200 ug/ml de
DNA de esperma de salmén (extraido con fenol y cloroformo).

e Solucion de hibridacién (Sigma): 10 X SSC, 2 X reactivo de Denhardt, 200 pg/ml de DNA
de esperma de salmén (extraido con fenol y cloroformo).

La proteina BSA es de BDH. Otros reactivos utilizados tales como formamida, SDS, Tween

20 fueron adquiridos en Sigma.
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Los medios utilizados fueron LB (Luria-Bertani: agarosa y caldo), marca Difco.

La PCR se realizd con un kit Expand High Fidelity PCR System (Roche Molecular
Biochemicals), que contiene la mezcla de enzimas termoestables (Taq DNA polimerasa y una
polimerasa correctora) en una solucion amortiguadora, la solucién de amplificacién 10 X (15 mM de
MgCl,), y los nucleétidos trifosfatos.

La proteinasa K, la agarosa y el bromuro de etidio son de Roche Molecular Biochemicals.

Los marcadores ®X174 DNA/Hinf | Markers, la minicolumna Wizard®, y la resina de
purificacion de DNA Wizard® PCR Preps fueron suministradas por Promega (USA).

El resto de los reactivos utilizado fue de calidad proanalisis o similar. Las soluciones acuosas
se prepararon con agua bidestilada o agua bidestilada filtrada.

Las composiciones de otras soluciones preparadas, fueron:

e 20 X SSC 3.0 M NaCl, 0.3 M citrato trisédico, pH 7.0

e solucidn deshibridizante 1.5 M NaCl, 0.5 M NaCH

@ solucién neutralizadora 1.5 M NaCl, 0.5 M TRIS, 1 mM de EDTA disédico, pH 7.2
e 10 X PBS 1.3 M NaCl, 0.1 M fosfato sodico, pH 7.2

o 10 X TAE (Tris-acetato EDTA) 0.4 M tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0
e 6 X solucion transportadora 0.25 % p/v azul de bromofenoal, 0.25 % p/v xileno cianol,
15 % p/v Ficoll (tipo 400)

8.2.2 PROCEDIMIENTO DE AMPLIFICACION DE LA SECUENCIA GENICA 1S200
MEDIANTE PCR

Los pasos implicados en el procedimiento de amplificacion de la secuencia génica 1S200 se
muestran de manera esquematica en la Figura 8.2. En las secciones siguientes, se tratan en detalle
cada uno de estos pasos.

8.2.2.1 Preenriquecimiento de la bacteria Salmonella
La cepa utilizada para los estudios es Salmonella ATCC 15038 (wild type). Se tomaron 2 de

colonias —desde agar sélido LB- y se resuspendieron en 10 ml de caldo LB (Luria-Bertani). El
preenriquecimiento se llevd a cabo con una incubacion del caldo de 16 horas a 37 ° C.

8.2.2.2 Extraccion del DNA cromosémico de las Salmonella

Se tomaron 1.5 ml del caldo de cultivo preenriquecido (§ 8.2.2.1), y se centrifugé a 14000
rpm durante 2 minutos. Se agregaron al pellet 567 pl de H.O miliQ y se agitd en vortex.
Posteriormente se agregaron 3 pl de proteinasa K (20 ug/ul) y se agitd por inversién. Por ultimo se
agregaron 30 pl de SDS 10 % p/v (pH 7.2) y se agité nuevamente por inversion. La mezcla se incubd
a 37 °C durante 1 hora.

Se agregaron 100 ul de NaCl 5 M y se agit6 con fuerza, y luego 80 ul de CTAB (bromuro de
cetil metil amonio) /NaCl 10/4.1% p/v respectivamente, y se agité por inversion. Se incubd a 65 °C
durante 10 min.
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Se agregaron 700 ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se agitd vigorosamente por
inversion. Se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos.

Se recuperd el sobrenadante acuoso y se procedio a su limpieza: tres veces con 700 ul de
fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) (inversion y centrifugacion para recuperar el sobrenadante
acuoso) y una vez con 700 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1).

El DNA en fase acuosa se precipitd con 500 ul de isopropanol y se agito hasta aparicion de
la telilla blanca (DNA cromosomico). Se centrifugé durante 5 minutos a 14000 rpm. Se aspiré el
sobrenadante y se liofilizo (en este punto, el DNA cromosémico se puede conservar en la nevera).

Cuando se quiera utilizar, se agregan 100 pl de agua MiliQ y se incuba a 37 °C hasta

disolucion.
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Figura 8.2. Pasos implicados en el procedimiento de amplificacién de la secuencia génica 1S200.

8.2.2.3 Electroforesis del DNA cromosémico

Este paso se realiza para verificar si la extraccién del DNA ha sido exitosa y para comprobar
su estado y su concentracion aproximada, para la realizacidn posterior de la PCR.

Para tal fin, se tomé 1 ul de DNA cromosdmico y se adiciond 9 ul de solucion transportadora
1X.

Se prepara la agarosa para la placa al 0.4 % p/v en buffer TAE con una concentracion de
bromuro de etidio de 0.5 pg/ml.

Se realizé la electroforesis utilizando TAE como solucion portadora.

Las bandas de DNA se observaron con un transiluminador UV.

8.2.2.4 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La Figura 8.3 muestra esquematicamente el procedimiento de amplificacion de la secuencia
1S200 por PCR.
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Figura 8.3. Procedimiento de amplificacién de la secuencia génica 1S200 mediante PCR.

La amplificacion fue llevada a cabo con el kit Expand High Fidelity PCR System de Roche
Biochemicals Diagnostics, en un volumen final de 25 ul, con buffer Expand HF, con 1.5 mM MgCl,,
0.500 uM de cada primer, 2.6 U de mezcla enzimatica, 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP, y un
volumen en pl de resuspension de DNA cromosomico (que contenga aproximadamente 400 ng).

Cada amplificacion fue realizada con un blanco, el cual contenia todos los reactivos excepto
el DNA target.

Las mezclas de amplificacion fueron sometidas a 1 ciclo inicial de 2 min a 95 °C
(deshibridacién inicial del DNA target); 30 ciclos de: 1 minuto a 95 °C (deshibridacion), 1 minuto a 60
°C (hibridacién con el primer) y 2 minutos a 72 ° C (elongacion); y un ciclo final de 7 minutos a 72 °C.

8.2.2.5 Electroforesis del amplicon

El producto de la amplificacion fue evaluado por electroforesis en gel de agarosa al 3 % en
solucion TAE con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y fotografiado en un transiluminador de luz UV. Al



310 Capitulo 8. Aplicacién del genosensor amperométrico en formato dot-blot a una muestra real

mismo tiempo se realiz6 la electroforesis del marcador de peso molecular @X174 DNA/Hinf | Markers
(0.1 pg/ wl). El marcador se obtiene por digestion completa del gen ®X174 con la enzima de
restriccion Hinf I. Los 20 fragmentos obtenidos se encuentran entre los 24 y 726 pb.

8.2.2.6 Purificacion de la banda obtenida

Se cortd la banda de agarosa y se colocd en un eppendorf con dos volimenes (respecto al
peso de la banda) de Nal 6M y se realizd una digestién a 55 °C hasta que la agarosa se disolvid
completamente. Se agreg6 1 ml de resina Wizard® PCR Preps (tierras diatomeas) para la purificacion
del DNA. Se dej6 en reposo durante 5 minutos.

El producto se pas6 por una minicolumna Wizard®, se lavo la columna con isopropanol 80 %,
se centrifugd 2 minutos y se elimind completamente el isopropanol.

Se agreg6 a la columna 20 ul de agua milliQ a 60 °C, se dej6 reposar 2 minutos, y se
centrifugd. En este punto se recuperd el sobrenadante acuoso, que contiene el amplicén purificado.

Se realiza una electroforesis con 1 ul de amplicén purificado para comprobar que se ha
recuperado la banda purificada.

8.2.2.7 Preparacion del amplicon purificado para su utilizacion en el genosensor
amperometrico de membranas recambiables

Se tomo un volumen del resto del amplicon purificado y se agregd un volumen idéntico de 20
X SSC, de manera que el DNA se diluyé al medio en una solucién de 10 X SSC. Esta solucion se
calent6 a 95 °C durante 5 minutos 3. Este tratamiento provoca la deshibridacién de la doble hebra del
amplicon de manera que se genera ssDNA capaz de hibridarse con el oligonucleétido biotinilado.
Luego del calentamiento, se colocé esta solucion inmediatamente en hielo. Este enfriamiento rapido
permite que las secuencias queden como ssDNA.

En este punto el amplicon estad listo para ser inmovilizado en las membranas de nylon
HYBOND™.

8.2.3 MODIFICACION DE LAS MEMBRANAS DE NYLON HYBOND™: HIBRIDACION Y
MARCACION

Las membranas de nylon se prepararon mediante un protocolo que consté de 4 pasos:

1.- Inmovilizacién del amplicon en la membrana de nylon HYBOND™.

2.- Tratamiento de prehibridacion de las membranas de nylon Hysonp™ modificadas con el

amplicon (bloqueo de los sitios libres de la membrana).

3.- Hibridacién del amplicon soportado de las membranas de nylon HyBoND™ utilizando un

oligonucledtido biotinilado complementario al amplicon de la secuencia 1S200.

4.- Marcacién enzimatica posthibridacion de los hibridos formados en la membrana.

Una vez preparadas, las membranas se integraron al transductor y, posteriormente, se las
procedié a evaluar amperométricamente. En las secciones siguientes se trata cada uno de estos
pasos.
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8.2.3.1 Inmovilizacién del amplicon en la membrana de nylon HyBoND™

En § 4.2.3.1, se describen las distintas metodologias de inmovilizacién sobre una membrana
de nylon 3539, En el presente capitulo, al igual que en el formato desarrollado en el capitulo 4, se utiliza
también la inmovilizacidn por calor seco 35384041,

La preparacién del DNA que serd inmovilizado, en este caso el amplicon, se realiza segun se
ha explicado en § 8.2.2.7.

El protocolo de inmovilizacién del amplicon en las membranas de nylon fue el siguiente:

1.- Se prehumedecen las membranas de nylon en 10 X SSC.

2.- Se agregan 2 ul (de la solucion final obtenida del procedimiento de preparacion del DNA,
§ 8.2.2.7) sobre las membranas de nylon prehumedecidas. Para cada nueva adicion, se
espera que la alicuota anterior se seque completamente a temperatura ambiente. Se repite
tantas veces como amplicén se desee inmovilizar.

3.- Se humedecen las membranas con solucién deshibridizante durante 5 min. Este
procedimiento facilita la ruptura de los puentes de hidrégeno, asegurando que todo el
material genético se encuentre como ssDNA y sea susceptible a hibridarse con su secuencia
complementaria.

4 - Se transfieren las membranas a solucién neutralizadora por 1 minuto.

5.- Se colocan las membranas sobre papel absorbente durante 30 minutos.

6.- Se procede a la fijacion del DNA al soporte. Se envuelven las membranas con papel de
filtro y se transfieren a una estufa, a 80 °C durante 2 horas.

Si no van a ser utilizadas inmediatamente, en este punto las membranas modificadas pueden
conservarse envueltas en papel de aluminioa4°C (§ 6.3.2).

8.2.3.2 Tratamiento de prehibridacion de las membranas de nylon HyBonp™ modificadas
con el amplicén

El objetivo del tratamiento de prehibridacion consiste en la utilizacion de moléculas de alto
peso molecular para bloquear los sitios libres de la membrana de nylon, de manera de favorecer la
hibridacion y no la adsorcién inespecifica de la sonda que lleva la biotina. En § 4.2.4 se discuten en
detalle y se seleccionan las variables del tratamiento de prehibridacién, tales como:

e tipo de solucion de prehibridacion: reactivos bloqueantes 3536384044 yso de formamida

36,38,40,42,44 y SDS 35,36,40-45

e temperatura y tiempo del tratamiento de prehibridacion 36.38 44,

e agitacion durante el tratamiento de prehibridacion 353646,

e volumen utilizado durante el tratamiento de prehibridacion 3644,

En el presente capitulo se utilizd la misma solucion de prehibridacién que en § 4.2.4.2, cuya
composicion final fue:

5 X SSC;
5 X de reactivo de Denhardt;
100 pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado;
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0.5 % plv de SDS;
50 % v/v de formamida.

Las variables utilizadas en el tratamiento de prehibridacién fueron:

e temperatura y tiempo del tratamiento de prehibridacién: 42 °C, 4 h.

e agitacion durante el tratamiento de prehibridacion: suave.

e volumen utilizado durante el tratamiento de prehibridacion: 450 .

El protocolo del tratamiento de prehibridacién de las membranas de nylon HysonD™ fue el

mismo que el utilizado en § 4.2.4.6, y consistié en:

1.- Se colocan las membranas, luego de la fijacién del ssDNA (véase protocolo de
inmovilizacién, § 8.2.3.1), en tubos eppendorf con la cara en la que ha sido adsorbido el DNA
del lado de la luz del tubo de manera que quede en contacto con la solucion.

2.- Se agregan 450 pl de solucion de prehibridacion.

3.- Se colocan los tubos eppendorf en el incubador, con agitacién suave y a 42 ° C, durante 4
h.

8.2.3.3 Hibridacion de las membranas de nylon Hysono™ modificadas con el amplicén

Este es el paso mas importante del procedimiento de construccion del sensor, ya que en este

punto ocurre la hibridacién de la sonda funcionalizada con biotina y el amplicon 1S200 inmovilizado en
la membrana. En § 4.2.5 se discuten en detalle y se seleccionan las variables del procedimiento de
hibridacién, tales como:

e tipo de solucion de hibridacién: reactivos bloqueantes 363384044 yso de formamida 36384042
44y SDS %4045, fuerza ionica 3849, uso de dextranos 404143 o polietilenglicol 384245,

e temperatura y tiempo de hibridacidn 33844,

e agitacion durante la hibridacidn 353646,

e volumen de hibridacion 3644,

En el presente capitulo se utiliza la misma solucién de hibridacion que en § 4.2.5.2, cuya

composicion final es:

5 X SSC;

1 X de reactivo de Denhardt;

100 pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado;
0.5 % p/v de SDS;

50 % v/v de formamida.

Las variables utilizadas en el procedimiento de hibridacion fueron:

e temperatura y tiempo de hibridacion: 42 ° C, durante toda la noche.
e agitacion durante la hibridacién: suave.

e volumen de hibridacion: 450 pl.
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La preparacién de la sonda funcionalizada con biotina se realizd como se describiera en §
4257.

El protocolo de hibridacién de las membranas de nylon HyBonD™ fue el mismo que el utilizado
en §4.2.5.8 y consistio en:

1.- Inmediatamente después del tratamiento de prehibridacion (§ 8.2.3.2), se quita la solucién
de prehibridacion de los tubos eppendorf, sin mover las membranas, y se agregan 450 ul de
solucién de hibridacion, preparada segun § 4.2.5.2.
2.- Se dejan los tubos eppendorf en el incubador con agitacion suave y a 42 °C, durante 10
minutos (para que la solucidn de hibridacion tome esta temperatura).
3.- Se adiciona un volumen (en pl) de sonda biotinilada en 5°, complementaria a 1S200.
4.- Se dejan las membranas en hibridacién con agitacion suave y a 42 °C, durante toda la
noche.
5.- Luego de la hibridacion, se procede a los lavados posthibridacién de las membranas, de
la siguiente manera:

1.- 10 minutos, en 40 ml de 2 X SSC-0.1 % SDS, con agitacion suave, a 20 °C

2.- 10 minutos, en 40 ml de 0.2 X SSC-0.1 % SDS, con agitacion suave, a 50 °C

3.- Se remojan las membranas en 2 X SSC dos veces a 20 °C, para quitar el SDS.

8.2.3.4 Marcacion enzimatica posthibridacion

Una vez formado el hibrido entre el producto de la PCR —el amplicdn- y la sonda
complementaria funcionalizada con biotina, éstos deben evidenciarse mediante su reaccién con el
conjugado estreptavidina-HRP. La peroxidasa es quien genera la sefial analitica amperométrica luego
de la reaccidn con el sustrato adecuado.

En § 4.2.6 se discuten en detalle y se seleccionan las variables del procedimiento de
marcacion enzimatica, tales como:

e tipo de solucién de marcacion enzimatica 38

e temperatura y tiempo de premarcacién con solucion blogueante 38

e temperatura y tiempo de marcacion 38

e agitacion durante la marcacion 35 36. 38,46

e volumen de marcacion 36 44

En el presente capitulo se utilizé la misma solucién bloqueante para la marcacion enzimatica
que en § 4.2.6.2, cuya composicion fue:

1 XPBS

2 % p/v BSA

0.1 % p/v Tween 20
5mM EDTA

Las variables utilizadas en el procedimiento de marcacion enzimatica fueron:
e temperatura y tiempo de premarcacién con solucion bloqueante: 37 °C, 30 min
e temperatura y tiempo de marcacion: 37 °C, 1h
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e agitacion durante la premarcacién y marcacién enzimatica: suave

e volumen de marcacion enzimatica: 450 pl

La preparacion del complejo estreptavidina-HRP se realizd de manera idéntica que en §
4.2.6.8.

El protocolo de marcacion enzimatica de las membranas de nylon HyBoND™ posthibridacion

para el formato dot-blot ha sido descripto en § 4.2.6.9. Consistié en:

1.- Inmediatamente después de la hibridacion en el formato dot-blot (§ 8.2.3.3) y de los
lavados de posthibridacion, se colocan las membranas en los tubos eppendorf con la cara en
la que se ha adsorbido el DNA hacia la luz del tubo, y se agregan 450 ul de solucion
bloqueante.
2.- Se dejan los tubos eppendorf en el incubador con agitacion suave y a 37 °C, durante 30
minutos (procedimiento de premarcacion con solucién blogueante).
3.- Se adiciona un volumen (en ) de conjugado enzimatico.
4 - Durante la marcacién enzimatica, se dejan las membranas en agitacién suave y a 37 °C,
durante 1 h.
5.- Luego de la marcacién, se procede a los lavados postmarcacién de las membranas, de la
siguiente manera:

1.- 10 minutos, en 40 ml de solucion de lavado, con agitacién suave, a 20 °C

2.- Se repite 2 veces méas

En este caso, se utilizd la misma solucién de lavado que en § 4.2.6.7, de la siguiente

composicion:

10 mM fosfato potasico, pH 6.5

0.5 M NaCl

0.05 % p/v Tween 20

0.1 % p/v BSA

1 mM EDTA

La importancia de los lavados postmarcacién enzimatica se trata con detalle en § 4.2.6.7.

8.2.4 INTEGRACION AL TRANSDUCTOR DE LAS MEMBRANAS MODIFICADAS

Una vez se preparan las membranas, estan listas para incorporarse al transductor

amperométrico. En § 2.3.5.1 se seleccion6 como transductor el composite rigido grafito-epoxi. Para
todas las determinaciones se utilizé el mismo sensor. Antes de integrar la membrana al transductor,
éste fue sometido al procedimiento de pulido (§ 2.2.4.3), cuya reproducibilidad fue evaluada en §
2.3.5.4. Este procedimiento se repitid entre calibrados con el objeto de obtener superficies frescas ya
que, en caso contrario, el transductor sufre de pasivacion (§ 3.2.2.5).

El procedimiento de integracion de las membranas modificadas al transductor grafito-epoxi

fue el mismo que el descripto en § 6.2.3 y Figura 6.3, basado en un sistema de sujeciéon mas robusto
que el utilizado en capitulos anteriores.
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8.2.5 EVALUACION DE LOS GENOSENSORES

La sefial analitica amperométrica esta relacionada con la cantidad de enzima (HRP) que se
haya unido a los hibridos de DNA preformados en las membranas. Asi, en el formato dot-blot, éstos
hibridos se forman entre el amplicon inmovilizado en la membrana y la sonda complementaria a la
secuencia 1S200 funcionalizada con biotina. Luego, la funcionalizacién de los hibridos con biotina se
evidencia a través de la reaccion con el conjugado estreptavidina-HRP.

La evaluacion se llevd a cabo con el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2. La celda de
medida fue una solucién amortiguadora de fosfato 0.1 M, KCl 0.1 M pH 7.0, utilizandose como
electrodo de trabajo el genosensor construido en § 8.2.4. La concentracion de hidroquinona en el
medio fue de 1.8 mM. A este sistema, se le aplicé el potencial de reduccion de la hidroquinona (-0.1 V,
vs Ag/AgCl), que fuera optimizado en § 3.3.1.1.

Para la evaluaciéon de los genosensores directamente se agregd una alicuota de sustrato
enzimatico (H202) al medio de calibracién, tal que con una adicién se consiga la saturacion de la
enzima (la concentracion de sustrato empleada fue de 1.06 mM). De esta forma, la informacion
analitica que se obtuvo fue correspondiente a la Imax, la cual es proporcional a la actividad enzimatica
en la superficie del transductor. Los tiempos de respuesta fueron de 2 minutos, que es el tiempo de
respuesta del sistema para la obtencién de la lectura correspondiente a la lmax.

8.2.6 OPTIMIZACION DE LOS GENOSENSORES DE MEMBRANAS RECAMBIABLES
PARA LA DETECCION DEL AMPLICON 1S200

Numerosisimas variables pueden optimizarse en este formato, aunque los efectos de algunas
de estas variables fueron tratadas en apartados anteriores.

Las variables mas importantes son:

e cantidad de amplicén inmovilizado en la membrana

e cantidad de sonda biotinilada en la solucion de hibridacion

e cantidad de conjugado estreptavidina-peroxidasa en la solucién blogueante durante la
marcacién enzimatica

En cuanto a la cantidad de amplicdn inmovilizado en la membrana, se ha utilizado la cantidad
recuperada luego de la electroforesis (§ 8.2.2.6) (aproximadamente 10 pmoles).

La cantidad de sonda funcionalizada con biotina fue de 60 pmoles.

Por otro lado, como se ha utilizado el mismo conjugado enzimatico que el optimizado en el
capitulo 6, se han utilizado 0.49 ug de HRP-estreptavidina.

Para evaluar la sefial debida al amplicon, se prepararon en todos los casos un lote de
membranas “blanco” para la evaluacion de la adsorcion inespecifica, y un lote de membranas
“genosensoras” para evaluar la hibridacion. Por cada lote se procesan normalmente tres membranas.
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La adsorcién inespecifica se utilizd para detectar la verdadera sefial de fondo del dispositivo,
ya que por diferencia entre la sefial de las membranas “genosensoras” y las membranas “blanco”, se
obtuvo la respuesta analitica debida al proceso de hibridacion.

En los apartados siguientes se explica el protocolo de preparacion de las membranas
“‘genosensoras” y “blanco”.

En la Figura 8.4 se muestra esquematicamente cada uno de los pasos involucrados en la
preparacion de los genosensores y el fundamento de la obtencion de la sefial analitica.
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Figura 8.4. Representacion esquematica del procedimiento experimental sequido en la preparacion y
evaluacion de los genosensores para la determinacion del amplicén 1S200.

8.2.6.1 Protocolo de preparacion de las membranas “genosensoras” en formato dot-
blot

1.- Se sigue el protocolo de inmovilizacién del amplicén, descripto en § 8.2.3.1.

2.- Se continda con el tratamiento de prehibridacién, descripto en § 8.2.3.2.

3.- Se sigue con el protocolo de hibridacién en formato dot-blot descripto en § 8.2.3.3
4.- Se termina con el protocolo de marcacion enzimatica descripto en § 8.2.3.4.

8.2.6.2 Protocolo de preparacion de las membranas “blanco” en formato dot-blot

Este lote se realiz6 de manera idéntica al de las membranas “genosensoras” (§ 8.2.6.1), pero
obviando el paso de adicion del amplicon 1S200, es decir, no hay analito sobre la membrana.

Como el resto de los reactivos fue el mismo, en estas membranas se evaluaron todos los
procesos de adsorcion, pero no el proceso de hibridacién sobre la membrana.
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En § 4.2.13, se explicd de manera exhaustiva las posibilidades de adsorcion inespecifica en
el formato descripto en el capitulo 4.

Las posibilidades de adsorcidn inespecifica en este caso son similares a las descriptas en el
formato dot-blot del capitulo 4. Durante el proceso de hibridacion, puede adsorberse de manera
inespecifica la sonda biotinilada. Este mecanismo de adsorcion inespecifica contribuye de manera
indirecta, ya que por si solo no aumenta la sefial analitica inespecifica.

Durante el procedimiento de marcacion enzimética en el formato dot-blot, el conjugado
enzimatico tiene dos posibilidades de adsorcion inespecifica:

e unirse a la sonda biotinilada adsorbida inespecificamente;

e adsorberse directamente en la membrana.

Estas posibilidades de adsorcién, que contribuyen a aumentar la sefial analitica de manera
inespecifica, se evaluaron en las membranas “blanco”.

El protocolo que se sigui6 para su preparacion fue:

1.- Se sigue el protocolo de preparacion de las membranas, descripto en § 8.2.3.1, con la
unica diferencia que no se adiciona amplicén 1S200, es decir, no hay analito sobre la
membrana (se obvia el paso 2 del protocolo).

2.- Se colocan estas membranas en tubos eppendorf y sigue con el paso 2 del tratamiento de
prehibridacion, descripto en § 8.2.3.2.

3.- Se continua con el protocolo de hibridacién, descripto en § 8.2.3.3. En este caso, al no
haber analito en la membrana, no va a haber hibridacion y si s6lo adsorcién inespecifica de
la sonda biotinilada.

4.- Se termina con el protocolo de marcacién enzimatica descripto en § 8.2.3.4.

8.2.6.3 Integracion al transductor de las membranas modificadas y evaluacion de los
genosensores

Una vez preparadas las membranas “genosensoras” y las membranas “blanco”, se integraron
al transductor amperométrico, como se explicara en § 8.2.4.

La evaluacion de los sensores preparados se realizd basandose en la sefial generada,
finalmente, por la enzima peroxidasa, segln se explicara en § 8.2.5.

De esta forma, la informacién analitica que se obtuvo —procesando replicados— fue
correspondiente a la lnax, la cual es proporcional a la actividad enzimética de los blancos y de los
genosensores.

El dato analitico de mayor interés es la sefial de hibridacion propiamente dicha, que se
obtiene por la siguiente expresion:

Sefial de hibridacién= X Insx genosensor - X Imax blanco

Con esta expresion se elimina el efecto de la adsorcion inespecifica.
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Esta sefial de hibridacion estd en relacién con la cantidad de enzima presente en la
membrana pero que se encuentra Gnicamente unida al hibrido formado en la superficie y directamente
relacionada con la cantidad de amplicén inmovilizado en la membrana (Figura 8.4).

8.2.6.4 Disefio del experimento de deteccion del amplicon 1S200

La Tabla 8.2 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacién, hibridacion y marcacidén enzimatica.

Tabla 8.2. Disefio del experimento del formato dot-blot para la evaluacién del amplicén 1S200. En la
fabla se muestran las cantidades de reactivos adicionados en los pasos de inmovilizacion por
adsorcion, hibridacion y marcacion enzimatica.

Lote 1 Lote 1 Lote 2 Lote 2
REACTIVOS “blanco” “genosensor” “blanco” “genosensor”
n=2 n=1 n=3 n=2
amplicén 1S200
-analito- No se adiciona 5.9 pmoles No se adiciona 9.9 pmoles
protocolo de adsorcién () ()
sonda biotinilada
protocolo de hibridacion 60.0 pmoles 60.0 pmoles 60.0 pmoles 60.0 pmoles
HRP-estreptavidina
protocolo de marcacion 0.49 ug 0.49 ug 0.49 ug 0.49 g
enzimatica

Para evaluar la utilidad de los genosensores de membranas recambiables en la
determinacion de amplicdn, se realizaron dos procedimientos de amplificacion de la secuencia 1S200
distintos (§ 8.2.2).

Por cada experimento se procesaron dos lotes de membranas, como se explicara en § 8.2.6,
denominadas membranas “genosensoras” y membranas “blanco”.

En las membranas “genosensoras” del lote 1 se inmovilizaron 5.9 pmoles de amplicon,
mientras que en las del lote 2 se inmovilizaron 9.9 pmoles del producto de PCR.

Cabe destacar que las cantidades de amplicon son aproximadas y sélo orientativas, ya que
se calcularon de manera estimativa observando la intensidad de las bandas obtenidas mediante la
electroforesis del amplicon (§ 8.2.2.5).

En este apartado en particular se mantuvieron constantes las cantidades de sonda
funcionalizada con biotina en la solucién de hibridacién y de conjugado enzimatico en la solucion
bloqueante.
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8.3 RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1 EXTRACCION DEL DNA CROMOSOMICO DE LA BACTERIA SALMONELLA

Para poder comprobar la efectividad de la extraccion del DNA cromosémico se realizéd una
electroforesis en agarosa con una porcion del extracto y con tincién de bromuro de etidio (§ 8.2.2.3).
Mediante la observacion de la placa con una transiluminador UV se comprob6 que se habia obtenido
una banda correspondiente al DNA bacteriano (resultados no mostrados), por lo que el procedimiento
descripto en § 8.2.2.2 fue efectivo.

8.3.2 PROCEDIMIENTO DE AMPLIFICACION DE LA SECUENCIA GENICA 1S200
MEDIANTE PCR

Para poder comprobar la efectividad de la amplificacién por PCR del fragmento previsto de la
secuencia 1S200, luego de la PCR se realizd con una electroforesis en agarosa con de bromuro de
etidio y se sembr6 al mismo tiempo el marcador de PM ®X174 DNA/Hinf | Markers (§ 8.2.2.5). El
objeto de la electroforesis es triple. El primero es comprobar si hubo amplificacion, es decir, si la PCR
funcioné correctamente (ausencia de inhibidores, funcionamiento correcto del par de primers, de los
reactivos y de las condiciones experimentales de la PCR) y si la banda es Unica (seleccién correcta
del par de primers desde el punto de vista de la especificidad). El segundo, y mediante la utilizacion
del marcador, es la comprobacion del peso molecular del amplicdn, que deberia tener 229 pb (véase
Figura 8.1). El tercero es separar la banda de otros componentes de la PCR.

Mediante la observacién de la placa con una transiluminador UV se comprobd que se habia
obtenido una Unica banda del peso molecular aproximado al del amplicdn, por lo que el procedimiento
de PCR descripto en § 8.2.2.4 fue efectivo (Figura 8.5), y el par de primers seleccionado mostro una
buena especificidad.

8.3.3 PURIFICACION DEL AMPLICON

Para poder comprobar la efectividad del procedimiento de purificacién de la banda del
amplicon (§ 8.2.2.6) se realiz6 una electroforesis en agarosa con una porcion del extracto purificado y
con tincién de bromuro de etidio. Mediante la observacion de la placa con una transiluminador UV se
comprobd que se habia recuperado la banda con el procedimiento de purificacion (resultados no
mostrados) y que, por tanto, el procedimiento de purificacion fue efectivo. El producto del
procedimiento de purificacion (§ 8.2.2.7) fue el utilizado para la inmovilizacién en el genosensor (§
8.2.3.1).
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Figura 8.5. Electroforesis del amplicon y comparacion con el marcador de peso molecular ®X174
DNA/Hinf |

8.3.4 GENOSENSOR PARA LA DETECCION DEL AMPLICON 1S200

En la Figura 8.6 se muestran los resultados del experimento realizado en § 8.2.6.4. Este
experimento se basa en el disefio de un formato dot-blot para la deteccion de un producto de PCR
mediante un genosensor amperométrico de membranas recambiables. En la figura, cada barra
muestra el valor medio de cada lote de membranas (*blanco” y “genosensoras”), y el error de la barra
representa la desviacion estandar (ec. 1, § 4B.1.1) de los replicados de cada lote.

En el lote 1 se ha podido realizar un Unico ensayo genosensor (debido a problemas practicos
durante la purificacién de la banda del amplicon), por lo cual las pruebas estadisticas se realizaron
con los resultados obtenidos con el lote 2, y se muestran en la Tabla 8.3.

La diferencia significativa de sefial amperométrica que existe entre los genosensores y los
blancos (prueba f) permite afirmar que el procedimiento de detecciéon del amplicon 1S200 ha
funcionado correctamente, y que la hibridacion del analito de 229 pb con una sonda biotinilada de 30
mer ocurre con efectividad.

En la Figura 8.6 puede observarse que la desviacién estandar relativa (ec. 2, § 4B.1.2) para
los genosensores es del orden del 13 %.

Pareceria que existe una disminucion de la sefial amperométrica entre los sensores del lote 1
(con 6 pmoles de amplicon) y del lote 2 (con 10 pmoles de amplicdn inmovilizado en la membrana).

Es necesario puntualizar que las cantidades en pmoles de amplicon inmovilizado son solo
estimadas por la densidad optica observada en la electroforesis realizada en § 8.2.2.5.

Ademas, en el lote 1 sdlo se ha podido realiza un Unico ensayo debido a problemas practicos
durante la purificacion de la banda del amplicén.

En caso de que las cantidades inmovilizadas fuesen las estimadas, esta pequefia
disminucion con el aumento de amplicon inmovilizado en la membrana se corresponderia a las
conclusiones de § 4.3.1. La membrana estaria saturada de material genético, por lo que un aumento
en la cantidad de analito no se corresponde a un aumento de la sefial amperométrica.
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Figura 8.6. Resultados obtenidos en la evaluacion del amplicon 1S200 mediante un formato dot-blot de
mediante hibridaciéon con una sonda de 30 mer funcionalizada en 5" con biotina. DNA analito
(amplicon) 229 mer inmovilizado en la membrana: Lote 1 (5.9 pmoles); Lote 2 (9.9 pmoles). Sonda
biotinilada 30 mer: 60.0 pmoles. HRP-estreptavidina: 0.49 ng. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0.
Mediador: hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apiicado: -0.1 V (vs Ag/AgCl).
Electrodo de trabajo grafito-epoxi-membrana HYBOND™ modificada segin § 8.2.6.4.

Tabla 8.3. Pruebas estadisticas para la comparacion de las varianzas (prueba F) y de los valores
medios (prueba t) de las sefiales de los genosensores y de los blancos, realizadas con una confianza
del 95 %.

ESTADISTICOS blanco genosensor
(n=3) (n=2)

s
(ec. 1,§4B.1.1) $1=76.2 $2=113.1
Prueba F (bilateral)
(ec. 3, §4B.1.3) Fearc (2.2) < F1,2 (38.5)
Sp

(ec. 4B, §4B.1.4.1) Sp=90.2
grados libertad
(ec. 6B, §4B.1.4.3) 3
Prueba ¢ (unilateral)
(ec. 5B, §4B.1.4.2) fealc (4.39) > 3 (2.35)

8.4 CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un método alternativo para la deteccion de Salmonella sp mediante el
andlisis de su genotipo. El procedimiento combina la amplificacién por PCR de la secuencia
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de insercion 1S200 y la deteccion del amplicon mediante un genosensor amperométrico de
membranas recambiables en formato dot-blot con un sistema de marcacién enzimatica.

2. Los tiempos de andlisis respecto a un método microbioldgico clasico de deteccion de
Salmonella sp se han reducido desde 4 a 5 dias a 36 horas.

3. La desviacion estandar relativa es del orden del 13 % mediante este formato dot-blot que
utiliza la marcacién biotina-estreptavidina-HRP.

4. La especificidad total del procedimiento depende del reconocimiento de tres secuencias
distintas. Estos tres reconocimientos estan determinados por el uso de los dos
oligonucledtidos primers (de 23 mer cada uno) durante la amplificacion por PCR de la
secuencia 1S200 y por la utilizacion de la sonda biotinilada (de 30 mer) durante la hibridacion
del amplicdn en el genosensor de membranas recambiables. Asi, en total se reconocen 76
bases nitrogenadas de la secuencia 1S200.

5. Los protocolos de extraccion del DNA cromosdmico, de PCR, y de purificacion del
amplicon utilizados han dado resultados satisfactorios.

6. Al aumentar la cantidad de amplicon inmovilizado en el genosensor no se observa un
aumento correspondiente de sefial amperométrica, por lo que la membrana podria estar
saturada con material genético. Sin embargo, el método permite afirmar —con una confianza
del 95 %- la presencia del amplicon IS200 a unos niveles de pocas pmoles de analito.

7. El método se puede simplificar aun mas, mediante el acortamiento de procedimientos tales
como extraccion del DNA y eliminado el procedimiento de purificacion de la banda.
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INMOVILIZACION DE DNA SOBRE SUPERFICIES
GRAFITO-POLIMERO

DESARROLLO DE UN GENOSENSOR AMPEROMETRICO DE
RECONOCIMIENTO MULTIPLE

9.1 INTRODUCCION

En el trabajo desarrollado en los capitulos anteriores, se describe la utilizacion como
transductor de un composite grafito-epoxi con una membrana de nylon HyBOND integrada al mismo
(capitulos 4 a 8). Se selecciond la membrana de nylon HYBOND ya que es muy conocida su utilidad
para los analisis de DNA mediante dot-blot clasicos basados en detecciones dpticas. Ademas, los
protocolos de inmovilizacién de material genético, prehibridacion, hibridacién y marcacion enzimética
utilizando dichas membranas se encuentran descriptos en la bibliografia y son ampliamente utilizados
en los laboratorios de analisis genéticos.

En el trabajo descripto en los capitulos anteriores se ha demostrado la utilidad de integrar
dicha membrana a un transductor con un sistema de deteccidn electroquimico, lo cual otorga ventajas
tales como sencillez y robustez de equipamiento, a coste de alargar el procedimiento experimental de
preparacion del genosensor y, por lo tanto, el tiempo de analisis. Dicho genosensor de membranas
recambiables se basa en la deteccion final del marcador enzimatico (peroxidasa) mediante la técnica
amperométrica. Ademas, se selecciond como transductor electroquimico para integrar la membrana
modificada un composite rigido grafito-epoxi frente a otros transductores tales como otros composites
rigidos (grafito-metacrilato), carbono vitrificado o pasta de carbono (§ 2.3.5.1). Esta seleccién se basd
en propiedades fisicas —tal como robustez del material del transductor- y electroquimicas. El
composite grafito-epoxi posee unas buenas propiedades de conduccion y una mayor sensibilidad de
las determinaciones; las propiedades fisicas de este material pueden permitir su implementacion en
distintas configuraciones.
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Pese a que los distintos formatos de analisis desarrollados en el trabajo descripto en los
capitulos anteriores han demostrado su utilidad y sus ventajas respecto a los formatos clasicos en
cuanto a la deteccion del evento de hibridacion, obviamente es importante para un analisis genético la
rapidez en la obtencion de resultados.

El hecho de utilizar una membrana integrada a un transductor amperométrico implica la
disminucién de la sensibilidad en la deteccion. Una membrana colocada en la interfase entre el
transductor electroquimico y la solucién —donde se generan las especies electroactivas a ser
detectadas— opera como una barrera difusional que hace que las especies electroactivas lleguen en
menor medida al transductor para ser detectadas (véase Figura 9.1), a la vez que se retarda el
establecimiento del estado estacionario o, lo que es lo mismo, aumenta el tiempo de respuesta (Figura
2.19,§2.3.5.1).

Asi, el hecho de poder suprimir la membrana y de inmovilizar el DNA directamente sobre el
transductor traeria asociado un aumento de sefial electroquimica y, sobre todo, la reduccién de los
tiempos empleados en el procedimiento total de analisis.

transductor grafito-epoxi-HYBOND transductor grafito-epoxi
HZO H202 H202 Hzo
oXx HRP red red HRP ox
red M 0oX OX
menor difusion mayor difusion
\ 3 de especies  de especies
% electroactivas electroactivas
PRI T PN AT TN T TS T Ml

Figura 9.1. Dibujo esquematico en el que se muestra el efecto difusional de la membrana de nylon
HYBOND integrado al composite grafito epoxi, comparativamente con el transductor desnudo.

La adsorcion es el método mas simple de inmovilizacién de acidos nucleicos a superficies,
debido a que no requiere reactivos especiales ni utilizacién de DNA funcionalizados.

Existen varios ejemplos en la bibliografia que reportan la adsorcion directa de DNA sobre
materiales electrédicos utilizados como transductores en genosensores electroquimicos, pero con
esquemas de deteccion diferentes al que propone el presente trabajo.

Para la adsorcién electroquimica de DNA (a potencial controlado) (véase § 1.4.5.1) se utilizo
como material transductor carbono o pasta de carbono *5. Para la adsorcién fisica del DNA (véase §
1.4.5.1) se utilizaron como materiales transductores carbono vitrificado &8, grafito pirolitico ¢, oro 1,
mercurio .12, y transductores modificados superficialmente con polimeros conductores (polipirrol
electropolimerizado) *3.
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Un composite es un material de naturaleza mixta. EI DNA podria interaccionar con el grafito a
través de su esqueleto fosfato azlicar mediante uniones de tipo electrostaticas. Por otro lado, la matriz
polimérica de tipo epoxi —de naturaleza fundamentalmente no polar— podria estabilizar el DNA por
interacciones hidrofébicas con las bases nitrogenadas.

Por otro lado, el caracter dual de la superficie del composite, compuesta de particulas de
grafito en un medio polimérico *4, augura unos fendmenos de superficie mas ricos en comparacion con
lo que acontece sobre una malla de nylon cargada positivamente (como es el caso de los
genosensores de membranas recambiables descriptos en los capitulos anteriores), o con superficies
continuas de materiales conductores, tales como grafito, oro o polipirrol. Esto se puede explicar por el
fendmeno de microelectrodos. Si la superficie de un macroelectrodo se reduce, la sefial y el ruido
asociado disminuye. En los microelectrodos, se establece una difusién no linear que aumenta la
calidad de la sefial 156, Este efecto se traduce por una mejora de la relacion sefial/ruido, y en menores
limites de deteccidn, aunque las bajas corrientes producidas por los microelectrodos requieren
instrumentacion costosa. Una alternativa es la construccién de arreglos de microelectrodos separados
por una matriz aislante y conectados en paralelo 1. La sefial producida por el macroelectrodo asi
construido es la suma de las sefiales de cada microelectrodo, y con las mejoras de la relacion
sefial/ruido que otorga el uso de varios microelectrodos. La construccion de un arreglo de
microelectrodos es costoso y dificultoso, pero una aproximacion a este dispositivo se consigue con los
composites 1418, formados de particulas conductoras dispersas en una matriz polimérica, que
muestran las mismas propiedades electroquimicas que un arreglo de microelectrodos.

Los antecedentes mas proximos a la utilizacién de composites grafito-epoxi son las pastas de
carbono 19, descriptas con anterioridad en la literatura en la preparacién de genosensores
electroquimicos; estos genosensores se basan en la adsorcion del DNA y en técnicas de transduccion
diferentes a las utilizadas en el presente trabajo. Sin embargo, las pastas de carbono poseen
propiedades fisicas y mecanicas poco deseables en cuanto a la preparacion de genosensores
robustos y en distintas configuraciones, y su estabilidad en solventes no polares es escasa.

En el trabajo desarrollado en el presente capitulo se evalua la inmovilizacion por adsorcion
fisica de material genético directamente sobre la superficie de un transductor electroquimico basado
en un composite grafito-epoxi —debido a las ventajas que este material ha demostrado respecto a
otros transductores electroquimicos—, y la posibilidad de llevar a cabo directamente sobre dicho
transductor la hibridacion utilizando una sonda biotinilada y la reaccién de marcaciéon enzimatica
utilizando HRP-estreptavidina.

En primera instancia, se validara este nuevo dispositivo genosensor basado en la adsorcion
sobre el composite grafito-epoxi, mediante la utilizacién de un formato de reconocimiento multiple —
descripto en el capitulo 6 para un genosensor de membranas recambiables— con el objeto de
comparar los resultados obtenidos con los del genosensor de membrana recambiable, observando si
se obtienen las ventajas sustanciales que se esperan respecto al disefio del genosensor anterior. Para
el formato de reconocimiento mdltiple se ha escogido como analito poli(dA) —cuya longitud es de 260
mer aproximadamente— y como sonda funcionalizada dT(50)-biotina.

Posteriormente, se evaluara como influyen cada una de las variables implicadas en el
analisis: tiempo de los procedimientos (inmovilizacién por adsorcién, hibridacion y marcacion
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enzimatica), concentracion de los reactivos (analito, sonda biotinilada, HRP-estreptavidina) y utilidad
de los tratamientos de prehibridacion y de premarcacion.

9.2 EXPERIMENTAL

9.2.1 EQUIPAMIENTO Y REACTIVOS

9.2.1.1 Equipamiento

Las medidas amperométricas se realizaron con la misma instrumentacion analitica y
electrodos descriptos en § 2.2.2.

Las incubaciones a temperatura controlada se realizaron en el eppendorf Thermomixer
modelo 5436.

9.2.1.2 Reactivos y materiales

Los composites se prepararon con grafito en polvo de tamafio de particula de 50 um (BDH),
resina epoxi Epo-Tek H77 (Epoxy Technology, USA).

Los pulidos de las superficies de los composites se realizaron con papel de alimina de 3 um
(polishing strips 301044-001, Orion).

Los calibrados se realizaron con peréxido de hidrogeno (Merck) y se utilizd como mediador
hidroquinona (Sigma).

La enzima utilizada fue el conjugado estreptavidina-peroxidasa (HRP, 1.11.1.7) (Roche
Biochemicals Diagnostics). La estreptavidina del conjugado se obtiene de Streptomyces avidinii, que
se conjuga a -peroxidasa de rébano picante utilizando el método del periodato.

El poli(dA) (sal sédica del acido poliadenilico) (5 U, PM 91900 g/mol, aproximadamente 260
mer) fue suministrado por Sigma.

Se encargd la sintesis del siguiente oligonucleétido biotinilado a MWG-BIOTECH (Alemania):

e dT(50)-biotina

biotina 5-TTT TTT TTTTTITTTTTITTITTITTITTITTIT TITTITTTIT TTT TTT TT-3°

Caracteristicas del producto:

Tm =56.3 ° C; GC = 0 %; cantidad de DNA: 21.1 OD, 713 ug, 45.9 nmol; P.M.: 15553 g/mol;

purificacion: HPSF (high purified salt free); longitud = 50 mer.

Las composiciones de las soluciones de prehibridacion e hibridacion seleccionadas fueron:

e Solucion de prehibridacion (Sigma): 10 X SSC, 10 X reactivo de Denhardt, 200 ug/ml de

DNA de esperma de salmén (extraido con fenol y cloroformo).

e Solucién de hibridacién (Sigma): 10 X SSC, 2 X reactivo de Denhardt, 200 pig/ml de DNA

de esperma de salmén (extraido con fenol y cloroformo).

La proteina BSA es de BDH. Otros reactivos utilizados tales como formamida, SDS, Tween
20 fueron adquiridos en Sigma.
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Para los ensayos de interacciones inespecificas se utilizd Salmon testes DNA (11 mg/ml) de
Sigma, y un oligonucleétido de 50 mer, cuya sintesis se encargd a MWG-BIOTECH (Alemania):

5-CAG CAA ATG GGA ACT CTAATG GAG ATT TTT CCA AAC AAA ATATAG ATATT-3'

El resto de los reactivos utilizado fue de calidad proanalisis o similar. Las soluciones acuosas
se prepararon con agua bidestilada o agua bidestilada filtrada.

Las composiciones de otras soluciones preparadas, fueron:

e 20 X SSC 3.0 M NaCl, 0.3 M citrato trisédico, pH 7.0

e 10 X PBS 1.3 M NaCl, 0.1 M de fosfato sédico, pH 7.2

0.2.2 MODIFICACION DEL TRANSDUCTOR GRAFITO-EPOXI: HIBRIDACION Y
MARCACION

Los genosensores se prepararon mediante un protocolo que constd de 3 pasos
fundamentales:

1.-Inmovilizacién de poli(dA) en la superficie del genosensor basado en un transductor tipo

composite rigido grafito-epoxi

2.-Hibridacién del analito inmovilizado en el transductor grafito-epoxi

3.-Marcacién enzimatica posthibridacién de los hibridos formados en el transductor grafito-

epoxi.

Una vez modificados, los genosensores fueron evaluados amperométricamente.

El tratamiento de prehibridacion y de premarcacién con solucién bloqueante no se ha
agregado al protocolo definitivo debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2.

En las secciones siguientes, se trata cada uno de estos pasos. Para mayores detalles de
cada uno de estos procedimientos, véase el capitulo 4, ya que la metodologia utilizada es la que fuera
optimizada en el trabajo descripto en este capitulo.

9.2.2.1 Inmovilizacion de poli(dA) en un composite grafito-epoxi

En § 4.2.3.1 se describen las distintas metodologias de inmovilizacion sobre una membrana
de nylon 2023, La inmovilizacidn por adsorcién sobre el naylon, tal como ya se ha comentado, se debe
a su potencial Z superficial positivo entre pH 2.0 y 12.0. Al ser el DNA un polianion al pH de trabajo,
por tanto la interaccidn es fundamentalmente de tipo electrostatica.

En el presente trabajo, al igual que en los capitulos anteriores, se utiliza también el calor seco
202325 para la inmovilizacion sobre el composite grafito-epoxi, al ser sus efectos en la inmovilizacién
sobre un nuevo material mas previsibles que la radiacion UV o la fijacion alcalina.

Preparacion del DNA

Las soluciones de DNA se prepararon en 10 X SSC. Se tom6 un volumen de poli(dA) en pl
(solucion concentrada, en agua bidestilada filtrada), y se agregd un volumen de solucion de 10 X SSC
hasta conseguir la concentracion de DNA deseada.
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Protocolo de inmovilizacion

El protocolo de inmovilizacién de poli(dA) en un transductor basado en un composite grafito-
epoxi fue el siguiente:

1.- Se tratan los electrodos con papel abrasivo fino (de 800), y luego con papel de alumina de
3 um. Se colocan los electrodos en ultrasonidos durante 5 minutos, con agua bidestilada.

2.- Luego de este tratamiento, se colocan los genosensores de manera de que la superficie
del transductor quede hacia arriba, segln se observa en Figura 9.2 (A).

3.- Se agregan 20 pl (de la solucién final obtenida del procedimiento de preparacion del DNA)
sobre la superficie de los sensores grafito-epoxi.

4.- Se procede a la adsorcion del DNA al transductor grafito-epoxi. Se colocan los sensores
en una estufa a 80 °C durante un tiempo que se ha variado desde 45 a 90 minutos (tiempo
que se ha optimizado, § 9.3.7).

/
) N

P— -
T 80°C T eppendorf2 ml
s

F 150 pl
S solucion

A- Inmovilizacion por adsorcion B- Incubaciones a 42 °C
(hibridacion, marcacion enzimatica)

Figura 9.2. Dibujo esquematico en el que se muestra la disposicion de los sensores en los pasos de
adsorcion fisica —en seco- y de incubacion —protocolos de hibridacion y de marcacién enzimatica-.

9.2.2.2 Tratamiento de prehibridacién del transductor grafito-epoxi modificado con el
analito

El principal objeto del tratamiento de prehibridacién es bloquear, mediante moléculas de alto
peso molecular, los sitios libres de la superficie en la que se ha inmovilizado el DNA, de manera de
favorecer la hibridacion y no la adsorcion inespecifica de la sonda biotinilada.

En el trabajo desarrollado en capitulos anteriores se ha probado la eficacia de este
tratamiento —ampliamente utilizado en la bibliografia para superficies de nylon cargada positivamente-
en los genosensores de membranas recambiables, en cuanto a la prevencion de la adsorcion
inespecifica de la sonda marcada, pero como ya se vio su uso no evita completamente la adsorcién
del conjugado enziméatico.
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En este caso la superficie es de naturaleza diferente, por lo que es necesario probar la
eficacia de este tratamiento sobre un composite grafito-epoxi, ya que no se cuenta con referencias
bibliografia al respecto.

Para tal fin, se estudi6 el efecto del tratamiento de prehibridacion evaluandose un tiempo de
60 minutos y el beneficio obtenido con este procedimiento respecto al procedimiento llevado a cabo
sin tratamiento de prehibridacion.

En § 424 se discuten en detalle y se seleccionan las variables del tratamiento de
prehibridacion, tales como:

e tipo de solucién de prehibridacion: reactivos bloqueantes 20212328 | yso de formamida

21,23,24,26,28 y SDS 20,23-29,

e temperatura y tiempo del tratamiento de prehibridacion 2123.28

e agitacion durante el tratamiento de prehibridacién 202330

e volumen de prehibridacién 23.28

En el presente capitulo se utilizd para el bloqueo de la superficie grafito-epoxi la misma
solucién de prehibridacion usada para las membranas de nylon ( § 4.2.4.2) cuya composicion final fue:

5 X SSC;

5 X de reactivo de Denhardt;

100 pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado;
0.5 % p/v de SDS;

50 % v/v de formamida.

Las variables utilizadas en el tratamiento de prehibridacién fueron:

e temperatura y tiempo de prehibridacién: 42 °C, 1 h.

e agitacion durante el tratamiento de prehibridacién: suave

e volumen utilizado en el tratamiento de prehibridacion: 150 pl (en eppendorf de 2.0 ml)
El tratamiento de prehibridacion de los genosensores consistio en:

1.- Se enjuagan brevemente los genosensores en solucion 5 X SSC hasta eliminacion de las
sales adsorbidas durante el procedimiento de inmovilizacién (§ 9.2.2.1).

2.- Se colocan 150 pl de solucion de prehibridacion en tubos eppendorf de 2.0 ml y se
colocan los genosensores invertidos en los mismos (Figura 9.2, B).

3.- Se colocan los tubos eppendorf en el incubador, con agitacién suave y a 42 ° C, durante 1
h.

9.2.2.3 Hibridacion del transductor grafito-epoxi modificado con el analito

Este es el paso méas importante del procedimiento de construccidn del sensor, ya que aqui
ocurre la hibridacion de la sonda biotinilada con el poli{dA) inmovilizado en la superficie del
transductor grafito-epoxi.

En § 4.2.5 se discuten en detalle y se seleccionan las variables del procedimiento de
hibridacion, tales como:
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e tipo de solucion de hibridacién: reactivos bloqueantes 20212328, uso de formamida 2123242628 y

SDS 22329, fuerza idnica 224, uso de dextranos 242527 o polietilenglicol 212629

e temperatura y tiempo de hibridacion 2123.28

e agitacion durante la hibridacidn 2023.30

e volumen de hibridacién 2328

En el presente capitulo se utiliza la misma solucién de hibridacién que en los capitulos
precedentes, cuya composicion final es:

5 X SSC;

1 X de reactivo de Denhardt;

100 pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado;
0.5 % p/v de SDS;

50 % v/v de formamida.

Las variables utilizadas en el procedimiento de hibridacién fueron:

o temperatura de hibridacion: 42 ° C

e agitacion durante la hibridacién: suave

e volumen de hibridacion: 150 pl

El tiempo de hibridacién fue optimizado en el presente trabajo, y para ver su efecto se varid
entre 45 a 240 minutos. La preparacién de la sonda biotinilada en 5° [dT(50)-biotina] se realizé6 como
se describieraen §4.2.5.7.

Protocolo de hibridacion de los transductores grafito-epoxi

El protocolo de hibridacion de los genosensores (seguido en la mayoria de los casos,
excepto en § 9.2.5.1) consistio en:

1.- Se adiciona un volumen (en pl) de solucion de hibridacion en tubos eppendorf de 2.0 ml
en el incubador con agitacién suave y a 42 °C, durante 10 minutos (para que la solucién de
hibridacion tome esta temperatura).

2.- Se adiciona un volumen (en pl) de sonda biotinilada en 5° (dT(50)-biotina), de manera que
el volumen final sea 150 pl.

3.- Se enjuagan brevemente los genosensores en solucién 5 X SSC hasta eliminacién de las
sales adsorbidas durante el procedimiento de inmovilizacién (§ 9.2.2.1).

4.- Se colocan los genosensores invertidos en la solucion de hibridacion (Figura 9.2, B), y se
dejan los genosensores en agitacién suave y a 42 °C, durante un tiempo que fue desde 45 a
240 minutos (tiempo que se ha optimizado).

5.- Se colocan 150 ul de solucion de lavado (2 X SSC - 0.1 % SDS) en tubos eppendorf, para
los lavados posthibridacion de los genosensores: 10 minutos, con agitacion suave, a 42 °C.
6.- Se remojan los genosensores en 2 X SSC a 20 °C, para eliminar el SDS, con movimientos
circulares.
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Protocolo de hibridacion de los transductores grafito-epoxi, si se realiza previamente
el tratamiento de prehibridacion

El protocolo de hibridacion de los genosensores (seguido en § 9.2.5.1) en el que se realizd
previamente el tratamiento de prehibridacion (§ 9.2.2.2) consisti6 en:

1.- Se realizan los pasos 1y 2 del protocolo de hibridacién.
2.- Se quitan los genosensores de los eppendorf que contienen la solucion de prehibridacion.

3.- Se continta con los pasos 4, 5y 6 del protocolo de hibridacion.

9.2.2.4 Marcacion enzimatica posthibridacion

Luego del procedimiento de hibridacién y de los lavados posthibridacion, se han formado los
hibridos entre el poli(dA) inmovilizado en el composite grafito-epoxi y la sonda funcionalizada con
biotina. Una vez formados estos hibridos funcionalizados con biotina, éstos deben evidenciarse —tal
como se ha efectuado en los capitulos anteriores— con el conjugado enzimatico estreptavidina-
peroxidasa, mediante la reaccion entre la biotina del duplex y la estreptavidina del conjugado
enzimatico.

En § 4.2.6, se discuten en detalle y se seleccionan las variables del procedimiento de
marcacion enzimatica, tales como:

e tipo de solucién de marcacion enzimatica 2!

e temperatura y tiempo de marcacion enzimatica 2!

e agitacion durante la marcacidn enzimatica 20212330

e volumen de marcacion enzimatica 2328

En el presente capitulo se utilizé una solucién bloqueante para la marcacion enzimética cuya
composicion fue:

1 XPBS

2 % plv BSA

0.1 % p/v Tween 20
5mM EDTA

Las variables utilizadas en el procedimiento de marcacion enzimatica fueron:

e temperatura de marcacion enzimatica: 42 °C

e agitacion durante la marcacidn enzimatica: suave

e volumen de marcacion enzimatica: 150 pl

El tiempo de marcacion enzimatica fue optimizado en el presente trabajo, y para ver su efecto
se varié entre 15 a 60 minutos.

La preparacion del complejo estreptavidina-HRP se realiz6 de manera idéntica que en §
4.2.6.8.

Protocolo de marcacion enzimatica

El protocolo de marcacion enzimética de los genosensores (seguido en la mayoria de los
casos, excepto en § 9.2.5.1) consistio en:
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1.- Se adiciona 150 ul de solucién de conjugado enzimético en solucién bloqueante en tubos
eppendorf de 2.0 ml en el incubador con agitacidén suave y a 42 °C, durante 10 minutos (para
que la solucidn de marcacion enzimatica tome esta temperatura).
2.- Se introducen los genosensores en los tubos eppendorf que contienen la solucién
anterior.
3.- Se dejan los genosensores en agitacion suave y a 42 °C, durante un tiempo de marcacion
enzimatica que va desde 15 a 60 minutos (tiempo que se ha optimizado en el presente
capitulo).
4.- Luego de la marcacion enzimatica, se procede a los lavados postmarcacion enzimatica de
los genosensores, de la siguiente manera:
a.- Enjuague (con movimientos circulares) de los genosensores con solucién de
lavado, a 20 °C
b.- Conservacion —hasta el momento de la evaluacién- en tubos eppendorf con 150
pl de solucion de lavado, a 20 °C

En este caso, se utilizd la misma soluciéon de lavado que en § 4.2.6.7, de la siguiente

composicion:

10 mM fosfato potasico, pH 6.5

0.5 M NaCl

0.05 % p/v Tween 20

0.1 % p/v BSA

1 mMEDTA

La importancia de los lavados de postmarcacion enzimatica se trata con detalle en § 4.2.6.7.

Protocolo de premarcacion con solucion bloqueante y de marcacion enzimatica

El efecto del procedimiento de premarcaciéon con solucidn blogueante fue estudiado,

evaluandose un tiempo de 30 minutos, a una temperatura de 42 °C en agitacion suave.

Asimismo, fue evaluado el beneficio obtenido con este procedimiento respecto al

procedimiento llevado a cabo sin premarcacion con solucién bloqueante.

El protocolo de marcacion enzimatica de los genosensores (seguido en § 9.2.5.1) en el que

se realiz6 previamente el tratamiento de premarcacién con solucidn bloqueante consistio en:

1.- Luego de la hibridacion y de los lavados posthibridacion, se colocan los genosensores en
tubos eppendorf con solucién bloqueante en el incubador con agitacién suave y a 42 °C,
durante 30 minutos (procedimiento de premarcacion con solucién bloqueante).

2.- Se sigue con el paso 1 del protocolo de marcacion enzimatica.

3.- Se quitan los genosensores de la solucion blogueante, y se colocan en los tubos
eppendorf con los 150 ul de solucién de conjugado enzimético en solucién bloqueante.

4.- Se continta con los pasos 3y 4 del protocolo de marcacién enzimatica.
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9.2.3 EVALUACION DE LOS GENOSENSORES

La evaluacién de los sensores modificados se realizd basandose en la sefial generada,
finalmente, por la enzima peroxidasa. La sefial analitica amperométrica esta relacionada con la
cantidad de enzima (HRP) que se haya unido al transductor grafito epoxi.

Para tal fin, la evaluacién se llevo a cabo con el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2.
La celda de medida fue una solucién amortiguadora de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0, utilizandose
como electrodo de trabajo el genosensor construido. La concentracion de hidroquinona en el medio
fue de 1.8 mM. A este sistema, se le aplicd el potencial de reduccion de la hidroquinona (-0.1 V, vs
Ag/AgCl), que fuera optimizado en § 3.3.1.1.

Para la evaluacién de los genosensores directamente se agregd una alicuota de sustrato
enzimatico (H202) al medio de calibracién, tal que con una adicién se consiga la saturacion de la
enzima (la concentracién de sustrato empleada fue de 1.06 mM). De esta forma, la informacion
analitica que se obtuvo fue correspondiente a la Imax, la cual es proporcional a la actividad enzimatica
en la superficie del transductor. Los tiempos de respuesta fueron de 30 segundos, que es el tiempo de
respuesta del sistema para la obtencién de la lectura correspondiente a la |max.

9.2.4 PREPARACION DE LOS GENOSENSORES BASADOS EN UN COMPOSITE
GRAFITO-EPOXI

En la Figura 9.3 se muestra esquematicamente cada uno de los pasos involucrados en la
preparacion de los genosensores y el fundamento de la obtencion de la sefal analitica

ssDNA (secuencia sonda funcionalizada
analitica de interés) en 5 con biotina
A - wululuulullummmnw
bt o5 ~¢.—-.:*.~:..-.~-r.-?.-f_a:=.es e R G
1-inmovilizacién sobre el composite grafito-epoxi 2- hibridacion
conjugado HRP-estreptavidina electrodo de trabajo HO 1,0,
ox HRP red
unidad celda
amperométrica (i
&y agitador m i
L B L - o
i.w a magnético -r_f, -_:1:r : ;:_:. ELED l.-.ﬂe,?';. n,_,‘_;
3. marcacién enzimética 4- ensamblaje de la celda 5- determinacion de la actividad
de medida enzimética

Figura 9.3. Dibujo esquematico en el que se muestran las etapas de analisis con un genosensor en el
que el DNA analito se inmoviliza por adsorcion sobre el composite grafito-epoxi.
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Para evaluar la sefial debida a la hibridacion, se realizd en todos los casos un lote de
genosensores, que evaluaron el proceso de reconocimiento multiple mediante la sonda funcionalizada
con biotina en 5. Con el objeto de evaluar su adsorcion inespecifica sobre el composite grafito-epoxi,
se realizé en paralelo un lote de sensores blanco, —en las que se adicionaron los mismos reactivos
que en los genosensores excepto el analito-. Por cada lote se procesan normalmente triplicados de
los sensores.

La adsorcion inespecifica se utilizd para detectar la verdadera sefal de fondo del dispositivo,
ya que por diferencia entre la sefial de los genosensores y de los sensores blanco se obtuvo la
respuesta analitica debido al proceso de hibridacién en formato de reconocimiento multiple.

En los apartados siguientes se explica el protocolo de preparacion de los genosensores y de
los sensores blancos.

9.2.4.1 Protocolo de preparacion de los genosensores basados en un composite
grafito-epoxi

1.- Se sigue el protocolo de inmovilizacién sobre el composite grafito-epoxi del poli(dA),
descriptoen § 9.2.2.1.

2.- Se sigue con el protocolo de hibridacion, descripto en § 9.2.2.3.

3.- Se termina con el protocolo de marcacion enzimatica, descripto en § 9.2.2.4.

En el caso de la evaluacion del efecto del tratamiento de prehibridacion y de premarcacion
con solucién bloqueante (§ 9.2.5.1), el protocolo seguido fue:

1.- Se sigue el protocolo de inmovilizaciéon sobre el composite grafito-epoxi del poli(dA),
descriptoen § 9.2.2.1.

2.- Se continua con el tratamiento de prehibridacion, descripto en § 9.2.2.2.

3.- Se sigue con el protocolo de hibridacién, descripto en § 9.2.2.3.

4.- Se termina con el protocolo de premarcacién con solucion bloqueante y de marcacién

enzimatica, descripto en § 9.2.2.4.

9.2.4.2 Protocolo de preparaciéon de los sensores blanco basados en un composite
grafito-epoxi

Este lote de sensores se realizd de manera idéntica al de los genosensores en formato de
reconocimiento multiple (§ 9.2.4.1), pero obviando el paso de adicion de ssDNA (analito), es decir, no
hay analito —poli(dA)- sobre el transductor grafito-epoxi.

Como el resto de los reactivos fue el mismo, en los blancos se evaluaron todos los procesos
de adsorcién, pero no el proceso de hibridacién sobre el composite grafito-epoxi.

En § 4.2.13 se explicd de manera exhaustiva las posibilidades de adsorcion inespecifica en el
formato descripto en el capitulo 4, y las mismas consideraciones son validas para este formato de
reconocimiento multiple, ya que su fundamento es basicamente el mismo que el descripto en el
capitulo 4.
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La evaluacion del fenomeno de adsorcion inespecifica en este caso es muy importante, ya
que al cambiar la superficie utilizada desde una membrana de nylon HYBOND cargada positivamente a
un composite grafito-epoxi de naturaleza mixta (no polar-polar), es légico pensar que las adsorciones
inespecificas se modifiquen, es decir, o bien que aumenten o disminuyan.

En este caso, al igual que en el formato descripto en el capitulo 4, durante el proceso de
hibridacion puede adsorberse de manera inespecifica la sonda biotinilada, pero en este caso este
fendmeno ocurriria sobre una superficie de naturaleza distinta, por lo cual el fundamento de la
adsorcion puede ser distinto. Este mecanismo de adsorcién inespecifica contribuye de manera
indirecta ya que por si solo no aumenta la sefial analitica inespecifica.

Durante la marcacion con el conjugado enzimatico, la HRP-estreptavidina tiene dos
posibilidades de adsorcién inespecifica:

® unirse a la sonda biotinilada adsorbida inespecificamente;

e adsorberse directamente sobre el composite grafito-epoxi.

Estas posibilidades de adsorcién, que contribuyen a aumentar la sefial analitica de manera
inespecifica, se evaluaron en los sensores blanco.

El protocolo que se siguié para su preparacion fue:

1.- Se sigue el protocolo de inmovilizacién descripto en § 9.2.2.1, con la Unica diferencia que
no se adiciona ssDNA —poli(dA)-, es decir, no hay analito sobre el transductor. En su lugar,
en el paso 3 se adicionan 20 ul de 10 X SSC.

2.- Se sigue con el protocolo de hibridacion, descripto en § 9.2.2.3. En este caso, al no haber
analito en la superficie, no va a haber hibridacién, y si s6lo adsorcién inespecifica de la sonda
biotinilada.

3.- Se termina con el protocolo de marcacion enzimética, descripto en § 9.2.2.4.

En el caso de la evaluacion del efecto del tratamiento de prehibridacion y de premarcacion
con solucion bloqueante (§ 9.2.5.1), el protocolo seguido fue:

1.- Se sigue el protocolo de inmovilizacién descripto en § 9.2.2.1, con la Unica diferencia que
no se adiciona ssDNA —poli(dA)-, es decir, no hay analito sobre el transductor. En su lugar,
en el paso 3 se adicionan 20 pl de 10 X SSC.

2.- Se continua con el tratamiento de prehibridacion, descripto en § 9.2.2.2.

3.- Se sigue con el protocolo de hibridacidn, descripto en § 9.2.2.3.

4.- Se termina con el protocolo de premarcacién con solucion bloqueante y de marcacion
enzimatica, descripto en § 9.2.2.4.

9.2.4.3 Evaluacion de los genosensores

Una vez modificados los genosensores y los sensores blanco, la evaluacién de los mismos
se realizo basandose en la sefial generada, finalmente, por la enzima peroxidasa, segun se explicara
en §9.2.3.
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De esta forma, la informacién analitica que se obtuvo —en este caso por triplicado— fue
correspondiente a la Imax, 1a cual es proporcional a la actividad enziméatica de los blancos y de los
genosensores.

El dato analitico de mayor interés es la sefial de hibridacion propiamente dicha, que se
obtiene por la siguiente expresién:

Sefal de hibridacién= X Imsx genosensor - X Imax blanco

Con esta expresion se elimina el efecto de la adsorcion inespecifica.

Esta sefial de hibridacion estd en relacién con la cantidad de enzima presente en el
transductor grafito-epoxi pero que se encuentra Unicamente unida al hibrido formado en la superficie y
directamente relacionada con la cantidad de analito en el composite (Figura 9.3).

9.2.5 OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES IMPLICADAS EN LA PREPARACION DE LOS
GENOSENSORES BASADOS EN UN COMPOSITE GRAFITO-EPOXI

Existen numerosisimas variables que se pueden optimizar en el dispositivo creado, y muchas
de ellas escapan del objeto del presente trabajo. Algunas de estas variables, tales como fuerza de
agitacion en los procesos de hibridacién y de marcacion enzimatica, y la evaluacion de los
genosensores, fueron las mismas que las optimizadas en el capitulo 4. Asimismo, las soluciones
utilizadas fueron adaptadas del formato descripto para genosensor de membranas recambiables, ya
que se demostrd su utilidad en los capitulos anteriores.

Se utilizé para validar este nuevo dispositivo genosensor el formato de reconocimiento
multiple descripto en el capitulo 6 para un genosensor de membranas recambiables, pero en este
caso el DNA se inmovilizé directamente en el composite grafito-epoxi.

En los apartados siguientes se muestran los resultados de las optimizaciones mas
importantes, debido a que no se disponia de bibliografia que mostrara sus efectos para este nuevo
dispositivo creado, y porque se preveia que podian tener una influencia importante al cambiar la
superficie del transductor.

Estas optimizaciones son:

e cficacia del tratamiento de prehibridacion

o eficacia del procedimiento de premarcacién con solucion bloqueante

o tiempo de hibridacién

e cantidad de analito inmovilizado en el transductor grafito-epoxi

e cantidad de peroxidasa-estreptavidina durante la marcacién enzimatica

e tiempo de marcacidn enzimatica

e tiempo de procedimiento de inmovilizacién

e cantidad de sonda funcionalizada con biotina de la solucion de hibridacién
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9.2.5.1 Eficacia del tratamiento de prehibridacién y de premarcacion con solucién
bloqueante. Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es evaluar la utilidad del tratamiento de prehibridacion en el
protocolo de preparacién del genosensor, es decir, si la realizacion de un paso de prehibridacidn
previo a la hibridacion minimiza la adsorcién inespecifica y produce, por tanto, el aumento de la
relacion S/R. El mismo efecto se pretendio evaluar con el procedimiento de premarcacion con solucion
bloqueante previo a la marcacion enzimatica.

Para evaluar la eficacia del tratamiento de prehibridacién y de premarcacion con solucion
bloqueante sobre el transductor grafito-epoxi, se realizaron fres experiencias distintas. En el
Experimento N° 1, se llevé a cabo el protocolo de preparacidn de los genosensores sin tratamiento de
prehibridacion y sin premarcacion con solucién bloqueante como se explicara en § 9.2.4, procesando
dos lotes de sensores: genosensores y sensores blanco. En el Experimento N° 2 se llevd a cabo el
protocolo de preparacién de los genosensores sin tratamiento de prehibridacién y con tratamiento de
premarcacion con solucién bloqueante durante un tiempo de 30 minutos previo a la marcacion
enzimatica, como se explicara en § 9.2.2.4, procesando también dos lotes de sensores: genosensores
y sensores blanco. Por ultimo, en el Experimento N° 3 se llevo a cabo el protocolo de preparacion de
los genosensores con tratamiento de prehibridaciéon durante un tiempo de 60 minutos, como se
explicara en § 9.2.2.2, y sin protocolo de premarcacién con solucidn bloqueante, procesando también
dos lotes de sensores: genosensores y sensores blanco.

Las Tabla 9.1, Tabla 9.2, y Tabla 9.3 resumen las cantidades de reactivos utilizadas en los
protocolos de inmovilizacidn, hibridacion y marcacion enzimatica para los experimentos 1, 2y 3.

Cabe destacar que por cada lote (genosensores y sensores blanco) se han evaluado
replicados.

Tabla 9.1. Disefio del experimento N° 1, en el que se llevd a cabo el formato de reconocimiento
multiple en un genosensor grafito-epoxi, sin tratamiento de prehibridacion y sin premarcacién con
solucion blogueante. En la tabla se muestran las cantidades de reactivos adicionados en los pasos de
inmovilizacion, hibridacion y marcacion enzimatica.

Experimento 1 Experimento 1
REACTIVOS blanco genosensor
n=2 n=3
protocolo de inmovilizacion:
Poli(dA) -analito- No se adiciona 11.4 pmoles
tiempo: 90 min ()

protocolo de hibridacion:
dT(50)-biotina 61.2 pmoles 61.2 pmoles

tiempo de prehibridacion: 0 min
tiempo de hibridacién: 240 min

protocolo de marcacion enzimatica:

HRP-estreptavidina 0.49 ng 0.49 ng

tiempo de premarcacion: 0 min
tiempo de marcacién: 60 min
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Tabla 9.2. Disefio del Experimento N° 2, en el que se evaluo el efecto del procedimiento de
premarcacion con solucién bloqueante en el formato de reconocimiento mdiltiple en un genosensor
grafito-epoxi. Tratamiento de prehibridacién: 0 minutos. Procedimiento de premarcacion con solucion
blogueante: 30 minutos. En la tabla se muestran las cantidades de reactivos adicionados en los pasos
de inmovilizacion, hibridacion y marcacién enzimatica.

Experimento 2 Experimento 2
REACTIVOS blanco genosensor
n=2 n=3
protocolo de inmovilizacién:
Poli(dA)-analito- No se adiciona 11.4 pmoles
tiempo: 90 min ()
protocolo de hibridacion:
dT(50)-biotina 61.2 pmoles 61.2 pmoles

tiempo de prehibridacion: 0 min
tiempo de hibridacién: 240 min

protocolo de marcacion enzimatica:

HRP-estreptavidina 0.49 ng 0.49 ng

tiempo de premarcacion: 30 min
tiempo de marcacion: 60 min

Tabla 9.3. Disefio del Experimento N° 3, en el que se evaluo el efecto del tratamiento de prehibridacion
en el formato de reconocimiento mdltiple en un genosensor grafito-epoxi. Tratamiento de
prehibridacién; 60 minutos. Procedimiento de premarcacion con solucién bloqueante: 0 minutos. En la
tabla se muestran las cantidades de reactivos adicionados en los pasos de inmovilizacién, hibridacion
y marcacion enzimatica.

Experimento 3 Experimento 3
REACTIVOS blanco genosensor
n=2 n=3
protocolo de inmovilizacion:
Poli(dA)-analito- No se adiciona 11.4 pmoles
tiempo: 90 min ()
protocolo de hibridacion.
dT(50)-biotina 61.2 pmoles 61.2 pmoles

tiempo de prehibridacion: 60 min
tiempo de hibridacién: 240 min

protocolo de marcacion enzimatica:

HRP-gstreptavidina 0.49 g 0.49 g

tiempo de premarcacion: 0 min
tiempo de marcacion: 60 min

Las cantidades de poli(dA), dT(50)-biotina y HRP-estreptavidina fueron las optimizadas para
el genosensor de membranas recambiables desarrollado en el capitulo 6. Los tiempos iniciales
utilizados (previo a su optimizacion) del protocolo de inmovilizacion (§ 9.2.2.1), hibridacion (§ 9.2.2.3),
y marcacion enzimética (§ 9.2.2.4) fueron, respectivamente, 90, 240 y 60 minutos.



Experimental 341

9.2.5.2 Tiempo de hibridacion. Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacion del tiempo de hibridacion en
el protocolo de preparacion del genosensor amperométrico, de manera de conseguir acortar el
procedimiento total de preparacidn del mismo.

Para evaluar el efecto del tiempo de hibridacién en el formato de reconocimiento multiple se
realizaron cuatro experiencias distintas, las cuales sélo variaron en el tiempo de hibridacion de la
sonda funcionalizada con biotina con el analito inmovilizado en el transductor grafito-epoxi. En todos
los experimentos se procesaron dos lotes de sensores: genosensores y sensores blanco. Cabe
destacar que por cada lote (genosensores y sensores blanco) se han evaluado tres sensores, es
decir, por cada experimento se evaluaron en total seis sensores.

En el Experimento N° 1, se llevo a cabo el protocolo de preparacidn de los genosensores con
un tiempo de hibridacién de 45 minutos; en el Experimento N° 2, el tiempo de hibridacién fue de 90
minutos; en el Experimento N° 3, el tiempo de hibridacion fue de 150 minutos; y, por Ultimo, en el
experimento N° 4, el tiempo de hibridacién fue de 240 minutos.

En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos se
llevaron a cabo sin el tratamiento de prehibridacion y sin premarcacién con solucion bloqueante, para
conseguir acortar aun mas el tiempo total de preparacién de los genosensores.

Las cantidades de poli(dA), dT(50)-biotina y HRP-estreptavidina fueron las optimizadas para
el genosensor de membranas recambiables desarrollado en el capitulo 6. Los tiempos iniciales
utilizados (previo a su optimizacién) del protocolo de inmovilizacién (§ 9.2.2.1), y marcacién
enzimatica (§ 9.2.2.4) fueron, respectivamente, 90 y 60 minutos.

La Tabla 9.4 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacién, hibridacidén y marcacién enzimatica para los experimentos 1, 2, 3 y 4.

Tabla 9.4. Disefio de los Experimentos N° 1, 2, 3y 4 en los que se evaluo el efecto del tiempo de
hibridacion en el formato de reconocimiento multiple en un genosensor grafito-epoxi. Tiempo de
hibridacion del Experimento N° 1: 45 minutos; Experimento N° 2: 90 minutos; Experimento N° 3: 150
minutos; Experimento N° 4: 240 minutos. En la tabla se muestran las cantidades de reactivos
adicionados en los pasos de inmovilizacidn por adsorcién, hibridacién y marcacion enzimatica.

REACTIVOS blanco genosensor
n=3 n=3
protocolo de inmovilizacion:
Poli(dA) -analito- No se adiciona 11.4 pmoles
tiempo: 90 min ()

protocolo de hibridacion:
dT(50)-biotina 61.2 pmoles 61.2 pmoles
tiempo de hibridacion: de 45 a 240 min

protocolo de marcacion enzimatica:

HRP-estreptavidina 0.49 ug 0.49 pg
tiempo de marcacion: 60 min




342 Capitulo 9. Inmovilizacion de DNA sobre superficies grafito-polimero

9.2.5.3 Cantidad de analito inmovilizado en el transductor grafito-epoxi. Disefio del
experimento

El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacién de la cantidad de analito
[poli(dA)] inmovilizado sobre el composite grafito-epoxi en el protocolo de inmovilizacién del
genosensor amperométrico.

Para evaluar el efecto de la cantidad de analito inmovilizado en el formato de reconocimiento
multiple, se realizaron ocho genosensores y un blanco. Estos genosensores solo se diferenciaron en
la cantidad de poli(dA) inmovilizado en el transductor grafito-epoxi, las cuales fueron: 0 pmoles
(blanco), 1.1, 1.4, 2.0, 2.2, 4.3, 6.5, y 11.4 pmoles de poli(dA).

En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos se
llevaron a cabo sin tratamiento de prehibridacién y sin premarcacion con solucion blogueante.

Las cantidades de dT(50)-biotina y HRP-estreptavidina fueron las optimizadas para el
genosensor de membranas recambiables desarrollado en el capitulo 6. Los tiempos iniciales utilizados
(previo a su optimizacion) del protocolo de inmovilizacidén (§ 9.2.2.1), y marcacion enzimatica (§
9.2.2.4) fueron, respectivamente, 90 y 60 minutos. El tiempo de hibridacion utilizado fue de 90
minutos.

La Tabla 9.5 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacion, hibridacion y marcacion enzimatica.

Tabla 9.5. Disefio del experimento de evaluacion del efecto de la cantidad de poli(dA) inmovilizado en
el transductor grafito-epoxi en un formato de reconocimiento mdltiple. En la tabla se muestran las
cantidades de reactivos adicionados en los pasos de inmovilizacién por adsorcion, hibridacion y
marcacion enzimatica.

Proc. de inmovilizacién: Proc de hibridacion: Proc. de marcacién enzimatica:
Sensor N°: Poli(dA) -analito- dT(50)-biotina HRP-estreptavidina
(tiempo: 90 min) (tiempo: 90 min) (tiempo: 60 min)

1 (blanco) No se adiciona (-) 61.2 pmoles 0.49 pg

2 0.3 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng

3 1.1 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ug

4 1.4 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng

5 2.0 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng

6 2.2 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng

7 4.3 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng

8 6.5 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng

9 11.4 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng

9.2.5.4 Cantidad de conjugado enzimatico en la solucion bloqueante durante la
marcacion enzimética. Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacion de la cantidad de conjugado
enzimatico en la solucion blogueante durante el protocolo de marcacion enzimatica.

Para evaluar el efecto de la cantidad de conjugado enzimatico en un formato de
reconocimiento multiple se realizaron tres experiencias distintas, las cuales sélo variaron en la
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cantidad de conjugado enzimatico en la solucién blogueante. En todos los experimentos, se
procesaron dos lotes de sensores: genosensores y sensores blanco.

En el Experimento N° 1 se llevd a cabo el protocolo de marcacion enziméatica con una
cantidad de conjugado enzimatico de 0.49 ng; en el Experimento N° 2, se utilizd6 una cantidad de
conjugado enzimatico de 0.99 ug; por ultimo, en el Experimento N° 3, se llevo a cabo el protocolo de
marcacion enzimatica con una cantidad de conjugado enzimatico de 1.98 pg.

En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos se
llevaron a cabo sin el tratamiento de prehibridacion y sin premarcacion con solucién bloqueante.

Las cantidades de dT(50)-biotina fueron las optimizadas para el genosensor de membranas
recambiables desarrollado en el capitulo 6. La cantidad de poli(dA) fue de 2.2 pmoles. Los tiempos
iniciales utilizados (previo a su optimizacién) del protocolo de inmovilizacion (§ 9.2.2.1), y marcacién
enzimatica (§ 9.2.2.4) fueron, respectivamente, 90 y 60 minutos. El tiempo de hibridacién utilizado fue
de 90 minutos.

La Tabla 9.6 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacién, hibridacion y marcacién enzimatica.

Tabla 9.6. Disefio del experimento de evaluacion del efecto de la cantidad de conjugado enzimatico en
la solucion de marcacién enzimatica en el formato de reconocimiento mdltiple. En la tabla se muestran
las cantidades de reactivos adicionados en los pasos de inmovilizacion, hibridacion y marcacion

enzimética.
Experimento N°: Proc. de inmovilizacién: Proc de hibridacion: | Proc. de marcacion enzimatica:
Poli(dA) -analito- dT(50)-biotina HRP-estreptavidina
(tiempo: 90 minutos) (tiempo: 90 minutos) (tiempo: 60 minutos)
Exp.1 (blanco) No se adiciona (-) 61.2 pmoles 0.49 ng
Exp.1 (genosensor) 2.2 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng
Exp.2 (blanco) No se adiciona (-) 61.2 pmoles 0.99 ug
Exp.2 (genosensor) 2.2 pmoles 61.2 pmoles 0.99 ug
Exp.3 (blanco) No se adiciona (-) 61.2 pmoles 1.98 ug
Exp.3 (genosensor) 2.2 pmoles 61.2 pmoles 1.98 ug

9.2.5.5 Tiempo del procedimiento de marcacion enzimatica. Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacidn del tiempo de marcacion
enzimatica en el protocolo de preparacion del genosensor amperométrico, de manera de conseguir
acortar el procedimiento total de preparacion del mismo.

Para evaluar el efecto del tiempo de marcacion enzimatica en el formato de reconocimiento
multiple, se realizaron cinco experiencias distintas, las cuales sélo variaron en el tiempo de marcacion
enzimatica del duplex poli(dA) / dT(50)-biotina preformado en el transductor grafito-epoxi con el
conjugado HRP-estreptavidina en la solucién blogueante. En todos los experimentos, se procesaron
dos lotes de sensores: genosensores y sensores blanco.

En el Experimento N° 1, se llevo a cabo el protocolo de preparacién de los genosensores con
un tiempo de marcacion enzimatica de 15 minutos; en el Experimento N° 2, el tiempo de marcacién
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enzimatica fue de 20 minutos; en el Experimento N° 3, de 30 minutos; en el Experimento N° 4, de 40
minutos y, por ultimo, en el experimento N° 5, el tiempo de marcacién enzimatica fue de 60 minutos.

En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos se
llevaron a cabo sin tratamiento de prehibridacion y sin premarcacion con solucién bloqueante.

Las cantidades de dT(50)-biotina fueron las optimizadas para el genosensor de membranas
recambiables desarrollado en el capitulo 6. Las cantidades de poli(dA) y HRP-estreptavidina fueron,
respectivamente, 2.2 pmoles y 0.99 ug. El tiempo utilizado (previo a su optimizacién) para el protocolo
de inmovilizacion (§ 9.2.2.1) fue de 90 minutos. El tiempo de hibridacion fue de 45 minutos.

La Tabla 9.7 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacién, hibridacién y marcacién enzimatica para los experimentos 1, 2, 3,4 y 5.

Tabla 9.7. Disefio de los Experimentos N° 1, 2, 3, 4 y 5 en los que se evalud el efecto del tiempo de
marcacion enziméatica en un formato de reconocimiento mdltiple en un genosensor grafito-epoxi.
Tiempo de marcacion enzimatica del Experimento N° 1: 15 minutos; Experimento N° 2: 20 minutos;
Experimento N° 3: 30 minutos; Experimento N° 4: 40 minutos; Experimento N° 5: 60 minutos. En la
tabla se muestran las cantidades de reactivos adicionados en los pasos de inmovilizacion, hibridacion
y marcacion enzimatica.

REACTIVOS blanco genosensor

protocolo de inmovilizacion:
Poli(dA) -analito- No se adiciona 2.2 pmoles
tiempo: 90 minutos ()

protocolo de hibridacion:
dT(50)-biotina 61.2 pmoles 61.2 pmoles
tiempo de hibridacién: 45 minutos

protocolo de marcacion enzimatica:
HRP-estreptavidina 0.99 ug 0.99 pg
tiempo de marcacion: de 15 a 60 min

9.2.5.6 Tiempo del procedimiento de inmovilizacion. Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacion del tiempo de inmovilizacion
del DNA analito en el protocolo de preparacién del genosensor amperométrico, de manera de
conseguir acortar el procedimiento total de preparacién del mismo.

Para evaluar el efecto del tiempo de inmovilizacion del analito en el formato de
reconocimiento multiple, se realizaron dos experiencias distintas, las cuales sélo variaron en el tiempo
de inmovilizacion del DNA en el transductor grafito-epoxi. En todos los experimentos se procesaron
dos lotes de sensores: genosensores y sensores blanco. Por cada lote (genosensores y sensores
blanco) se evaluaron replicados de los sensores.

En el Experimento N° 1 se llevé a cabo el protocolo de preparacion de los genosensores con
un tiempo de inmovilizacion del DNA de 45 minutos. Este tiempo es el minimo requerido para que el
DNA se adsorba, ya que con tiempos menores no se consigue que la solucion depositada en el
composite grafito-epoxi se seque completamente; por Ultimo, en el Experimento N° 2, el tiempo de
inmovilizacién del DNA fue de 90 minutos.
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En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos se
llevaron a cabo sin tratamiento de prehibridacién y sin premarcacion con solucion bloqueante.

La cantidad de dT(50)-biotina fue de 379 fmoles. Las cantidades de poli(dA) y HRP-
estreptavidina fueron, respectivamente, 531 fmoles y 0.99 ug.

Los tiempos utilizados para el protocolo de hibridacion y de marcacion enzimatica fueron,
respectivamente de 45 minutos y 30 minutos.

La Tabla 9.8 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacion, hibridacion y marcacion enzimatica para los experimentos 1y 2.

Tabla 9.8. Disefio de los Experimentos N° 1 y 2 en los que se evaluo el efecto del tiempo de
inmovilizacion del DNA en un formato de reconocimiento mdiltiple en un genosensor grafito-epoxi.
Tiempo de inmovilizacién del DNA del Experimento N° 1: 45 minutos; Experimento N° 2: 90 minutos.
En la tabla se muestran las cantidades de reactivos adicionados en los pasos de inmovilizacion,
hibridacién y marcacion enzimética.

REACTIVOS blanco genosensor

protocolo de inmovilizacion:

Poli(dA) -analito- No se adiciona 531 fmoles
tiempo: 45 y 90 minutos ()
protocolo de hibridacion:
dT(50)-biotina 379 fmoles 379 fmoles

tiempo de hibridacién: 45 minutos

protocolo de marcacion enzimatica:

HRP-estreptavidina 0.99 ug 0.99 pg
tiempo de marcacion: 30 minutos

9.2.5.7 Cantidad de sonda funcionalizada con biotina en la soluciéon de hibridacion.
Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacién de la cantidad de sonda
biotinilada en la solucién de hibridacidn.

Para evaluar el efecto de la cantidad de sonda funcionalizada con biotina en la solucion de
hibridacion en un formato de reconocimiento multiple, se realizaron siete genosensores. Estos
genosensores solo se diferenciaron en la cantidad de dT(50)-biotina, las cuales fueron: 0 fmoles
(blanco de hibridacion), 23.7, 47.3, 94.6, 379.0 y 757.0 y 946 fmoles de dT(50)-biotina.

En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos se
llevaron a cabo sin tratamiento de prehibridacién y sin premarcacion con solucion bloqueante.

Las cantidades de poli(dA) y HRP-estreptavidina fueron, respectivamente, 531.0 fmoles y
0.99 ug.

Los tiempos utilizados para el protocolo de inmovilizacién, hibridacion y marcacion enzimatica
utilizados fueron, respectivamente, de 45 minutos, 45 minutos y 30 minutos.

La Tabla 9.9 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacion, hibridacion y marcacion enzimatica.
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Tabla 9.9. Disefio del experimento de evaluacion del efecto de la cantidad de dT(50)-bictina de la
solucién de hibridacion en el formato de reconocimiento mdltiple. En la tabla se muestran las
cantidades de reactivos adicionados en los pasos de inmovilizacién, hibridacién y marcacion

enzimética.
Proc. de inmovilizacién: Proc de hibridacion: Proc. de marcacién enzimatica:

Sensor N°: Poli(dA) -analito- dT(50)-biotina HRP-estreptavidina
(tiempo: 45 minutos) (tiempo: 45 minutos) (tiempo: 30 minutos)

1 (blanco hibrid) 531 fmoles 0 fmoles 0.99 ng

2 531 fmoles 23.7 fmoles 0.99 ng

3 531 fmoles 47.3 fmoles 0.99 ng

4 531 fmoles 94.6 fmoles 0.99 ng

5 531 fmoles 379.0 fmoles 0.99 pg

6 531 fmoles 757.0 fmoles 0.99 ug

7 531 fmoles 946.0 fmoles 0.99 ug

9.2.5.8 Evaluacion de interferencias: estudio de las interacciones del conjugado
enzimatico (HRP-estreptavidina) con el composite grafito-epoxi modificado con DNA de
distinto origen. Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es asegurar que la sefial observada en las experiencias
anteriores se debe a hibridacién y no a interacciones inespecificas entre el DNA adsorbido en la
superficie del composite grafito-epoxi y el conjugado enzimatico HRP-estreptavidina, de manera
directa, es decir, sin intervencion de la sonda funcionalizada con biotina.

La Tabla 9.10 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacién, hibridacion y marcacidén enzimatica.

Tabla 9.10. Evaluacion de las interacciones inespecificas entre el conjugado enzimatico (HRP-
estreptavidina) y DNA de distinto origen. En la tabla se muestran las cantidades de reactivos
adicionados en los pasos de inmovilizacidn, hibridacién y marcacion enzimatica.

Proc. de inmovilizacién: Proc de hibridacion: | Proc. marcacion enzimética:
EXPER N°: DNA inmovilizado dT(50)-biotina HRP-estreptavidina
(tiempo: 90 minutos) (tiempo: 90 minutos) (tiempo: 60 minutos)
1 0 pmoles 61.2 pmoles 0.49 ng
2 poli(dA): 2.2 pmoles (0.20 ng) 61.2 pmoles 0.49 g
3 poli(dA): 2.2 pmoles (0.20 ng) 0 pmoles 0.49 g
4 DNA esperma salmon: 0.20 ug 0 pmoles 0.49 ng
5 Oligonuclettido 50 mer: 0.35 ug 0 pmoles 0.49 ng

Para evaluar este fendmeno de interacciones inespecificas, se realizaron cinco experimentos
distintos, como puede observarse en la Tabla 9.10. El experimento N° 1 es un blanco, y evalua la
sefial amperométrica obtenida debido a la adsorcién inespecifica de la sonda biotinilada y del
conjugado enzimético sobre el composite grafito-epoxi. El experimento N° 2 es un control de
hibridacion y evalla la sefial de hibridacion propiamente dicha (genosensor). El experimento N° 3
evalla la adsorcion o interacciones inespecificas del conjugado enzimatico sobre el transductor
grafito-epoxi modificado por adsorciéon con poli(dA). EI experimento N° 4 evalGa la adsorcion o
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interacciones inespecificas del conjugado enzimatico sobre el transductor grafito-epoxi modificado por
adsorcion con un DNA de distinto origen, en este caso de esperma de salmén. El experimento N° 5
evalla la adsorcion o interacciones inespecificas del conjugado enzimatico sobre el transductor
grafito-epoxi modificado por adsorcion con un oligonucleétido de 50 mer.

En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos se
llevaron a cabo sin tratamiento de prehibridacion y sin premarcacion con solucién bloqueante.

Los tiempos utilizados para el protocolo de inmovilizacién, hibridacion y marcacion enzimatica
utilizados fueron, respectivamente, de 90, 90 y 60 minutos.

9.2.5.9 Evaluacion de interferencias: estudio de la hibridacion inespecifica entre DNA
de distinto origen inmovilizado en el composite grafito-epoxi y sonda funcionalizada
con biotina. Disefio del experimento

El objeto de esta experiencia es asegurar que la sefial observada en las experiencias
anteriores se debe a hibridacién entre DNA complementario (es decir, que la hibridacion sea
especifica) y no a interacciones inespecificas entre DNA adsorbido en la superficie del composite
grafito-epoxi de distinto origen y la sonda funcionalizada con biotina. Dicho de ofra manera, se
pretende confirmar que un tiempo de hibridacion de 45 minutos en las condiciones especificadas es
suficiente para generar una sefial amperométrica debido a hibridacion especifica.

Para evaluar este fendmeno, se realizaron cuatro experimentos distintos. El experimento N° 1
es un blanco, y evalua la sefial amperométrica obtenida debido a la adsorcién inespecifica de la sonda
biotinilada y del conjugado enziméatico sobre el composite grafito-epoxi. EI experimento N° 2 es un
control de hibridacion que evalua la sefial de hibridacion propiamente dicha (genosensor). El
experimento N° 3 evalua la hibridacion inespecifica —o interaccion— existente entre la sonda dT(50)-
biotina, y un DNA inespecifico de esperma de salmén. El experimento N° 4 evalUa la hibridacion
inespecifica —o interaccion— existente entre la sonda dT(50)-biotina, y un oligonucleétido de 50 mer no
complementario. En todos lo casos, y debido a los resultados obtenidos en § 9.3.2, los experimentos
se llevaron a cabo sin tratamiento de prehibridacién y sin premarcacion con solucion bloqueante.

Los tiempos utilizados para el protocolo de inmovilizacidn, hibridacién y marcacion enzimatica
utilizados fueron, respectivamente, de 45 minutos, 45 minutos y 30 minutos.

La Tabla 9.11 resume las cantidades de reactivos utilizadas en los protocolos de
inmovilizacién, hibridacion y marcacion enzimatica.

Tabla 9.11. Evaluacién de la hibridacién de la sonda dT(50)-biotina con DNA inespecifico (DNA de
distinto origen). En la tabla se muestran las cantidades de reactivos adicionados en los pasos de
inmovilizacion por adsorcion, hibridacion y marcacion enzimatica.

Proc. de inmovilizacion: Proc de hibridacién: | Proc. marcacion enzimatica:
EXP N°: DNA inmovilizado dT(50)-biotina HRP-estreptavidina
(tiempo: 45 minutos) (tiempo: 45 minutos) (tiempo: 30 minutos)
1 0 pmoles 757 fmoles 0.99 ng
2 Poli(dA): 531 fmoles 757 fmoles 0.99 ug
3 Oligonucledtido 50 mer: 0.28 pg 757 fmoles 0.99 g
4 DNA esperma salmén: 0.99 pg 757 fmoles 0.99 ng
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9.3 RESULTADOS Y DISCUSION

9.3.1 COMPARACION DE GENOSENSORES DE MEMBRANAS RECAMBIABLES Y
GENOSENSORES BASADOS EN UN COMPOSITE GRAFITO-EPOXI EN UN FORMATO
DE RECONOCIMIENTO MULTIPLE

En la Figura 9.4 se muestran comparativamente los resultados obtenidos con un genosensor
de membranas recambiables (Figura 9.4, A) (modificadas segun § 6.2.5.4) y con un genosensor
basado en la inmovilizacion del DNA analito sobre el composite grafito-epoxi (Figura 9.4, B), que fue
preparado siguiendo el protocolo descripto en la Tabla 9.1.

El andlisis se basa en un formato de reconocimiento multiple y para ambos procedimientos se
utilizaron las mismas cantidades de reactivos (analito —poli(dA)-, sonda biotinilada —dT(50)-biotina- y
conjugado enzimatico).

En la figura cada barra muestra el valor medio de los replicados de cada lote de sensores
(blanco y genosensor —grafito-epoxi-HYBoND—, y blanco y genosensor —grafito-epoxi-), y el error de las
barras representa la desviacion estandar de los replicados de cada lote (ec. 1, § 4B.1.1).
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Figura 9.4. Comparacion de los resultados obtenidos en la evaluacién del formato de reconocimiento
multiple mediante un genosensor de membranas recambiables (Figura 9.4, A), y un genosensor
basado en la inmovilizacion del DNA sobre un composite grafito-epoxi (Figura 9.4, B). DNA analito 260
mer [poli(dA)] inmovilizado: 11.4 pmoles. Sonda funcionalizada con biotina [dT(50)-biotina]: 61.2
pmoles. HRP-estreptavidina: 0.49 xg. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona
1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apicado: -0.1 V (vs Ag/AgCl). Para la Figura 9.4, A, el
electrodo de trabajo fue grafito-epoxi-membrana HYBOND™ modificada segun § 6.2.5.4. Para la Figura
9.4, B, los electrodos de trabajo fueron genosensores modificados segin Tabla 9.1.
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La Tabla 6.4 muestra los resultados de las pruebas estadisticas para la comparacion de las
sefiales de los blancos y de los genosensores de membranas recambiables, mientras que la Tabla
9.12, muestra los mismos parametros para los genosensores basados en un composite grafito-epoxi.

La diferencia de los valores medios (prueba t) de la determinacion de los genosensores y de
los blancos es significativamente diferente. En la Figura 9.4 se muestra el nivel a partir del cual la
sefial de los genosensor de membranas recambiables y de los genosensores basados en un
composite grafito-epoxi son significativamente superiores a la sefial de sus respectivos blancos, para
estas mismas condiciones experimentales (ec. 7, § 4B.1.4.4).

La diferencia de sefial amperométrica que existe entre los genosensores y los blancos
permite afirmar que el procedimiento funciona correctamente, y que la hibridacion del analito de 260
mer con una sonda biotinilada de 50 mer ocurre con efectividad sobre el transductor grafito-epoxi.

Tabla 9.12. Pruebas estadisticas para la comparacion de las varianzas (prueba F) y de los valores
medios (prueba t) de las sefiales de los genosensores y de los blancos de los genosensores basados
en un composite grafito-epoxi, realizadas con una confianza del 95 %.

ESTADISTICOS blanco genosensor
n=2 n=3

s
(ec.1,§4B.1.1) s1=424 s2=189.0
Prueba F (bilateral)
(ec.3,§4B.1.3) Featc (19.9) < F2,1 (799.5)
Sp

(ec. 4B, §4B.1.4.1) Sp=156.3
grados libertad
(ec. 6B, §4B.1.4.3) 3
Prueba t (unilateral)
(ec. 5B, §4B.1.4.2) tealc (6.96) > t3 (2.35)

El tiempo total de preparacién y evaluacion de los genosensores de membranas
recambiables fue de aproximadamente 24 horas mientras que, para el caso de los genosensores
basados en un composite grafito-epoxi, fue de 6 h 50 min. Cabe destacar que, en este Ultimo caso, €l
procedimiento total se llegd a reducir a 2 h 30 min (véase mas adelante).

A pesar de que se ha acortado el tiempo del procedimiento total desde 24 horas (para el
genosensor de membranas recambiables) a aproximadamente 7 horas (para los genosensores
grafito-epoxi) las sefiales de hibridacién no son significativamente diferentes entre ambos
procedimientos.

En la Figura 9.5 se muestra sélo la sefial de hibridacion de los genosensores de membranas
recambiables y de los genosensores basados en un transductor grafito-epoxi, obtenida de la siguiente
manera:

Sefial de hibridacién= X Insx genosensor - X Ima blanco
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El error de las barras representa la desviacién estandar de la diferencia de los valores medios
de los genosensores y de los blancos para cada lote (ec. 11, § 4B.2.1).
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Figura 9.5. Comparacion de las sefiales de hibridacion de los genosensores de membranas
recambiables y de los genosensores basados en la inmovilizacion del DNA sobre un composite grafito-
epoxi. Las condiciones experimentales son las mismas que en la Figura 9.4.

La Tabla 9.13 muestra los resultados de las pruebas estadisticas para la comparacién entre
las sefales de hibridacion de los genosensores de membranas recambiables y basados en un
composite grafito-epoxi. Se supuso varianzas comparables. La diferencia de los valores medios
(prueba t) no es significativamente diferente con un 95 % de confianza.

Tabla 9.13. Pruebas estadisticas para la comparacion de los valores medios de la sefial de hibridacion
(prueba t) de los genosensores de membranas recambiables y basados en un composite grafito-epoxi,
realizadas con un 95 % de confianza.

Comparacion de las sefiales de hibridacion de
ESTADISTICOS los genosensores de membranas recambiables
y de los genosensores basados en un composite grafito-epoxi

Sp
(ec. 12,§4B.2.2.1) Sp=149.6
Grados libertad
(ec. 16,§4B.2.2.3) 8
Prueba t (bilateral)
(ec. 14,§4B.2.2.2) tealc (1.24) < ts (2.31)

Estos resultados hacen suponer que la hipdtesis inicial del efecto negativo de la membrana
HYBOND en cuanto a la limitacién de la difusion de las especies electroactivas en la interface del
transductor es verdadera. Dicho de otra manera, se consigue obtener con los genosensores basados
en composites grafito-epoxi sefiales amperométricas de la misma magnitud (incluso mayores)
utilizando tiempos manifiestamente menores debido a que aumenta la sensibilidad de la deteccidn
electroquimica al eliminar la membrana HysonD de la superficie del transductor.

La disminucion en el tiempo del procedimiento se debe, principalmente, a la disminucién del
tiempo de hibridacién de 15-16 horas a 4 horas, ya que el resto de los procedimientos previo a su
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optimizacién (véase mas adelante) llevan aproximadamente el mismo tiempo que en los
genosensores de membranas recambiables.

Otro hecho destacable es la disminucion significativa de la adsorcidn inespecifica al eliminar
de la interfase del transductor grafito-epoxi la membrana de nylon HyBoND, siendo el tiempo de
marcacion enzimatica el mismo para ambos procedimientos. Pese a la mayor sensibilidad de la
deteccién de los sensores basados en el composite grafito-epoxi, la sefial inespecifica es
significativamente inferior respecto a los sensores de membranas recambiables. Esto se confirma con
los resultados estadisticos que se muestran en la Tabla 9.14

Tabla 9.14. Pruebas estadisticas para la comparacion de las varianzas (prueba F) y de los valores
medios (prueba t) de las sefiales de los blancos de membranas recambiables y basados en un
composite grafito-epoxi, realizadas con una confianza del 95 %.

“blanco “blanco
ESTADISTICOS membranas recambiables” grafito-epoxi”
n=4 n=2

s
(ec.1,§4B.1.1) 51=125.3 S2=424
Prueba F (bilateral)
(ec.3,§4B.1.3) Fealc (8.72) < F3,1 (864.2)
Sp

(ec. 4A,§4B.1.4.1) Sp=110.5
grados libertad
(ec. 6A, §4B.1.4.3) 4
Prueba t (bilateral)
(ec. 5A, §4B.1.4.2) tealc (3.84) > t4 (2.78)

Estos resultados hacen suponer que la adsorcion inespecifica, que se debe
fundamentalmente a la adsorcién del conjugado enzimatico como se viera en § 4.3.4 para el caso de
la membrana HYBOND, es notablemente mayor para esta superficie que para el caso del composite
grafito-epoxi.

Como ya se discutiera, la membrana HYBoND es de naturaleza hidrofilica y presenta potencial
Z positivo entre pH 2.0 y 12.0. Es l6gico pensar que las interacciones que presenta el conjugado
enzimatico con la membrana cargada positivamente son de tipo electrostatico debido a cargas
negativas de la enzima al pH de trabajo (7.2). Cabe destacar, sin embargo, que en este efecto
interviene poco el residuo de estreptavidina, ya que su punto isoeléctrico es de 7.2-7.4 por la ausencia
de carbohidratos.

La naturaleza del composite grafito-epoxi es mixta, ya que la matriz polimérica es de tipo no
polar (y constituye un 80 % de la composicién del composite), mientras que el grafito presenta
naturaleza polar. Esta naturaleza mixta, pero principalmente no polar, podria ser las causa de que la
adsorcion inespecifica del conjugado enzimatico sea menor en comparacion con la membrana de
nylon HYBOND.

Otro punto a discutir ademas del efecto de la naturaleza quimica de los transductores sobre
la adsorcién inespecifica es el efecto de la porosidad y permeabilidad de ambos soportes sobre dicho
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fendmeno. Ya se ha visto que el composite grafito-epoxi muestra una cierta porosidad (Figura 2.16, §
2.3.5.2).

Sin embargo, las membranas de nylon son, ademas de mas porosas que el composite
grafito-epoxi, permeables 3!, a diferencia de éste. Este hecho implica que el liquido puede penetrar en
su interior y difundirse entre los poros, junto con los solutos que contiene. Asi, el conjugado
enzimatico puede penetrar dentro de las membranas y retenerse en ellas inespecificamente. Este
fendmeno es notablemente inferior en el transductor rigido e impermeable basado en un composite
grafito-epoxi.

La disminucion de la sefial amperométrica debido a la adsorcién inespecifica aumenta
notablemente la relacién S/R al disminuir el denominador de este cociente para el caso de los
genosensores basados en un composite grafito-epoxi (S/R = 7.6) respecto a los genosensores de
membranas recambiables (S/R = 2.7).

La Figura 9.6 muestra comparativamente la sefial de los blancos basados en un composite
grafito-epoxi (idem que Figura 9.4), y el ruido de fondo instrumental. Este ruido de fondo instrumental
se determind con los mismos transductores grafito-epoxi utilizados para los blancos, pero pulidos y
ultrasonicados, es decir, presentando sélo la superficie fresca del composite grafito-epoxi y, por
supuesto, sin enzima adsorbida inespecificamente. La evaluacion de estos transductores grafito-epoxi
se realiz6 de manera idéntica a los blancos, es decir, con el mismo sistema amperométrico, solucion
amortiguadora, concentracion de hidroquinona y de H20- y aplicando el mismo potencial.
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Figura 9.6. Comparacion del ruido de fondo instrumental y los sensores blanco basados en un
composite grafito-epoxi (véase Figura 9.4, B). Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador:
hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apicado: -0.1 V (vs Ag/AgCI)..

Los resultados estadisticos que se muestran en la Tabla 9.15 implican que la sefial de los
blancos basados en un composite grafito-epoxi es estadisticamente similar al ruido de fondo
instrumental del sistema, es decir, que la adsorcion inespecifica es infima.

Sin embargo, experimentalmente se observd durante la evaluacion de los blancos
comportamiento enzimatico, por lo que hay algo de adsorcion inespecifica debido a la enzima.

Teniendo en cuenta que la adsorcion inespecifica es tan baja, se puede pensar en aumentar
la cantidad de conjugado enzimatico, y disminuir aln mas los tiempos de los procedimientos de
hibridacion y de marcacion enzimética.
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Tabla 9.15. Pruebas estadisticas para la comparacion de las varianzas (prueba F) y de los valores
medios (prueba t) de las sefiales de los blancos basados en un composite grafito-epoxi y del ruido de
fondo instrumental, realizadas con una confianza del 95 %.

“ruido de fondo “blanco
ESTADISTICOS instrumental” grafito-epoxi”
n=2 n=2

S
(ec. 1, §4B.1.1) $1=28.3 2= 424

Prueba F (bilateral)
(ec. 3,§4B.1.3) Fealc (2.25) < F1,1 (647.8)

Sp
(ec. 4A, § 4B.1.4.1) Sp = 36.1

grados libertad
ec. 6A, §4B.14.3 2
( § )

Prueba t (bilateral)
(ec. 5A,§4B.1.4.2) tealc (1.1) <t2 (4.3)

9.3.2 ULIDAD DEL TRATAMIENTO DE PREHIBRIDACION Y DE PREMARCACION CON
SOLUCION BLOQUEANTE

En vista de los resultados que se muestran en la Figura 9.6, es facil anticipar que poco efecto
pueden tener los tratamientos de prehibridacién y de premarcacion con solucion bloqueante en cuanto
a la disminucion de la adsorcion inespecifica, al ser esta tan baja y casi igual al ruido de fondo
instrumental.

En la Figura 9.7 se muestran los resultados del experimento realizado en § 9.2.5.1. El objeto
de esta experiencia es evaluar la efectividad del tratamiento de prehibridacion (de 60 minutos) y de
premarcacion con solucién bloqueante (de 30 minutos) en cuanto a la disminucién de la adsorcién
inespecifica y al aumento, por tanto, de la relacion S/R.

En el Experimento N° 1, se llevé a cabo el protocolo de preparacion de los genosensores sin
tratamiento de prehibridacién y sin premarcacion con solucién bloqueante segun la Tabla 9.1. En el
Experimento N° 2 se llevé a cabo el protocolo de preparacion de los genosensores sin tratamiento de
prehibridacion y con una premarcacion con solucién bloqueante de 30 minutos, como se muestra en la
Tabla 9.2. Por ultimo, en el Experimento N° 3 se llevd a cabo el protocolo de preparacidn de los
genosensores con un tratamiento de prehibridacion de 60 minutos y sin premarcacién con solucion
bloqueante, segun la Tabla 9.3.

Como puede observarse en la Figura 9.7, tanto las sefiales amperométricas de hibridacion
como las sefiales debida a la adsorcion inespecifica no presentan un cambio significativo si se utilizan
dichos procedimientos.

Esto puede deberse al hecho de que el nuevo transductor utilizado (grafito-epoxi) presente
escasa adsorcion inespecifica tanto de la sonda biotinilada como del conjugado enzimatico, y por eso
la utilizacién de estos procedimientos no favorece un aumento sustancial de la relacion S/R que
justifique su implementacién.
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Figura 9.7. Evaluacién del efecto del uso del tratamiento de prehibridacion y de premarcacion con
solucién blogueante en un formato de reconocimiento multiple mediante un genosensor basado en un
composite grafito-epoxi. DNA analito 260 mer [poli[dA)] inmovilizado: 11.4 pmoles. Sonda
funcionalizada con biotina dT(50-biotina): 61.2 pmoles. HRP-estreptavidina: 0.49 1g. Medio: fosfato 0.1
M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apiicado: -0.1
V (vs Ag/AgCl). Experimento 1. sin tratamiento de prehibridacidn y sin premarcacién con solucion
bloqueante (Tabla 9.1). Experimento 2: sin tratamiento de prehibridacion y con premarcacién con
solucién bloqueante (Tabla 9.2). Experimento 3: con tratamiento de prehibridacion y sin premarcacion
con solucion bloqueante (Tabla 9.3). Los electrodos de trabajo fueron genosensores modificados
segln § 9.2.5.1. (n=3).
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Figura 9.8. Sefiales de hibridacién en la evaluacion del efecto del uso del tratamiento de
prehibridacion y de premarcacion con solucion bloqueante en un formato de reconocimiento mdltiple
mediante un genosensor basado en la inmovilizacion del DNA sobre un composite grafito-epoxi. Los
detalles experimentales son idénticos a los detallados para la Figura 9.7.
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En la Figura 9.8 se muestra solo la sefial de hibridacion para estos experimentos, obtenida
con la siguiente expresion:

Sefial de hibridacién= X Inax genosensor - X Imax blanco

El error de las barras representa la desviacién estandar de la diferencia de los valores medios
de los genosensores y de los blancos para cada lote (ec. 11, § 4B.2.1).

En esta figura se puede observar mejor como la sefial de los genosensores se mantiene
invariable tanto como si se aplican o como si no se utilizan el tratamiento de prehibridaciéon y de
premarcacion con solucién bloqueante.

Es por eso que en todas las siguientes evaluaciones no se han utilizado, ya que solo
contribuyen a alargar el procedimiento y a aumentar su complejidad, sin aportar beneficios
sustanciales.

9.3.3 TIEMPO DE HIBRIDACION

En la Figura 9.9 se muestran los resultados de la experiencia que se describe en § 9.2.5.2. El
objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacion del tiempo de hibridacion en el
protocolo de preparacion del genosensor amperométrico, de manera de conseguir acortar el
procedimiento total de preparacién del mismo.
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Exp N° 4 (240 min hibridacion): blanco
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Figura 9.9. Evaluacion del tiempo de hibridacion en un formato de reconocimiento multiple mediante
un genosensor basado en la inmovilizacion del DNA sobre un composite grafito-epoxi. DNA analito 260
mer [poli{dA)] inmovilizado: 11.4 pmoles. Sonda funcionalizada con biotina dT(50-biotina): 61.2
pmoles. HRP-estreptavidina: 0.49 wg. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona
1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apicado: -0.1 V (vs Ag/AgCI). Los electrodos de trabajo
fueron genosensores modificados segun § 9.2.5.2. n=3.
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Para evaluar el efecto del tiempo de hibridacién en el formato de reconocimiento multiple se
realizaron cuatro experiencias distintas, las cuales s6lo variaron en el tiempo de hibridacién de la
sonda funcionalizada con biotina con el analito inmovilizado en el transductor grafito-epoxi. Se
evaluaron tiempos de hibridacion de 45, 90, 150 y 240 minutos.

Como puede observarse en la grafica, con tiempos de hibridacién de 45 minutos se alcanza
una sefial de hibridacion similar a tiempos de hibridacion mayores (de hasta cuatro horas).

Estos resultados son coincidentes con otros presentados en la bibliografia 2. En este caso se
plantea que la hibridacién de oligonucleétidos de 80 pb es rapida, y requiere no mas de 5 minutos
para alcanzar una eficiencia de un 75 %, mientras que la hibridacion de DNA de mayor longitud
requiere un tiempo de 60 a 120 minutos para alcanzar una maxima eficiencia del 50 %.

Con estos resultados, los tiempos del procedimiento total de preparacién de los
genosensores se reducirian en 3 h 15 min. respecto a la seccion anterior, y en 14 horas, respecto al
genosensor de membranas recambiables.

Al igual que la disminucion marcada de la adsorcién inespecifica en los transductores grafito-
epoxi, una cinética de hibridacion tan répida respecto a los genosensores de membranas
recambiables puede explicarse por el hecho de que el transductor grafito-epoxi sea impermeable y
rigido a diferencia de las membranas de nylon. Como el liquido no puede penetrar en la superficie del
soporte, la sonda de DNA tiene acceso inmediato al DNA analito, sin necesidad de difundir dentro de
los poros. Esto aumenta el grado de hibridacién, aunque la agitaciéon es importante para obtener el
maximo grado de hibridacidn aun con soportes impermeables 3'. Por otro lado, el hecho de inmovilizar
el DNA directamente sobre el grafito-epoxi trae asociado un aumento de la sefial electroquimica, al
ser este transductor mas sensible que el transductor grafito-epoxi-HYBoND (vease § 2.3.6.2), lo que
implica la posibilidad de obtener mayores sefiales electroquimicas con menores tiempos de
hibridacion.

9.3.4 CANTIDAD DE ANALITO INMOVILIZADO EN EL TRANSDUCTOR GRAFITO-EPOXI

En la Figura 9.10 se muestran los resultados de la experiencia llevada a cabo segun §
9.2.5.3. El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacidén de la cantidad de analito
[poli(dA)] inmovilizado sobre el composite grafito-epoxi sobre la sefial amperométrica de hibridacién.
Para tal fin, se realizaron genosensores los cuales solo se diferenciaron en la cantidad de poli(dA)
inmovilizado en el transductor grafito-epoxi.

Segun se muestra en la figura, la disminucion de la cantidad de DNA desde 11.4 pmoles a
una cantidad 10 veces inferior aumenta la sefial de hibridacién a casi el doble. Este hecho podria
deberse a dos causas fundamentales: la primera, a que cantidades menores de DNA inmovilizado
sobre el composite harian que las bases nitrogenadas se encuentren mas disponibles para hibridarse
con la sonda complementaria biotinilada [este mismo efecto se observaba en los genosensores de
membranas recambiables (véase § 4.3.1)]; la segunda causa puede deberse a que cantidades
mayores de DNA actuarian como una interfase que disminuiria —como si de una membrana se
tratara— la conduccion del composite, y perjudicaria la sensibilidad de los ensayos. Sea cual fuere el
efecto, es claro que no es posible la cuantificacion de analito inmovilizado sobre el transductor grafito-
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epoxi, aunque este formato pueda utilizarse para ensayos cualitativos. En ensayos cualitativos, se
puede detectar -mediante este procedimiento- la presencia de al menos 300 fmoles de analito.

Por otro lado, el hecho de que la cantidad 6ptima de DNA inmovilizada en el transductor
grafito-epoxi sea al menos 10 veces inferior que para el caso del transductor grafito-epoxi-HYBOND,
puede explicarse también por el hecho de que el primero sea impermeable y rigido a diferencia de las
membranas de nylon. Durante la inmovilizacion del DNA sobre el transductor grafito-epoxi, el liquido
no puede penetrar en la superficie del soporte y el DNA, por tanto, sélo queda adsorbido en la
superficie del transductor y mas disponible para la hibridaciéon (como ya se ha visto en § 9.3.3). Lo
contrario ocurre en las membranas de nylon, consumiéndose parte del DNA en difundir dentro de los
poros. La cinética de hibridacién en este Ultimo caso se ve dificultada por la difusién del solvente y los
solutos dentro de los poros, por lo que la sonda de DNA no tiene acceso inmediato al DNA analito.
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Figura 9.10. Evaluacion del efecto de la variacion de poli(dA) inmovilizado en el composite grafito-
epoxi en un formato de reconocimiento mdltiple. DNA analito 260 mer [poli(dA)] inmovilizado: desde
300 fmoles a 11.4 pmoles. Sonda funcionalizada con biotina dT(50-biotina): 61.2 pmoles. HRP-
estreptavidina: 0.49 ng. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona 1.81 mM.
Sustrato; H202 1.06 mM. Potencial apicato: -0.1 V (vs Ag/AgCl). Los electrodos de trabajo fueron
genosensores modificados segin § 9.2.5.3.

9.3.5CANTIDAD DE HRP-ESTREPTAVIDINA EN LA SOLUCION BLOQUEANTE
DURANTE LA MARCACION ENZIMATICA

En la Figura 9.11 se muestran los resultados de la experiencia llevada a cabo segun §
9.2.5.4. El objeto de esta experiencia es evaluar el efecto de la variacion de la cantidad de conjugado
enzimatico de la solucién blogueante durante la marcacion enzimatica. Para tal fin, se llevaron a cabo
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distintas experiencias en las cuales sélo variaron en la cantidad de conjugado enzimatico de la
solucién bloqueante desde 0.49 ug a 1.98 ug.
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Figura 9.11. Evaluacion del efecto de la variacion de la cantidad de conjugado enzimatico (HRP-
estreptavidina) en un formato de reconocimiento maltiple. DNA analito 260 mer [poli(dA)] inmovilizado:
2.2 pmoles. Sonda funcionalizada con hiotina dT(50)-biotina: 61.2 pmoles. HRP-estreptavidina: 0.49,
0.99 y 1.98 ug. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona 1.81 mM. Sustrato:
H202 1.06 mM. Potencial apicato: -0.1 V (vs Ag/AgCI). Los electrodos de trabajo fueron genosensores
modificados segln § 9.2.5.4. (n=3).

Como puede observarse en la figura, un aumento de la cantidad de conjugado enziméatico del
doble en la solucién bloqueante (de 0.49 ug a 0.99 pg) incrementa notablemente la sefial de
hibridacion (a casi el doble), pero no asi la sefial de la adsorcién inespecifica. Sin embargo, a partir de
este valor, una aumento del doble del conjugado enzimatico (de 0.99 a 1.98 ug), aumenta a méas del
doble la sefial de hibridacion, pero también se incrementa de manera muy notable la sefial de la
adsorcién inespecifica. Dicho de otra manera, este aumento de mas del doble se realiza a expensas
del aumento de la sefial inespecifica.

En la Figura 9.12 se grafica la relacion S/R, es decir el cociente entre la sefial del genosensor
y la sefial del blanco, en la que se puede observar como este indicador disminuye drésticamente
desde 0.99 ug a 1.98 ug, por lo que se escoge, para los estudios posteriores, una cantidad de 0.99
ug de conjugado enzimatico.

Sin embargo, si se comparan los valores de este indicador respecto a los calculados para los
genosensores de membranas recambiables (§ 4.3.3), se ve que los valores del parametro S/R son
notablemente superiores para el caso de los genosensores basados en composites grafito-epoxi,
debido fundamentalmente a que los denominadores de la relacién (es decir, la adsorcion inespecifica)
son sensiblemente menores.
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Figura 9.12. Relacion S/R obtenida con la variacion de la cantidad de conjugado enzimético (HRP-
estreptavidiba) en un formato de reconocimiento multiple. Las condiciones experimentales son las
mismas que los detallados para la Figura 9.11.

9.3.6 TIEMPO DEL PROCEDIMIENTO DE MARCACION ENZIMATICA

En la Figura 9.13 se muestran los resultados de la experiencia llevada a cabo segun §
9.2.5.5, en la que se evalud el efecto de la variacion del tiempo de marcacién enzimatica, de manera
de conseguir acortar el procedimiento total de preparacion de los genosensores basados en un
composite grafito-epoxi.

Como puede observarse en la Figura, con un tiempo de 30 minutos se consigue que la
reaccion del conjugado enzimatico con el diplex funcionalizado con biotina formado en la superficie
del transductor grafito-epoxi sea casi completa, obteniéndose una muy buena sefial de hibridacién. Es
importante destacar que, asi como se observa un aumento notable en la sefial de los genosensores
en el periodo de tiempo comprendido entre 15 minutos a 30 minutos de reaccién, esto mismo no
ocurre con la adsorcion inespecifica, la cual se mantiene relativamente constante a lo largo del
periodo de tiempo evaluado. Esto permite concluir (teniendo también en cuenta los resultados que se
muestran en § 9.3.5) que el aumento de la adsorcion inespecifica depende mas de la cantidad de
conjugado enzimatico que del tiempo de la reaccién de marcacion.

En la Figura 9.14 se observan las sefiales de hibridacién, es decir, la diferencia entre las
sefiales de los genosensores y los blancos. Teniendo en cuenta el valor de hibridacion y suponiendo
que la reaccion es completa a la hora de marcacion enzimatica, se puede calcular que el 70 % de la
reaccion se lleva a cabo a los 15 minutos, a los 20 minutos ocurre el 80 % de la reaccion, a los 30
minutos se forman el 92 % de los hibridos marcados con la enzima, mientras que a los 40 minutos la
reaccion es casi completa (98 %), por lo que creemos que un tiempo de reaccion de 30 minutos es
adecuada.

Teniendo en cuenta que estos resultados se obtuvieron con las condiciones optimizadas en
los apartados anteriores, el protocolo completo de preparacion de los genosensores se consigue en
un tiempo total de unas 3 horas (90 minutos de inmovilizacion, 45 minutos de hibridacion, 30 minutos
de marcacion enzimatica, 15 minutos de lavados y deteccién amperométrica).
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Figura 9.13. Evaluacion del efecto de la variacion del tiempo de marcacion enzimatica en un formato
de reconocimiento multiple. DNA analito 260 mer [poli{dA)] inmovilizado: 2.2 pmoles. Sonda
funcionalizada con biotina dT(50-biotina): 61.2 pmoles. HRP-estreptavidina: 0.99 xg. Medio: fosfato 0.1
M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apiicado: -0.1
V (vs Ag/AgCI). Los electrodos de trabajo fueron genosensores modificados segin § 9.2.5.5.
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Figura 9.14. Sefiales de hibridacion obtenidas con la variacion del tiempo de marcacion enzimatica en

un formato de reconocimiento mdltiple. Las condiciones experimentales son las mismas que en la
Figura 9.13.
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9.3.7 TIEMPO DEL PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION

En la Figura 9.15 se muestran los resultados de la experiencia llevada a cabo segun §
9.2.5.6, en la que se evalud el efecto de la variacién del tiempo de inmovilizacion del DNA (analito) en
un composite grafito-epoxi de manera de conseguir acortar el procedimiento total de preparacién de
los genosensores.
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Figura 9.15. Evaluacion del efecto de la variacion del tiempo de inmovilizacién en un formato de
reconocimiento  multiple. DNA analito 260 mer [poli(dA)] inmovilizado: 531 fmoles. Sonda
funcionalizada con biotina dT(50-biotina): 379 fmoles. HRP-estreptavidina: 0.99 g. Medio: fosfato 0.1
M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apiicado: -0.1
V (vs Ag/AgCI). Los electrodos de trabajo fueron genosensores modificados segun § 9.2.5.6. (n=3).

Para evaluar el efecto del tiempo de inmovilizacién del DNA en el formato de reconocimiento
multiple, se realizaron genosensores en los cuales solo se varié el tiempo de inmovilizacion del DNA
en el transductor grafito-epoxi entre 45 y 90 minutos.

Un tiempo de 45 minutos es el minimo requerido para que el DNA se adsorba, ya que con
tiempos menores la solucidn depositada en el composite grafito-epoxi no se seca completamente.

Como puede observarse, no hay diferencias significativas en los resultados obtenidos entre
un tiempo de inmovilizacién de 45 minutos y 1 h 30 min.

Teniendo en cuenta que estos resultados se obtuvieron con las condiciones optimizadas en
los apartados anteriores, el protocolo completo —ya optimizado en cuanto a tiempo de preparacion de
los genosensores— se consigue en un tiempo total de 2 h 30 min.

Este tiempo puede desglosarse en:

¢ 5 minutos para el tratamiento del transductor,

¢ 45 minutos de inmovilizacion,

¢ 45 minutos de hibridacion,

¢ 10 minutos de lavados posthibridacion,

¢ 30 minutos de marcacion enzimatica,

¢ 15 minutos para la deteccion amperométrica.



362 Capitulo 9. Inmovilizacion de DNA sobre superficies grafito-polimero

9.3.8 CANTIDAD DE SONDA FUNCIONALIZADA CON BIOTINA EN LA SOLUCION DE
HIBRIDACION

En la Figura 9.16 se muestran los resultados de la experiencia llevada a cabo segun §
9.2.5.7, en la que se evalud el efecto de la variacion de la cantidad de sonda funcionalizada con
biotina de la solucion de hibridacion, para una cantidad de DNA analito inmovilizado de 531 fmoles.
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Figura 9.16. Evaluacion del efecto de la variacién de la cantidad de dT(50)-biotina en la solucién de
hibridacion en un formato de reconocimiento mdltiple. DNA analito 260 mer [poli(dA)] inmovilizado: 531
fmoles. Sonda funcionalizada con biotina dT(50-biotina): de 0 a 946.0 fmoles. HRP-estreptavidina: 0.99
49. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06
mM. Potencial apicado: -0.1 V (vs Ag/AgCI). Los electrodos de trabajo fueron genosensores modificados
segun §9.2.5.7.
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Figura 9.17. Evaluacion del efecto de la variacién de la cantidad de dT(50)-biotina en la solucién de
hibridacion en un formato de reconocimiento mdltiple. Las condiciones experimentales son las mismas
que para Figura 9.16.
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Para evaluar el efecto de la cantidad de sonda funcionalizada con biotina de la solucién de
hibridacion en el formato de reconocimiento multiple, se realizaron genosensores en los cuales se
vario la cantidad de dT(50)-biotina, desde 23.7 a 757.0 fmoles.

Como se pueden observar mejor en la Figura 9.17, para una cantidad de analito de 531
fmoles se obtiene una excelente sefial de hibridacion con una cantidad de sonda biotinilada de
aproximadamente 750 fmoles, y a partir de este valor se observa una tendencia a la saturacion de la
sefial, para un tiempo de hibridacién de 45 minutos.

9.3.9 EVALUACION DE INTERFERENCIAS: ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES DEL
CONJUGADO ENZIMATICO (HRP-ESTREPTAVIDINA) CON EL COMPOSITE GRAFITO-
EPOXI MODIFICADO CON DNA DE DISTINTO ORIGEN

En la Figura 9.18 se muestran los resultados de la experiencia descripta en § 9.2.5.8 para la
evaluacion del fenomeno de interacciones inespecificas entre el conjugado enzimatico y el composite
grafito-epoxi modificado con DNA.
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Figura 9.18. Evaluacion de la adsorcion inespecifica del conjugado enzimatico sobre el composite
grafito-epoxi modificado con DNA de distinto origen. DNA analito 260 mer [poli(dA)] inmovilizado: 2.2
pmoles (sélo en experimentos 2 y 3). Sonda funcionalizada con biotina dT(50-biotina):; 61.2 pmoles
(s6lo en experimentos 1y 2). HRP-estreptavidina: 0.49 g (experimentos 1 a 5). DNA esperma de
salmén: 0.2 ug (experimento 4). Oligonucledtido 50 mer: 0.35 pg (experimento 5). Medio: fosfato 0.1
M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador: hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apicado: -0.1
V (vs Ag/AgCl). Los electrodos de trabajo fueron genosensores modificados segtn § 9.2.5.8.

El objeto de esta experiencia es asegurar que la sefial observada en las experiencias
anteriores se debe puramente a hibridacién y no a interacciones inespecificas entre el DNA adsorbido
en la superficie del composite grafito-epoxi y el conjugado enzimatico HRP-estreptavidina.
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Esta evaluacién responde al hecho de que el blanco genosensor evalla la adsorcion del
conjugado enzimatico sobre el transductor grafito-epoxi, pero en los genosensores esta superficie se
encuentra modificada con DNA, por lo que las interacciones con el conjugado enzimatico podrian ser
distintas.

Para tal fin, se realizaron cinco experimentos distintos. El experimento N° 1, evalua la sefal
amperométrica obtenida debido a la adsorcion inespecifica de la sonda biotinilada y del conjugado
enzimatico sobre el composite grafito-epoxi. El experimento N° 2 evalla la sefial de hibridacion
propiamente dicha (genosensor). El experimento N° 3 evalla la adsorciéon o interacciones
inespecificas del conjugado enzimatico sobre el transductor grafito-epoxi modificado por adsorcién
con poli(dA). El experimento N° 4 evalla la adsorcién o interacciones inespecificas del conjugado
enzimatico sobre el transductor grafito-epoxi modificado por adsorcion con un DNA de distinto origen,
en este caso de esperma de salmén. El experimento N° 5 evalla la adsorcién o interacciones
inespecificas del conjugado enzimatico sobre el transductor grafito-epoxi modificado por adsorcion
con un oligonucleétido de 50 mer.

Como puede observarse en la Figura 9.18, la sefial de los sensores que evallan la
interaccion inespecifica es similar a la del blanco del genosensor, por lo cual la adsorcién inespecifica
del conjugado enzimatico es independiente de la modificacion del composite grafito epoxi con DNA de
distinto origen.

9.3.10 EVALUACION DE INTERFERENCIAS: ESTUDIO DE LA HIBRIDACION
INESPECIFICA ENTRE DNA DE DISTINTO ORIGEN INMOVILIZADO EN EL COMPOSITE
GRAFITO-EPOXI'Y SONDA FUNCIONALIZADA CON BIOTINA

El objeto de esta experiencia es confirmar que la sefial observada en las experiencias
anteriores se debe a hibridacion entre DNA complementario (es decir, que la hibridacion sea
especifica) y no a interacciones inespecificas entre DNA adsorbido en la superficie del composite
grafito-epoxi de distinto origen y la sonda funcionalizada con biotina. Dicho de ofra manera, se
pretende confirmar que un tiempo de hibridacion de 45 minutos en las condiciones especificadas es
suficiente para generar una sefial amperométrica debido a hibridacién especifica.

Para evaluar este fendmeno, se realizaron cuatro experimentos distintos, segin § 9.2.5.9. El
experimento N° 1, evalla la sefial amperométrica obtenida debido a la adsorcion inespecifica de la
sonda biotinilada y del conjugado enzimético sobre el composite grafito-epoxi. El experimento N° 2
evalla la sefial de hibridacion propiamente dicha (genosensor). El experimento N° 3 evalla la
hibridacion inespecifica existente entre la sonda dT(50)-biotina, y un DNA inespecifico de esperma de
salmén. El experimento N° 4 evalua la hibridacién inespecifica existente entre la sonda dT(50)-biotina,
y un oligonucleétido de 50 mer no complementario.

Como puede observarse en la Figura, un tiempo de hibridacion de 45 minutos a una
temperatura de 42° C es suficiente para generar una sefial de hibridacion considerable. A estas
condiciones de hibridacion, no existe interacciones inespecificas entre la sonda funcionalizada con
biotina y DNA de distinto origen, por lo que se puede asegurar que la sefial de hibridacién obtenida es
especifica.
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Figura 9.19. Evaluacion de la hibridacion inespecifica sobre el composite grafito-epoxi modificado con
DNA de distinto origen. DNA analito 260 mer [poli(dA)] inmovilizado: 531 fmoles (sélo en experimento
2). Sonda funcionalizada con biotina dT(50-biotina): 757 fmoles (experimentos 1 a 4). HRP-
estreptavidina: 0.99 xg (experimentos 1 a 4). DNA esperma de salmén: 995 ng (experimento 3).
Oligonucledtido 50 mer: 277.7 ng (experimento 4). Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediador:
hidroquinona 1.81 mM. Sustrato: H202 1.06 mM. Potencial apiicado: -0.1 V (vs Ag/AgCI). Los electrodos
de trabajo fueron genosensores modificados segun § 9.2.5.9. (n=3).

9.4 CONCLUSIONES

1. Se ha conseguido optimizar un nuevo dispositivo genosensor de hibridacién
amperométrico en el que se inmoviliza por adsorcion el DNA analito sobre un composite
rigido grafito-epoxi, en un formato de reconocimiento multiple.

2. Se ha observado que la eliminacién de la membrana HyBonD de la superficie del
transductor grafito-epoxi aumenta la sensibilidad de los ensayos. Asi, se consigue reducir el
tiempo de preparacion de los genosensores de 24 horas a 2 h 30 min., respecto a un
genosensor de membranas recambiables.

3. Pese a la mayor sensibilidad en la deteccion para el nuevo dispositivo genosensor
desarrollado, se ha observado una disminucién notable de la sefial debida a la adsorcion
inespecifica (sobre el composite grafito-epoxi), respecto al genosensor de membranas
recambiables (sobre la membrana de nylon HYBOND).

4. Debido a la escasa sefial de adsorcion inespecifica, no se justifica la utilizacién del
tratamiento de prehibridacién ni de premarcacién con solucién blogueante, ya que con su
implementacién no se observa una mejora sustancial de la relacién S/R. La eliminacién de
estos pasos (respecto al genosensor de membranas recambiables) contribuye a acortar el
procedimiento total en 4 h 30 min.

5. Con el nuevo dispositivo creado se consigue disminuir el tiempo del procedimiento de
hibridacion de 15 horas (para el genosensor de membranas recambiables), a 45 minutos.
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Este es el paso que consigue acortar considerablemente el tiempo de procedimiento total de
preparacion del genosensor.

6. El aumento de la cantidad de analito inmovilizado en el composite grafito-epoxi provoca la
disminucién de la sefial amperométrica de hibridacion. Este efecto puede deberse a
impedimentos estéricos de las bases nitrogenadas del DNA o bien a la creacién de una
interfase que disminuye —como si de una membrana se tratara- la conduccién del
transductor.

7. Este nuevo formato permite la deteccién cualitativa de al menos 300 fmoles de analito.

8. El hecho de que el fransductor grafito-epoxi sea rigido e impermeable, justifica
observaciones tales como la menor adsorcion inespecifica, el menor tiempo de hibridacion, y
la menor cantidad de analito necesario, respecto a los genosensores de membrana
recambiables basados en la inmovilizacién en una membrana de nylon.

9. Se observé que con un tiempo de marcacién enzimatica de 30 minutos se consigue que la
reaccion del conjugado enzimatico con el duplex preformado sobre el composite se complete
en un 92 %.

10. La adsorcién inespecifica no aumenta sustancialmente con el tiempo de reaccién de
marcacion, sino que depende mas bien de la cantidad de conjugado en la solucion
bloqueante.

11. Un tiempo de inmovilizacién de 45 minutos es suficiente para conseguir una
inmovilizacién efectiva del analito sobre el composite grafito-epoxi.

12. Las sefiales amperométricas que se observan se deben a hibridacién especifica, y no a
interacciones DNA(analito)/HRP-estreptavidina, o por la formacién de duplex de DNA no
complementarios, para un tiempo de hibridacién de 45 minutos.

13. La adsorcién inespecifica sobre el composite grafito-epoxi es controlada y reproducible.
Puede evitarse el hecho de preparar “ensayos blanco” para evaluarla, si esta sefial se
mantiene, su magnitud es conocida y no se cambia de producto comercial de conjugado
enzimatico.

14. El protocolo final de preparacion de genosensores basados en un composite grafito-epoxi
consiste en: adsorcion del analito (45 minutos), hibridacion (45 minutos), y marcacion
enzimatica (30 minutos), lavados y determinacion del sensor (30 minutos), siendo
innecesarios los pasos de prehibridacién y de premarcacion con solucién bloqueante.
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