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Resum

La present memoria ha estat realitzada al grup de Nanobiotecnologia pel Diagnostic
(Nanobiotechnology for Diagndstics, Nb4D) de I'Institut de Quimica Avancada de
Catalunya (IQAC-CSIC, Barcelona) liderat per la Prof. M.-Pilar Marco Colas. Aquesta
tesi s’ha focalitzat en el desenvolupament de noves eines immunoquimiques per al
diagnostic de malalties infeccioses amb |'objectiu d’incrementar I'eficiencia dels
actuals metodes de diagnostic. Concretament, aquesta tesi s’ha centrat en el
desenvolupament de técniques immunoquimiques per a la deteccid de
Staphylococcus aureus i Pseudomones aeruginosa en mostres biologiques.
L'estratégia ha consistit a seleccionar dianes especifiques de cadascun dels
microorganismes i, mitjancant el disseny racional d’haptens d’immunitzacio,
desenvolupar anticossos policlonals especifics. Els anticossos han estat avaluats
mitjangant assajos de tipus ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) i
posteriorment s’han implementat en immunoassajos ELISA en microplaca o de
micromatrius (microarrays) fluorescents per a l'analisi de mostres biologiques
(bacteris en medi de cultiu) i mostres cliniques d’origen respiratori (esput, rentats
broncoalveolars i broncoaspirats). Els immunoassajos obtinguts per ambdéds bacteris
son capacos de detectar les dianes seleccionades amb nivells de deteccié utils per a
la seva implementacié en I'lambit de diagnostic, oferint una alternativa prometedora
al diagnostic de malalties causades per aquests bacteris.

Com a resultat de la investigacié realitzada, s’han generat dues patents
(PCT/ES2014/070161 i P201530780), les quals es troben en fase de negociacié amb
empreses de I'ambit del diagnostic. A més s’ha publicat un article de revisié que
descriu I'estat de la questid pel que fa al potencial de la nanobiotecnologia en el
diagnostic de microorganismes patogen, un article de recerca original, que ja ha
estat publicat en la revista Analytica Chimica Acta i que descriu el treball realitzat
pel que fa a la deteccié immunoquimica de S. aureus, i un tercer article que es troba
sota avaluacid pels revisors i editors de la revista Analytical Chemistry i que reporta
la recerca realitzada pel que fa al desenvolupament d’eines inmunoquimiques per al
diagnostic de malalties causades per P. aeruginosa. Per aquest motiu, la tesi s’ha
estructurat en format de compendi de publicacions.

La tesi també inclou un annex fruit d’'una estada predoctoral al grup del Prof. Kim
Janda de The Scripps Research Institute (TSRI, CA, EEUU). L'objectiu de I'estada era
I’avaluacié com a eines terapeutiques dels anticossos produits en aquesta tesi
contra la P. aeruginosa. En aquest sentit, es pretenia investigar el potencial dels
anticossos generats per neutralitzar els efectes citotoxics causats per factors de
virulencia d’aquest microorganisme sobre linies cel-lulars de macrofags. Tot i
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I'interes d’aquests estudis, aquest treball no es va poder concloure, i no es descarta

reprendre’l més endavant.

A continuacio es llisten les publicacions que han derivat del treball d’aquesta tesi
doctoral:

Vil

Immunochemical Determination of Pyocyanin: A New Strategy for Pseudomonas
aeruginosa Specific Diagnostic. C. Pastells, N. Pascual, F. Sanchez and M.-P Marco.
Submitted to Anal Chem.

An Immunochemical Strategy to Determine Staphylococcus aureus based on
Peptidoglycan Synthetic Peptide Epitopes. C. Pastells, G. Acosta, N. Pascual, M.
Royo, F. Albericio and M.-P. Marco. Analytica Chimica Acta.19;889:203-11 (2015)

Nanoparticle-based biosensors for pathogenic bacteria detection. N. Sanvicens, N.
Pascual, C. Pastells and M.-P. Marco. Trends in Analytical Chemistry. 28 (11), 1243-
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Acronims, abreviatures i sigles

En la present memoria, s’ha decidit utilitzar la forma d’acronims i abreviatures en la

forma original en anglés, la llengua més habitual de difusié cientifica. A continuacid

es detallen els acronims i abreviatures utilitzats en aquest treball amb la traduccié al

catala i el nom en anglés en cursiva. En els casos en quée els noms en catala i en

angles d’alguns compostos son molt semblants només s’ha especificat el primer.

'H NMR

1-OHphz
Ab

Abs

Ag
AIDS

Amax
Anmin
APh
As
As230
As291

BAL
BAS
BSA
CF
CFTR

CFU
CLIA

Clfa
COPD

CPS

DNA
DTT

Resonancia magnética nuclear de protd (Proton Nuclear
Magnetic Resonance)

1-hidroxifenazina (1-hydroxyphenazine)

Anticos (Antibody)

Absorbancia

Antigen

Sindrome d’immunodeficiencia adquirida (Acquired Immune
Deficiency Syndrome)

Absorbancia maxima

Absorbancia minima

Fosfatasa alcalina (Alkaline Phosphatase)

Antiserum

Antiserum 230 (policlonal de conill contra 1-OHphz)
Antiserum 291 (policlonal de conill contra la paret bacteriana
de S. aureus)

Rentats broncoalveolars (BroncoAlveolar Lavage)
Broncoaspirats (Bronchial ASpirate)

Albumina de sérum bovi (Bovine Serum Albumin)

Fibrosi Quisitica (Cystic Fibrosis)

Conductes transmembrana reguladors de la fibrosi quistica
(Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)

Unitat Formadora de Colonies (Colony Forming Units)
Immunoassaig lligat a quimioluminiscents (ChemiLuminiscence
ImmunoAssay)

Factor d’aglutinacié A (clumpling factor A)

Malaltia pulmonar obstructiva cronica (Chronic Obstructive
Pulmonary Disease)

Polisacarids associats a la membrana (Cell wall associated
Polisacarides)

Acid desoxiribonucleic (DeoxyriboNucleic acid)

Ditioteitrol (DiThioThreitol)
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ECDC

EIA
ELISA

fem
femA

femB

femX

FIA
FucNAc
GC
GIcNAC
GPTMS

GO
HGT

HAI
HPLC

HCH
HRP
HTS

1C20, 80, 50, 90

1QS

LB
LES
LOD
LoQ

Centre europeu de prevencio i control de malalties (European
Center for Disease prevention and Control)

Immunoassaig lligat a enzims (Enzyme ImmunoAssay)

Assaig d’'immunoabsorcid lligat a un enzim (Enzime Linked
ImmunoSorben Assay)

Factor essencial per a la resistencia a meticil-lina

Factor essencial per a la resistencia a meticil-lina que codifica
la proteina FemA

Factor essencial per a la resistencia a meticil-lina que codifica
la proteina FemB

Factor essencial per a la resistencia a meticil-lina que codifica
la proteina FemX

Immunoassaig lligat a fluorofor (Fluorescence ImmunoAssay)
2-acetamido-2,6-didesoxi galactosa (N-Acetyl-D-fucosamine)
Cromatografia de gasos (Gas Chromatography)
N-Acetilgucosamina

3-glicidoxipropiltrimetoxisila
(3-glycidoxypropyltrimethoxysilane)

Glucosa Oxidasa

Transferéncia genetica horitzontal (Horitzontal Genetic
Transfer)

Malalties adquirides en hospitals (Hospital Adquired Infection)
Cromatografia liquida d’alta resolucié (High Performance
Liquid Chromatography)

Hemocianina de cranc (Horseshoe Crab Hemocianin)
Peroxidasa de rave picant (HorseRadish Peroxidase)

Processar diverses mostres simultaniament (High-Throughput
Screening)

Concentraciéo d’analit necessaria per inhibir un assaig
immunoenzimatic competitiu i obtenir un 20, 80, 50, 90%
d’absorbancia maxima respectivament (Inhibitory
Concentration)

Immunoglobulina

Immunoglobulina de tipus G

Immunoglobulina de tipus M
2-(2-Hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehid  (2-(2-hydroxylphenyl)-
thiazole-4-carbaldehyde)

Medi de cultiu Luria Bertani

Soques epidémiques de Liverpool (Liverpool Epidemic Strain)
Limit de deteccié (Limit Of Detection)

Limit de quantificacié (Limit Of Quantification)
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LPS
mAb
MALDI-TOF-MS

ManNAcA

MRNA
MH
MIA

MRSA

MS
MSSA

MurNAc
NADH

NADPH

N-SIA
N-SMP

pAb

PBS
PBST
PC1-BSA

PCA
PCN
PCR
PSau3-BSA

PG
PH
PoC
PQS

Lipopolisacarid (Lipopolysaccharide)

Anticos monoclonal (monoclonal Ab)

Espectrometria de masses de ionitzacid per desorcid per laser
assistida per matriu i deteccié en temps de vol (Matrix-
Assisted Laser Desorption-lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometer)

Acid 2-acetamido-2-desoxi-D-manuronic
(N-acetylmannosaminuronic acid)

Acid ribonucleic missatger (messenger RNA)

Medi de cultiu Miiller Hinton

Immunoassaig de  marcadors magnetics (Magnetic
ImmunoAssay)

S. aureus resistent a la meticil-lina (Methicillin Resistant S.
aureus)

Espectrometria de masses (Mass Spectrometry)

S. aureus sensible a la meticil-lina (Metacillin sensitive S.
aureus

Acid B-(1-4)-N-acetilmuramic

Dinucleotid de nicotinamida i adenina en la seva forma
reduida (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)

Dinucleotid fosfat de nicotinamida i adenina en la seva forma
reduida (Nicotinamide Adenine Dinucleotide phosphate)
iodoacetat de N-succinimida (N-succinimidyl iodoacetate).
3-maleimidopropanoat de succinimida (N-succinimidyl 3-
maleimidopropionate)

Anticos policlonal (polyclonal Ab)

Tampé sali fosfat (Phosfate Buffered Saline)

PBS amb Tween® 20

BSA haptenitzada amb I'hapté PC1 de 1-OHphz (antigen de
tapissat)

Acid fenazin-1-carboxilic (phenazine-1-carboxylic acid)
Fenazin-1-carboxamida (phenazine-1-carboxamide)

Reaccié de polimerasa en cadena (Polymerase Chain Reaction)
BSA haptenitzada amb I’hapte PSau3 de la paret bacteriana de
S. aureus (antigen de tapissat)

Peptidoglica (peptidoglycan)

Hidrolases del peptidoglica (Peptidoglycan Hydrolases)

Analisi prop del pacient (Point of Care)

Senyal quinolinic de Pseudomones (Pseudomonas Quinolone
Signal)

Xl
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PVL

PYO
rAb
RNA
rRNA
RFU

RIA
RT-PCR
Rbo-P
SAg
SDS

SE

SEM
SEMPSPH
SPR

TA

TE
TEM
TFMSA
TLC
TMB
TRITC
TSST
UV-vis
VISA
VRSA

WHO

WTA

Xl

Leucocidina de Panton-Valentine (Panton-Valentine-
Leukocidin)

Piocianina (pyocyanin)

Anticos recombinat (recombinant Ab)

Acid ribonucleic (RiboNucleic Acid)

Acid ribonucleic ribosomal (ribosomal RNA)

Unitats de referéncia de fluorescéncia (reference fluorescence
units)

Immunoassaig lligat a un radioisotops (Radio ImmunoAssay)
PCR de transcriptasa inversa (Reverse Transcriptase PCR)
Ribitol fosfat (Ribitol Phosphate)

Superantigen (Superantigen),

Dodecil sulfat de sodi (Sodium Dodecyl! Sulfate)

Enterotoxina estafilococcica (Staphylococcal Enterotoxin)
Microscopi d’escombratge d’electrons (Scanning Electron
Microscophy)

Societat Espanyola de Medicina Preventiva, Salut Publica i
Higiene

Ressonancia de plasmoé superficial (Surface Plasmon
Resonance)

Acid teicoic (Teichoic Acid)

Tragador enzimatic

Microscopi de transmissié d’electrons (Transmition Electron
Microscopy)

Acid trifluorometan sulfonic (TriFluorMehtane Sulfonic Acid)
Cromatografia en capa fina (Thin Layer Chromatography)
3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

Isocianat de la tetrametilrodamina (tetramethyl rhodamine
isothiocyanate)

Toxina de sindrome de xoc toxica (Toxic Shock Syndrome
Toxin)

Espectrometria d’ultravioleta-visible  (UltraViolet-visible
spectroscopy)

S. aureus de resisténcia intermédia a la vancomicina
(Vancomicin Intermediate S. aureus)

S. aureus resistent a la vancomicina (Vancomicin Resistent S.
aureus)

Organitzacié Mundial de la Salut (World Health Organization)

Acid teicoic de paret (Wall Teichoic Acid)
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Introduccio

1.1 PROBLEMATICA DE LES MALALTIES INFECCIOSES

Les malalties infeccioses estan causades per microorganismes patogens, que poden
ser bacteris, virus, parasits o fongs. La transmissio de les malalties pot ser de manera
directa, o indirectament d’una persona a una altra’. D’entre tots els tipus de
malalties infeccioses, les nosocomials (també anomenades malalties adquirides en
hospitals — HAI, hospital adquired infection) ocupen un dels punts més alarmants en
les societats desenvolupades. S’estima que a Europa cada any hi ha 4,2 milions de
HAI®. La mitjana de prevalenca® de residents europeus que han patit com a minim
una HAI és del 3,4% (n=2.626 d’un total de 77.264), amb un rang que va des del
0,4% a Croacia fins al 7,1% a Portugal. D’entre els 2.626 HAI comptabilitzats, les
malalties més freqlents varen ser problemes en el tracte respiratori (31,2%),
infeccions en el tracte urinari (31,2%) i infeccions a la pell (22,8%)°.

La sepsia o septicemia es defineix com un conjunt d’infeccions generalitzades greus,
gue son degudes a I'existencia d’un focus infeccids dins el cos del qual constantment
passen germens patogens a la sang circulant. Normalment, el sistema immune i el
neuroendocri controlen el procés inflamatori local per eradicar els patogens
invasors. Quan aquests sistemes fallen, es produeix la inflamacid sistemica. El xoc
septic pot afectar qualsevol part del cos. L'evidencia de la infeccid sistémica
consisteix en dos o més dels simptomes seglients: increment o disminucié de la
temperatura o nombre de leucocits, taquicardia o augment de la respiracié®.

Segons els estudis fets a Espanya per la Societat Espanyola de Medicina Preventiva,
Salut Publica i Higiene (SEMPSPH) i el Centre Europeu de Prevencié i Control de
Malalties (ECDC, European Center for Disease Prevention and Control), durant el
2013 es van aillar més de 200 espécies de microorganismes causants d’infeccions
nosocomials i infeccions comunitaries. D’entre els microorganismes més
comunament aillats en malalties nosocomials trobem Escherichia coli (15,78%),
Pseudomonas aeruginosa (11,05%), Staphylococcus aureus (9,59%), Enterococcus
faecalis (6,85%), Staphylococcus epidermidis (6,24%), Klebsiella pneumonia (5,42%),
Candida albicans (4,76%) i Enterococcus faecium (4,04%)>.

L'actual problematica de les malalties infeccioses rau en dos fets importants: per
una banda, la resisténcia bacteriana als antibiotics i, per I’altra, la manca de sistemes
de diagnostic fiables i eficacos que permetin identificar el microorganisme patogen
en un temps raonable (vegeu apartat 1.2). Pel que fa al primer fet, s’hi suma la

@ PREVALENCA: Proporcié d’individus afectats per una mateixa malaltia en una poblacié determinada i durant un
temps determinat.
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manca d’aparicié de noves molécules amb propietats antimicrobianes. Quant al
diagnostic, aquest escenari determina la prescripcié inadequada d’antibiotics
d’ampli espectre, la qual cosa redunda també en un increment dels fendmens de
resisteéncia bacteriana. Les limitacions de les actuals eines de diagnostic poden tenir
consequiencies molt greus quan la infeccidé passa a la sang, on tan sols 1 unitat
formadora de colonies (CFU, colony forming unit) pot arribar a tenir conseqiiéncies
fatals.

A nivell europeu, la prevalenga dels residents que varen rebre almenys un agent
antimicrobia durant els Ultims anys va ser del 4,4% (n=3367 d’un total de 77.264),
oscil-lant entre 1'1,0% a Hongria i el 12,1% a Grecia. Un total de 3.561 agents
antimicrobians es van utilitzar en els centres d’atencié primaria, la majoria
administrats per via oral (87,3%). Els antimicrobians van ser els més freqliientment
prescrits per al tractament d'una infeccié (72,8%), concretament les infeccions del
tracte respiratori (39,0%), infeccions del tracte urinari (35,1%) i infeccions de la pell i
de les ferides (16,0%). Els agents restants van ser prescrits de manera profilactica
(27,2%), dels quals en un 80,9% serveixen principalment per prevenir I'aparicid
d’infeccions del tracte urinari. Els antibacterians per a us sistémic® van representar
el 97,0% de tots els antimicrobians reportats. Dins d’aquest grup, els B-lactamics i
penicil-lines (29,3%), altres antibacterians (19,8%) i les quinolones (16,0%) van ser
les classes d’Us més comuns®.

Des dels inicis, el desenvolupament de nous antibiotics ha anat acompanyat de
I'aparicié del fenomen de la resisténcia antimicrobiana (vegeu Figura 1.1), essent
especialment alarmant quan es tracta de microorganismes resistents a multiples
drogues, els quals no han deixat d’incrementar en els ultims anys. Per citar alguns
exemples, tant en Escherichia coli com en Klebsiella pneumonia s’ha detectat una
tendéncia en augment de la multiresisténcia d’aquests patogens, i les opcions de
tractament per als pacients queden restringides a pocs antibiotics, com ara els
carbapenems. Conseqiientment a I'Us en augment d’aquesta classe d’antibiotics, la
resisténcia vers els carbapenems esta també incrementant, fet que limita encara
més les opcions de tractament per als pacients. L'evolucié de S. aureus resistent a la
meticil-lina (MRSA, methicillin resistant S. aureus) és més esperangadora. MRSA ha
estat un dels punts de mira de la resisténcia antimicrobiana dels ultims anys, tant
per la seva alta presencia en hospitals com per la dificultat que suposa I'eradicacio
d’aquests patogens. Amb tot, en els Ultims quatre anys el nombre de casos aillats a
Europa s’esta estabilitzant o fins i tot esta disminuint en alguns paisos® gracies a les
campanyes promogudes per un Us apropiat dels antibiotics per part diferents
organitzacions i agencies governamentals com ara I'Organitzacié Mundial de la Salut

® SISTEMIC: En medicina, relatiu o pertanyent a tot I'organisme, a tot un sistema.

16



Introduccio

(WHO, World Health Organization), 'administracié d'Aliments i Farmacs dels Estats
Units (FDA, Food and Drug Administration), la ECDC, la iniciativa de solucié a la
resisténcia antimicrobiana promoguda pels Centres per al Control i Prevencio de les
Malalties dels Estats Units (CDC, The Centers for Disease Control and Prevention), el
Forum-Federal de la Casa Blanca pel Compromis contra la Resisténcia
Antimicrobiana (White House Forum-Federal Engagement in Antimicrobial
Resistance), el Grup de Treball Transatlantic sobre la Resisténcia Antimicrobiana
(TAFTAR, Transatlantic Task Force on Antimicrobial Resistance), |’Agéncia Europea
dels Medicaments (EMA, European Medicines Agency), I’Autoritat Europea de
Seguretat Alimentaria (EFSA, European Food Safety Authority), etc.

Us de ’antibiotic

Tetraciclina
Cloramfenicol Vancomicina
Estreptomicina | Ampilicina

Cefalosporines

Sulfonamides Daptomicina

Meticil-lina Linezolid

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1875 1980 1985 1990 1995 2000 2005

V l “ | Ar‘ﬂpi“cma Linezolit!

Sulfonamides Estreptomicina

| [ Vancomicina Daptomicina
Tetraciclina Meticil-lina
Cloramfenicol Cefalosporines

Reisténcia observada

Figura 1.1 Evolucié temporal de I'Us de nous antibiotics i la resisténcia antimicrobiana observada. El cronograma
mostra en la part superior I'any en qué cadascun dels antibiotics es va desenvolupar i en la part inferior la data
en quée es va observar per primer cop la residencia antimicrobiana de cadascun dels antibiotics. Figura
adaptadas.

Les conseqliencies que deriven de la resisténcia antimicrobiana sén, d’'una banda, el
fracas dels tractaments i I'increment de la mortalitat i, de I'altra, 'augment de la
despesa sanitaria. Cada any als Estats Units, els bacteris resistents als antibiotics
emmalalteixen dos milions de persones, i almenys 23.000 persones moren com a
resultat directe d’aquestes infeccions. A Europa s’estima que aproximadament
25.000 pacients moren cada any per infeccions causades per microorganismes
multiresistents, i 'impacte sobre el cost sanitari d’aquestes malaties pot arribar a
ser d’1,5 bilions d’euros cada any7. Per tal de millorar la situacid, és important I'Us
prudent dels antibidtics per garantir-ne |'efectivitat i minimitzar la creacié de noves
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resisténcies i al mateix temps desenvolupar nous antimicrobians per millorar
I'eficacia i garantir I'éxit dels tractaments>.

Tradicionalment s’han descrit dos grans tipus d’antibiotics: els bactericides, que
maten el bacteri, i els bacteriostatics, que inhibeixen el creixement del bacteri.
Generalment actuen inhibint les funcions bacterianes essencials per al creixement,
com ara la sintesi de la paret bacteriana (els antibiotics P-lactamics) o
depolaritzacié © de la paret bacteriana (daptomicina), la replicacié de Iacid
desoxiribonucleic (DNA, DeoxyriboNucleic acid) o la transcripcid de I'acid ribonucleic
(RNA, ribonucleic acid) (com ara les fluoroquinolones) i la sintesi de proteines (per
exemple els aminoglicosids) (vegeu Figura 1.2). A fi d’augmentar I'éxit de les noves
generacions d’antibiotics, s’han de considerar nous models d’accié aprofitant el
coneixement adquirit durant decades sobre els models d’infeccid bacteriana.
Seguint aquesta linia, algunes de les noves aproximacions es basen en la disrupcid
de la interaccié entre 'hoste i el patogen®.

Figura 1.2 Dianes tradicionals dels
antibiotics: inhibidors de la sintesi DNA o
RNA (ex. fluoroquinolones), inhibicié de la

Inhibici6 de la sintesi de DNA o RNA
Inhibicié de la sintesi de

WX 1

sintesi de proteines (ex. aminoglicosids),

C — 7 inhibici6 de la sintesi de la paret
GTP deP) bacteriana (ex. lactames), inhibicio de la
DHP—> DHF g, o dTMP Cél-lula bacteriana sintesi de I'acid folic (ex. sulfonamides) o
THijdUMP Inhibici6 de la sintesi de despolaritzaci6  del potencial de la
la paret bacteriana membrana bacteriana (ex. daptomicina).

Inhlblciédela sintesi o 6

Pacid folic Reproduit i adaptat’.

Despolaritzacié del potencial
de la membrana

Oo"+

K+ K*
K+

1.2 ACTUALS METODES DE DIAGNOSTIC: CULTIU CEL-LULAR

El cultiu cel-lular és la metodologia de referencia per a la deteccid i identificacio de
microorganismes viables en els fluids biologics. Aquesta técnica, a diferéencia
d’algunes altres, permet obtenir informacié sobre la susceptibilitat dels agents
infecciosos contra els antimicrobians. Un aspecte de rellevancia per a la prescripcié
de la terapia adequada i la consegiient cura del pacient®. Actualment, els cultius de

 DESPOLARITZACIO: Es un canvi positiu en el curs del potencial de la membrana cel-lular que déna un caracter
més positiu a la membrana i, per tant, elimina la polaritat que sorgeix de I'acumulacié de carregues negatives a
la membrana interna i les carregues positives a la membrana externa.
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sang es realitzen en sistemes de monitoritzacié en continu totalment automatitzats.
Aquests instruments detecten el creixement microbia per analisi de CO; alliberat
mitjancant sensors fluorescents (Bactec 9240; Becton Dickinson) o colorimeétrics
(BacT/Alert; bioMerieux, Franca) o de manera alternativa mesuren els canvis de
pressido de I'ampolla deguts al consum i/o produccié de gasos (VersaTREK; TREK
Diagnostic Systems).

Malauradament, aquesta metodologia presenta certs inconvenients. La diversitat de
microorganismes que es poden detectar en els fluids biologics complica els
protocols de cultius cel-lulars i implica I'Us de diferents medis segons els tipus de
microorganisme o condicions de cultiu. Per aix0, les pautes establertes per als
cultius cel-lulars recomanen la recollida de dos a tres sets de mostra per a cada
episodi infeccids separats en ampolles en condicions aerobiques i anaerobiques per
garantir el rang de deteccié de tots els patogens’. Perd el que possiblement sigui el
desavantatge més rellevant del cultiu cel-lular és la falta de sensibilitat del metode i
els temps d’espera massa elevats (minim de 48-72 h) per a la identificacié etiologica
de I'agent infecciés’. En el cas de patogens de creixement lent o creixement
complicat com ara especies (spp., species) de Bartonella, Francisella tularensis,
Mycoplasma spp., Nocardia spp., diversos tipus de fongs o de creixement poc
uniforme en els cultius com ara Rickettsia spp., Coxiella burnetii, Chlamydophila
pneumoniae i Tropheryma whipplei, les tecniques basades en I'immunodiagnostic o
tecniques moleculars sén altament preferibles'®.

Per tots aquests motius, diversos grups d’investigacidé adregen els seus esforgos al
desenvolupament de metodes alternatius per a la deteccid de patogens a fi de
millorar els inconvenients anteriorment citats.

1.3 NOVES ESTRATEGIES DE DIAGNOSTIC

Els metodes de diagnostic basats en la detecci6 de DNA, deteccid de proteines,
tecniques immunoquimiques o sistemes d’espectroscopia de masses estan agafant
relleu per tal de cobrir les deficiencies que presenten els cultius microbiologics.
L’objectiu principal de les noves aproximacions és minimitzar el temps d’obtencio
dels resultats respecte al cultiu, millorar-ne la sensibilitat i alhora mantenir

I'especificitat i simplicitat de la técnica™*2.

Les noves aproximacions també pretenen aportar altres atractius, com ara la
possibilitat de desenvolupar sistemes multiplexats amb capacitat per detectar més
d’un patogen al mateix temps o el desenvolupament de sistemes portables que
permetin realitzar mesures prop del pacient (PoC, Point of Care). En aquest segon
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cas, idealment el metge podria obtenir el resultat de la prova clinica a la mateixa
consulta i prescriure el tractament al pacient escurgant considerablement els temps
i els costos del diagnostic. A més, s’incrementarien les expectatives de millora de la
salut del pacient a causa de la rapidesa amb que s’estaria actuant sobre el focus
d’infeccid.

1.3.1 TECNIQUES BASADES EN LA DETECCIO DEL DNA

Kary Mullis va ser guardonat amb el premi Nobel de quimica pel desenvolupament
de la técnica de PCR (reaccié en cadena de la polimerasa, Polimerasa Chain
Reaction)®®, que permet I'amplificacié del material genétic mitjangant un procés
ciclic que crea un gran nombre de copies identiques. Aquesta tecnica ha estat de
gran utilitat per a la clonacié del DNA, per a I'enginyeria genetica o estudis de
sequenciacio. Respecte a I'is de la PCR com a tecnica analitica, inicialment existia
una limitacio derivada del fet de no saber la quantitat inicial de la plantilla de DNA
(DNA template) existent a la mostra, ja que en el resultat final s’obtenia la mateixa
qguantitat de cadascuna de les cadenes de DNA indistintament de la quantitat inicial
present. Aquest problema es va solucionar el 1992 amb el desenvolupament de la
PCR en temps real (real time PCR)™ on la quantitat de producte format es
monitoritza al llarg de la reaccié mitjangant marcadors (generalment fluorescents)
gue permeten quantificar el nombre d’amplificacions realitzades. Amb aquestes
millores, la PCR en temps real s’ha pogut aplicar a la deteccié de patogens entre

d’altres aplicacions***>*®.

Entre les variants de les PCR també hi ha la PCR multiplexada, que permet la
deteccio de diversos microorganismes mitjangant la introduccié de diferents
iniciadors (primers) per ampliar les regions codificadores de DNA dels gens especifics
de cada microorganisme. Per al bon funcionament de la PCR multiplexada, s’ha de
prestar especial atencidé al disseny dels iniciadors, com ara |I’homologia dels
iniciadors amb les sequéencies plantilla d’acid nucleic, la llargada, el contingut de

guanina-citosina i les diferents temperatures de desnaturalitzacié’%.

Entre les limitacions de la tecnica de PCR trobem la dificil manipulacié de la tecnica i
la no discriminacié entre microorganismes viables i no viables. Aquest ultim
inconvenient s’ha solucionat amb el desenvolupament de la PCR de transcriptasa
inversa (RT-PCR, reverse transcriptase PCR), que sintetitza DNA complementari
transcrit a partir del RNA present a la mostra®™. El RNA és més labil que el DNA i, per
tant, una millor diana per a la identificacié de viables en la mostra. Especialment el
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mRNAY, el qual degrada en pocs minuts i la presencia de seqiiéncies de mRNA és

indicacié de patogens viables®®?!.

A.PCR B. PCR de transcriptasa inversa
ta cadena doble de ¥ R NN NN ¥ * RNA
DNA es desnaturalitza = = = = = = = = &5 = = =
escalfant a 95°C. 5 3
. , Els iniciadors
La temperatura , , 5 ¢hibriden a les bases
disminuetix a 60°C i 3 s 5 complementaries de
els iniciadors s les regions d'interes.
s’hibriden a les bases &
complementaries de
les regions d'interés. 5 3
3 s La transcriptasa
inversa crea una
5 cadena de ADN
% % complementaria a la
3 5 :0 & T plantilla de RNA.
A 72°C la Taq g
polimerasa prolonga % »
la cadena simple i #] & ﬁ
crea una nova cadena « & f & 3 5" RNA
doble de DNA. 5 5 rﬂTD—rDTDTDTDTDTDTDTDTDTD‘\ 3 DNA complementari
5 3
l PCR
B‘WLDJ 5
Cadena doble de
Acabat el cicle, es SV,J]—,—DTD—,—DTD—,—DTDTDTDTDTDTD—‘ 3 Tmﬁm 5 DNA. Es repeteix la
repeteix fins a obtenir PCR fins a obtenir
suficient material. 3 TN s s S S S S S S 3’ suficient material de
v 5 DNA.

Figura 1.3 Esquema de les diferéncies entre A. PCR i B. PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR).

El test LightCycler SeptiFast® de la multinacional alemanya Roche Diagnostics és un
dels tests comercials de més rellevancia a dia d’avui basat en PCR multiplexada en
temps real. L'ampli rang de patogens que detecta, els curts temps de la técnica i
I'alta sensibilitat i sensitivitat fan d’aquest dispositiu molecular una de les opcions
comercials més atractives per afrontar la deteccido de patogens a dia d’avui. Les
sondes de diagnostic per a la PCR estan dirigides a la seqiienciacioé de transcripcid
interna del rRNA, seqliéncies situades entre les subunitats 16S i 23S per al rRNA
bacteria i la subunitat 18S per al rRNA fungic. Un cop el material genetic s’ha
amplificat s’identifiquen les especies mitjangant I'analisi de corbes de fusié amb un
marcatge fluorescent. El LightCycler SeptiFast® detecta 25 patogens comuns, d’entre
els quals hi ha grampositius, gramnegatius i fongs (vegeu Taula 1.1) directament en
sang i sense necessitat de precultiu per enriquir la mostra. La sensibilitat analitica
del metode reportada per 'empresa és de 100 CFU mL™ per Candida glabrata,
Streptococcus spp., i Staphylococcus spp. coagulasa-negatiu, i 30 CFU mL™ pels altres

18,22,23

microorganismes amb un temps d’analisi de 5 h*.

4 mMRNA (RNA missatger): Es el RNA que conté la informacié genética procedent del DNA del nucli cel-lular a un
ribosoma. Actua com plantilla patrd per a la sintesi de proteines i per tant determinara I'orde d’unié dels
aminoacids que formaran la proteina.
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Altres cases comercials també ofereixen opcions similars, amb capacitat de detectar
entre 25 i 300 patogens, amb la possibilitat de distingir gens caracteristics de
resistencies antimicrobianes o soques virulentes i amb temps de deteccio de 3 a 12
h. Per citar alguns exemples, VYOO® (SIRSLab, Alemanya), Magicplex™ Sepsis Real-
time test (Seegene, Corea) i SepsiTest™ (Molzym, Alemanya)**.

Taula 1.1 Panell de patogens detectats pel SeptiFast®. +Compresos S. epidermidis, S. haemolyticus, S. xylosus, S.
hominis, S. cohnii, S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. saprophyticus, S. capitis, S. pasteuri, S. warneri.
tCompresos S. pyogenes, S. agalactiae, S. mitis, S. mutans, S. oralis, S. anginosus, S. bovis, S. constellatus, S.
cristatus, S. vestibularis., S. gordonii, S. intermedius, S. milleri, S. salivarius, S. sanguinis, S. thermophilus, S.
parasanguinis.

Bacteris gramnegatius Bacteris grampositius Patogens fungics
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klebsiella pneumoniae Coagulase-negative Staphylococcif Candida tropicalis
Llebsiella oxytoca Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Serratia marcescens Streptococcus spp.* Candida krusei
Enterobacter cloacae Enterococcus faecium Candida glabrata
Enterobacter aerogenes Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii

Strenotrophomonas maltophilia

La PCR és una eina de diagnostic poderosa que permet l'analisi de mostres
microbiologiques aixi com I’analisi de mostres en matrius complexes (fluids biologics
o mostres alimentaries) amb bones correlacions amb els cultius cel-lulars tant en
sensibilitat (100%) com en selectivitat (92-99%)>>*°. Per contra, sén tecniques
costoses, requereixen operadors altament formats i el temps d’analis esta entorn de
les 24-72 h, un temps massa elevat quan es tracta de pacients amb situacions
critiques, com ara la septisemia.

1.3.2 IMMUNOASSAJOS

El 1959, Berson i Yallow varen desenvolupar una de les primeres aplicacions basades
en el assajos immunoquimics, un assaig per a la deteccié de la insulina humana®’
gracies al qual varen obtenir el premi Nobel de medicina el 1977 en reconeixement
a aquest gran aveng cientific’®. Des d’aleshores, a causa de la seva versatilitat i els
avantages que presenten els immunoassajos per al diagnostic clinic (rapids, cost-
efectius (4-10 €/mostra) i de facil manipulacid), s’han desenvolupant immunoassajos
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per a la deteccid de diverses malalties mitjangant la mesura d’analits que van des
d’hormones i proteines fins a drogues en matrius complexes com ara sang, urina o
liquid cefaloraquidi®.

Els immunoassajos sén tests bioquimics que permeten mesurar la preséncia i/o
concentracio de molecules en solucid6 emprant les immunoglobulines com a
elements especifics de bioreconeixemen. Segons el procés d’obtencié dels
anticossos, els podem diferenciar en tres grups: anticossos policlonals (pAb,
policlonal antibodies), monoclonals (mAb, monoclonal antibodies) i recombinats
(rAb, recombinant antibodies), els quals tots ells poden ser emprats per al
desenvolupament d'immunoassajos. En aquesta tesi tots els anticossos produits han
estat policlonals de conill.

Un immunoassaig es basa en la quantificacio del complex Ag-Ab mitjangant el
marcatge d’algun dels immunoreactius. La sensibilitat analitica dels immunoassajos
depén en gran mesura de I'afinitat dels anticossos utilitzats i el senyal de deteccid
que s’utilitza. La naturalesa del marcatge pot ser molt diversa: Radioisotops (RIA,
radio immunoassay)®*®, enzims (EIA, enzyme immunoassay)®', fluorofors (FIA,
fluorescence  immunoassay)*’, quimioluminiscents  (CLIA, chemiluminiscence

34,35
2. Els

immunoassay)®® o marcadors magnétics (MIA, magnetic immunoassay)
marcadors radioisotops varen ser els primers d’emplear-se, perdo amb el temps s’ha
intentat trobar alternatives més sostenibles a nivell mediambiental, menys
perjudicials per a la salut i que milloressin I'amplificacié del senyal. Els EIA ofereixen
una bona amplificacid del senyal a causa de l'activitat enzimatica i, per aquest
motiu, enzims com ara la peroxidasa de rave picant (HRP, horseradish peroxidase), la
fosfatasa alcalina (Aph, alkaline phosphatase) i la glucosa oxidasa (GO, gluocose

oxidase) sén alguns dels més utilitzats.

Un dels EIA més estesos és I'ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), que
combina I'Gs de suport solid amb el marcatge enzimatic d’un dels immunoreactius.
Freqlientment, el suport solid és una microplaca de 96 o 346 pous, que permeten
processar diverses mostres simultaniament (HTS, High-Throughput Screening)®’, fet
que incrementa |'eficacia de la tecnica. Els formats d’immunoassaig varien segons el
tipus d’analit a detectar. Generalment per a analits grans s’empra el format tipus
sandvitx i per a la deteccié de molecules de baix pes molecular, el format de tipus
competitiu. En competéencia s’Tanomena format directe quan el complex Ag:Ab es
detecta mitjangant el marcatge d’un dels dos immunoreactius, o indirecte quan el
senyal ve donat per un anticos secundari marcat. En els formats de competéncia el
senyal és inversament proporcional a la concentracié d’analit®.
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Els avengos continus han permes el desenvolupament d’immunoassajos amb
sensibilitats que arriben fins a concentracions picomolars. Com ara Mitzutani et
al.*’, que varen desenvolupar un EIA per a la determinacié d’insulina amb un LOD de
2pM (10 ng LY. Leficiencia dels immunoassajos també s’ha vist realcada pels
formats multiplexats i els sistemes automatitzats mitjangant I’ds d’analitzadors com
el Cobas (Roche), el Vista (Siemens), el AXSYM (Abbott) o el Best 200 (Biokit)*®.

Els immunoassajos també sén una bona eina per a la deteccid no tan sols d’antigens
sind també d’anticossos. |, en aquest sentit, moltes de les técniques
immunoquimiques de deteccio de malalties infeccioses es basen en estudis
serologics adregats a la deteccid dels anticossos circulants en la sang. En aquesta
linia, la CDC recomana que en un primer estadi la deteccido del virus de la
immunodeficiencia humana (HIV, Human Immunodeficiency Virus) sigui mitjangant
la combinacié d’immunoassajos que detectin anticossos contra el HIV-1 i HIV-2 i
antigens del HIV-1 p24. | posteriorment, si es creu convenient, fer Us de les
tecniques basades en la deteccid de DNA*. Aquestes Ultimes presenten un clar
avantatge intrinsecament relacionat amb la deteccié del DNA, que permet obtenir
informacid a nivell genomic del patogen o microorganisme.

Altres formats d’immunoassaig, com els assajos d’aglutinacié de latex o
immunoassajos de flux lateral (o test de tira)*®, també han tingut grans aplicacions
per la seva senzillesa i I'avantatge de poder interpretar el resultat a ull nu. Vegeu
alguns exemples comercials per a la deteccié de S. aureus o E. coli: Staphylase Test™
(Thermo Scientific), Masta-Staph™ (MastDiagnostics), Staphyloslide Latex Test®
(Becton Dickinson), Staphytect Plus® (Oxoid), Dry Spot Staphytect Plus® (Oxoid),
Slidex Staph Plus® (bioMerieux), 0157 Coli-Strip (CorisBioconcept), ImmunoCard
STAT!" E. coli 0157 Plus (Meridian Bioscience). Aquests tests permeten la deteccié
en aproximadament 15 minuts pero les mesures s’han de fer individualment. Molts
d’aquests tests no donen informacié sobre |'especificitat de I'anticos emprat ni

tampoc del LOD; d’altres que donen valors de LOD estan entorn de les 10° CFU mL ™
41

Més endavant, es descriu amb més detall I'estat de la questid sobre els
immunoassajos per a S. aureus i P. aeruginosa (vegeu apartat 3.1.5 i 4.1.5,
respectivament).

1.3.3 BIOSENSORS

Els biosensors sén dispositius analitics que integren un element de
bioreconeixement intimament associat a un microsistema de transduccié de manera
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gue permet traduir el procés de reconeixement a un senyal quantificable. Podem
classificar els biosensors, segons la funcié de l'element de reconeixement, en
catalitics o d’afinitat. En els biosensors d’afinitat, el reconeixement ve donat per la
formacié d’un complex analit: receptor. L’element de bioreconeixement pot ser de
naturalesa biologica o biomimeética, com ara anticossos, cél-lules o teixits, proteines,
acids nucleics (DNA o RNA), aptamers® ** o receptors d’empremta molecular. Quan
I'anticos és I'element de bioreconeixement parlem d'immunosensor. A causa de la
versatilitat dels anticossos i la possibilitat que ofereixen de detectar un gran ventall
de molecules, aquests han estat uns dels sensors més explotats.

El principi de transduccié que incorpora el biosensor ens permet establir una segona
classificacio: optics (detecten variacions de les propietats optiques d’un sistema com
a consequéncia del reconeixement molecular)®, electroquimics (monitoritzen
canvis produits en el senyal eléctric a causa del reconeixement molecular en la

4445 termometrics (s'immobilitzen els elements

superficie de I'electrode de treball)
de bioreconeixement sobre una superficie sensora de temperatura i es registren els
canvis de calor produida o absorbida a causa de la reaccié de bioreconeixement) o
piezoelectrics (mesuren el canvi de freqliencia originada pel reconeixement

molecular sobre un component piezoeléctric)*® (vegeu Figura 1.4).
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Figura 1.4 Esquema tipic d’un biosensor amb les seves tres parts associades: a) Plataforma sensora
biofuncioanlitzada per al reconeixement especific. b) Plataforma de transduccié que genera un senyal mesurable
c) Amplificador i processador de la senyal per donar una estimacio de la quantificacié de I'analit capturat

© DNA 0 RNA sintetic d’una sola cadena d’oligonucleotids (generalment <100 nucleotids).
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La finalitat dels biosensors és proporcionar un sistema de deteccié rapid, a temps
real, sensible i especific. Idealment, pretén ser un sistema miniaturitzat portatil, que
necessita un tractament de mostra minim o inexistent, amb possibilitat de
multideteccido i amb un baix cost de produccid. Els biosensors permeten reduir
encara més els temps d’analisi d’'un immunoassaig, assolir temps d’analisi en qliestio
de minuts. Tanmateix, el cost associat al desenvolupament d’un equip sofisticat és
un dels inconvenients. En la definicio estricta de biosensor, la plataforma sensora
hauria de produir el senyal sense la necessitat de marcatge. Amb tot, hi ha
dispositius que tot i no complir el concepte ideal de biosensor també s’han englobat
dins d’aquesta classificacio, com ara algunes aplicacions on el senyal ve donat per un
marcatge fluorescent o un enzim.

Taula 1.2 Recull sensors per a la deteccid de patogens

Tipus,
Transductor 4 . Patogen Sensibilitat REF
element de reconeixement
. o Listeria monocytogenes,
Fibra optica, pAb captura . . . 3 1 47
. Escherichia coli 0157:H7 i 10" CFU mL
Optic — mAb deteccid .
Salmonella enterica
SPR, pAb Escherichia coli 0157:H7 3-10° CFU mL™ B
Impedimetric, Ab Escherichia coli 0157:H7 83,7 CFU mL™ 49
Electroquimic 4 -
Impedimetric, aptamer Salmonella typhimurium 600 CFU mL
Amperometric-magneto, Ab Staphylococcus aureus 1 CFU mL* >t
BAW, pAb Escherichia coli 0157:H7 0-1 CFUmL™ 32
. . 6 -1 53
Piezoelactric QCM, pAb Salmonella typhimurium 3,2:10° CFU mL
Cantilever, pAb Aspergillus niger 10° CFU mL™ >
QCM, MIP Tobacco mosaic virus 100 ng mL™? 55

En les ultimes decades s’han desenvolupat una gran quantitat de sistemes
biosensors, alguns dels quals, per assolir el requeriments desitjats, combinen més
d’una técnica. Es, per exemple, el cas de sensors de DNA o RNA en qué préviament
s’ha de dur a terme una amplificacio de I’acid nucleic mitjangant PCR per augmentar

>’ En la Taula 1.2 es mostra un recull d’alguns dels

el nombre de material nucleic
biosensors desenvolupats per a la deteccié de patogens. Malgrat el gran ventall de
biosensors desenvolupats, sén pocs els dispositius que han arribat a ser
comercialitzats. El Breathalyser (Biosensor Systems Design) n’és un dels exemples
comercials, un immunobiosensor per a la deteccié de la tuberculosi mitjancant el

principi d’ona evanescent amb un LOD inferior a les 100 CFU mL™.
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1.3.4 ESPECTROMETRIA DE MASSES

Més recentment, alguns focus d’atencié han estat centrats en 'espectrometria de
masses de ionitzacio per desorcio per laser assistida per matriu i deteccié en temps
de vol (MADI-TOF-MS, Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time-Of-Flight
Mass Spectrometer) com a técnica per a la identificacid de bacteris, fongs i llevats.
La tecnica es basa en la protedOmica microbiana i permet de manera rapida i
especifica obtenir resultats en un temps considerablement menor als metodes
actuals™®.

Ates el potencial que ofereix aquesta nova técnica, al mercat trobem multiples
plataformes comercials disponibles. Bruker Daltonics n’ofereix una de les que ha
agafat més renom, el MALDI Biotyper System, amb bons resultats d’identificacié”.
La plataforma inclou un espectrometre de masses i el programari i base de dades
Biotype. La casa bioMérieux ofereix el VITEK® MS amb la base de dades SARAMIS™
desenvolupada per AnagnosTec GmbH. Les bases de dades actuals inclouen més de
2.000 especies diferents, pero s’han d’actualitzar constantment a causa de la
continua descripcid de noves espécies i géneres.

Les actuals limitacions d’aquesta aproximacié rauen en l'analisi de les mostres
biologiques, a causa de I'elevada presencia de biomolecules diverses. En el cas de
I'orina cal fer un primer cribatge mitjancant citometria de flux per descartar les
mostres negatives. En les mostres de sang, es fa un pre-cultiu més un rentat (clean-
up) de la mostra. El clean-up consisteix en una primera etapa de separacid
d’eritrocits, mitjangant centrifugacié i rentats o bé mitjangant tubs separadors de
serum, més una segona etapa d’extraccié amb una mescla d’acid formic/acetonitril.
També hi ha disponible I'adreca comercial Sepsityper® (Bruker Daltonics). A
continuacié la mostra d’hemocultiu positiu es pot mesurar per MALDI-TOF-MS.
Segons Seng et al., els resultats obtinguts sén d’un alt percentatge d’exit (95.4%) en

la identificaci6 dels patdgens, perd requereix el precultiu dels microorganismes>*°.

Una altra limitacié és la identificacié de la susceptibilitat antimicrobiana. A causa de
I’especial preocupacié que causen soques com ara la MRSA, alguns estudis s’han
adrecat a la diferenciaci6 de MRSA i MSSA. Tot i que s’han identificat pics
diferencials entre els espectres de cadascuna de les soques, no s’ha pogut fer una
proposta d’espectre especific per a la identificacié de MRSA®™.

Les prospectives futures apunten a una total automatitzacié de la microbiologia
clinica i la combinacié de més d’una técnica per aconseguir millors resultats. D’entre
les noves directrius en |'espectrometria de masses, algunes d’elles aposten per la

combinacié amb anticossos per a la captura de determinats analits d’interes®®®2.

27



Capitol 1

1.3.5 NANOBIOTECNOLOGIA

El terme nanobiotecnologia va ser introduit per primera vegada per Richard
Feynman el 1959. Des d’aleshores, aquest camp s’ha aplicat de manera
multidisciplinar en nombroses arees de la ciéncia. La nanobiotecnologia es defineix
com l'estudi de la sintesi, de les propietats i les aplicacions de les estructures i els
materials que tenen com a minim una dimensié a I'escala nanométrica (< 100 nm)°®2.

Els materials a escala nanomeétrica exhibeixen unes propietats electriques, optiques i
magnetiques excepcionals. Aquestes estructures poden ser conjugades a
biomolécules per ser explotades pel camp de la deteccié®. A continuacié se citen
algunes de les estructures més remarcables (vegeu Figura 1.5): nanotubs de carboni,
nanoparticules (metal-liques, magnetiques o de materials polimerics), quantum dots
(QD), nanofils (nanowires).

a Nanotub de carboni b Nanoparticules de plata de 20 i 60 nm

¢ Nanofils

Figura 1.5 a) Estructura d’un nanotub de carboni. b) Imatge d’un microscopi de transmissié d’electrons (TEM,
Transmition Electron Microscopy) de nanoparticules de plata. La barra de I'escala és de 50 nm en ambdues
fotografies. ¢) Imatge d’un microscopi electronic d’escombratge (SEM, Scanning Electron Microscophy) de
nanofils de ZnO. d) Fotoluminescéncia dels quantum dots aliats de CdSxSe1-x/ZnS de 6 nm de diametre.

Els biosensors basats en nanocantilevers o els de microbalances de quarts (citats en
I'apartat 1.3.3) sén alguns dels exemples de nanotecnologia aplicada a les propietats
mecaniques que ens ofereix la possibilitat de detectar reaccions d’afinitat sense
necessitat de marcatge. Una altra particularitat de les nanoestructures és I'elevada
ratio superficie/volum disponible. Aquesta peculiaritat ofereix un potencial
d’amplificacié del senyal i millora de la sensibilitat.

Molts d’aquest sistemes nanoestructurats han estat objecte d’investigacié pel que fa
al seu potencial en el diagnostic de malalties infeccioses. Aixi doncs, recentment
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s’ha publicat un immunoassaig de flux lateral amb aptamers de DNA que permet
amplificar el senyal un ordre de magnitud mitjangant I'amplificacié de QD que
emeten en la zona del vermell. EI LOD amb els QD és de 300 CFU mL™" per E. Coli
8739 i 600 CFU mL™ per E. coli 0157:H7 en tampd®. Un altre exemple, un
immunosensor per a la deteccié de la leucocidina de Panton-Valentine (PVL, panton-
valentine-leukocidin) de S. aureus, on mitjangant I"Us de nanoparticules d’or el LOD
de I'assaig respecte d’un ELISA®> convencional millora 4 ordres de magnitud (LOD 0,1
ng mL™. Informacié addicional la podreu trobar a I'article de revisié que s’incorpora
al final d’aquest apartat.

Mirkin i col-laboradors han ideat els assajos coneguts com a codis de barres
biologics (biobarcodes), els quals incorporen moltes d’aquestes noves aproximacions

nanobiotecnologiques®®®’

. Els assajos amb biobarcodes combinen el potencial de
I’elevada diversitat estructural de certes biomolecules, que fa que es puguin utilitzar
com a codificadors (ex. I'DNA) combinats amb nanoparticules. El format d’assaig
proposat per Mirkin consta de microparticules magnéetiques que contenen I'element
de bioreconeixement (anticos, DNA, etc.) de I'agent a detectar i d’altres particules
també funcionalitzes amb un bioreceptor o amb algun bioreactiu secundari, pero
que a la vegada incorporen un alt nombre d’oligonucleotids que codifiquen I'assaig.
Aixi doncs, les seqliencies d’oligonucleotids sén Uniques per cada analit que es vol
determinar. Quan les dues particules interaccionen, és possible separar el complex
aplicant un camp magnetic. Posteriorment, es procedeix a l'alliberament dels
biobarcodes i a la deteccid mitjangant nanoparticules d’or que contenen cadenes
complementaries a aquest oligonucleotids. La deteccié és en aquest cas de tipus
optic, i aprofia 'amplificacio de les propietats optiques que es produeix quan sobre
aquestes nanoparticules es disposita una capa de plata (vegeu Figura 1.6, un exemple
d’assaig tipus sandvitx). El sistema permet la deteccié de mol-lécules d’origen divers
en un mateix assaig, ja que la quantificacié final de I'agent es fa mitjangant la
deteccio dels biobarcodes. Per cada reconeixement molecular s’alliberen una gran
quantitat de barcodes i per tant el sistema permet amplificar el senyal de forma
molt eficag. Posteriorment, els investigadors del grup d’en Mirkin i altres grups han
fet servir aquesta aproximacio per a la deteccié d’'una amplia varietat d’analits que
inclouen des de seqiiencies especifiques de DNA fins a proteines, o fins i tot
molecules de baix pes molecular.

Pel que fa a la deteccié de microorganismes patdogens mitjancant els biobarcodes,
recentment s’han descrit dues noves aplicacions interessants. D’'una banda, un
sistema multiplexat que utilitza aquesta technolgia per a la deteccié de B. anthracis,
F. tularensis, i Y. pestis mitjangant Ab especifics per a cadescun dels patogens, amb
LOD de 10° CFU mL en tampd per cadescun d’ells®, I, de I’altra, uns biobarcodes per
a la deteccio de mRNA, que tal com s’ha descrit anteriormet pels metodes de PCR
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esta intrincicament relacionat amb les celul-les viables. Aquest ultim cas no ha estat
aplicat a bacteries perd podria ser una de les potencials aplicacions®

La nanotecnologia integrada a les plataformes de deteccid ofereix la possibilitat
d’incrementar les seves prestacions. L'Us individual o bé combinat d’algunes
d’aquestes tecnologies pot permetre avancar cap a una nova generacio d’eines de
diagnostic de gran fiabilitat, elevada eficacia i amb noves i millorades
caracteristiques pel que fa a la deteccid i I'analisi de biomolécules. Aquest aveng pot
ser de gran utilitat per al diagnostic medic i I'aplicacid de tractaments més adients
des d’un primer moment.

a
1. Captura de I'analit / 2. Separacié magnética 4, Separacié magnetica
amb MMP = 3 Au-NP 5. Alliberacié dels barcodes amb DTT
M =< ——— M ==
g S I
QT, kQT\ \&> .l
4. Separaci6é magnética '\\&E\I‘_
1. Captura de Panalit 2. Separaclo magnem:a 5. Alliberacié dels barcodes ‘\\." \
“"r amb MMP M “'5" amb DTT "H.:\‘H,\.
Jgg—— o “““a! —— O Y
A
;7{'» P x;«. R
6. Hibridacié
dels barcodes
C al xip

(NRERER}

S e SleMENE s an =
;;;;%g HONLT ¢ bibibad

Figura 1.6 Representacio de |'assaig biobarcodes a) per a la deteccié de proteines o b) per a la
deteccié de DNA. c) representacié escanomeétrica del métode de deteccié. Au-NP, nanoparticules
d’or; MMP, microparticules magnétiques. Reproduit de I'article™
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30



Introduccio

1.4 PUBLICACIO |I: BIOSESORS BASATS EN NANOPARTICULES PER A LA
DETECCIO DE BACTERIS PATOGENICS

Nanoparticle-based biosensors for detection of pathogenic bacteria
Nuria Sanvicens, Carme Pastells, Nuria Pascual, M.-Pilar Marco

Trends in Analytical Chemistry, Vol. 28, No. 11, 2009

Resum:

La deteccio de patogens de manera rapida i especifica segueix sent un dels grans
reptes a nivell mundial (vegeu 1.2). Amb aquesta finalitat, diferents disciplines
cientifiques treballen en comu per trobar solucions competents. En aquesta
direccié, la nanobiotecnologia, que integra la micro/nanotecnologia i els avangos
biotecnolodgics ha creat grans expectatives per a la creacid de noves eines de
deteccido molecular, i més concretament, per trobar alternatives eficients per a la
deteccid de patogens.

Aquesta publicacio és un recull de diferents estrategies desenvolupades per a la
deteccio de patogens mitjangant I’Us de nanoparticules. El potencial que ofereixen
les nanoparticules és molt versatil per la gran diversitat de possibilitats que ens
ofereixen, variant el material i per tant les propietats de la particula, la mida de
particula o fins i tot el format de |'assaig de deteccid. L'article seglient pretén
presentar una visié general de les diferents aplicacions publicades per a la deteccio
de patogens mitjangant I’Us de nanoparticules com a plataforma sensora.
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Nanoparticle-based biosensors for
detection of pathogenic bacteria

Nuria Sanvicens, Carme Pastells, Nuria Pascual, M.-Pilar Marco

Reliable methods for rapid, selective detection of pathogens are critical to
ensure the safety of food supplies and to diagnose infectious, bacterial
diseases accurately.

For certain matrices, particularly in clinical diagnostics, single-cell detec-
tion would be desirable, since even such a low concentration of bacteria
indicates disease. Many research groups pursue this goal, since current
diagnostic methods, including biosensors, do not fulfill this requirement.

The need of more flexible, reliable and sensitive targeting of pathogens
has promoted research on the potential of nanoparticles (NPs) and their
incorporation into biosensor systems. NPs with particular optical, electro-
chemical or magnetic properties may increase the speed and the detectabil-
ity of the diagnostic methods. Moreover, the possibility of using them in a
variety of configurations allows us to envisage their implementation as point-
of-care systems or multiplexed devices.

We provide a general overview of the progress, the limitations and the
future challenges of NP-based biosensors for detection of pathogenic bact-
eria.
© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Bacteria; Biosensor; Deleclahility; Diagnostics; Multiplexed device;
Nanobiotechnology; Nanoparticle; Pathogen; Point-of-care (PoC) system; Single-cell
detection

1. Introduction
Nuria Sanvicens,

Carme Pastells,

Nuria Pascual*, M.-Pilar Marco Rapid, selective and sensitive detection

technologies for pathogenic bacteria are
critical in clinical diagnosis, disease
control, environmental monitoring and
food safety. Conventional identification
methods include polymerase chain reac-
tion (PCR) [1], culture and colony count-
ing [2], immunological techniques [3] and
fluorescence-based assays using organic
dye molecules [4]. Unfortunately, despite
these approaches being powerful and
error-proof, most of them are laborious,
complex and time consuming, and they do
not afford the necessary detectability and
specificity towards the target.

In this context, biosensors offer several
il £ B8 A ISTO0: e}d\izmtages over exi.sting tc.tchniques (e.g.,
Fax: 434 93 2045904; limited hands-on time, high-throughput
E-mail: screening, improved detectability, real-
nuria.pascual@cid.csic.es time analysis and label-free detection
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08034 Barcelona, Spain
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methods and devices) [5]. However, to
date, biosensor systems cannot detect
bacteria at concentrations below 10 col-
ony-forming units per milliliter (CFU/mL)
without bacterial pre-enrichment of the
sample. This is a crucial factor, since even
a single cell may lead to serious health
risk, so the research into bacterial bio-
sensing aims to achieve ultrasensitive
detection of infectious agents in complex
biological matrices.

The integration of nanotechnology ap-
proaches into biosensors holds great
promise for addressing the analytical
needs of medical diagnostic systems [6—8].
In this context, nanoparticles (NPs) have
raised great expectations with respect to
generating enhanced signal-to-noise ra-
tios, reducing response times and using
them in multiplexed systems.

The use of NPs in biosensors is a rela-
tively new area of research. Nevertheless,
literature already shows numerous exam-
ples of incorporating NPs into biodevices
[9-13]. So far, there are nanobiosensors
for the specific detection of biologically-
relevant molecules (e.g., nucleic acids
[14], proteins [15] and enzymes [16]) and
sometimes for the detection of infectious
agents [17].

We provide an overview of recent ad-
vances in using NPs and implementing
them in optical, electrochemical or mag-
netic biosensors for the detection of path-
ogenic bacteria (see Table 1). In
particular, we focus on the development of
novel NP-based technology that allows
sensitive detection of bacteria in unpro-
cessed and complex samples.

Finally, we outline the challenges that
lie ahead. However, we do not include in
this review other nanomaterials (e.g.,
nanowires, nanobelts and nanosheets) or
novel nanotechnology-based methods for
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detection and identification of bacterial pathogens (e.g.,
surface-enhanced Raman spectroscopy [18], micro-
arrays [19], matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry [20], NP-based bioas-
says [21] and fluorescence/electron microscopy [22]).

[66]
[67]
[75]

2. Optical

Optical-affinity biosensors based on surface-plasmon
resonance (SPR) allow label-free qualitative and quan-
titative measurements of biomolecular interactions be-
tween a biomolecule immobilized on a metal surface and
the analyte in solution [23]. The SPR effect occurs when
the incident photon frequency is resonant with the
oscillation of the electron-density waves formed at the
interface of a metal (i.e. gold) and a dielectric (i.e. glass).
When the analyte interacts with the molecule immobi-
lized on the metal surface, a surface-plasmon perturba-
tion occurs and generates changes in the refractive index
at the metal and dielectric interface.

Despite being such a powerful technique, the sensi-
tivity of SPR biosensors is sometimes limited by inability
to measure small changes in refractive index. In this
context, gold NPs (AuNPs) have demonstrated their
potential to amplify SPR detection [24]. Thus, Joung
et al. employed AuNPs in a signal-amplification method
for high-sensitivity detection of Escherichia coli 16s rRNA
using peptide nucleic-acid probes with an SPR biosensor
system [25].

When the conductive metal surface of an SPR sensor
is substituted by noble-metal NPs, the light that interacts
with the particles has much smaller dimensions than the
incident wavelength, which leads to a plasmon that
oscillates locally around the NP with a frequency known
as the localized SPR (LSPR). The LSPR spectrum of metal
NPs is characterized by the presence of intense adsorp-
tion and scattering peaks, which greatly improves the
sensitivity of the sensors [26,27]. An example of this is
the work of Zhu and co-workers, who developed an
LSPR-effect-based biosensor with a hybrid Au-Ag NP
array for Staphylococcus aureus enterotoxin B detection
[28]. The LSPR biosensor directly detects enterotoxin B
at the ng/mL level, while other SPR biosensors for
enterotoxin B require amplification steps to achieve this
sensitivity [29].

Microorganism-DNA identification is without doubt a
very selective approach to identifying bacteria, al-
though amplification of the genetic material is neces-
sary. PCR-based amplification techniques [quantitative
real time PCR and variants of it (e.g., reverse tran-
scription PCR)] have become standard methodologies
for the detection of nucleic acids, but are not conve-
nient for point-of-care (PoC) applications, where speed
is critical and the enzymatic constraints and cost of
PCR are limiting.

Improved sensitivity compared

to similar methods

100 CFU/sample
5x10° CFU/mL

5 fM

E. coli oligonucleotides
E. coli and B subtilis
L. monocytogenes

Signal amplification
Signal amplification

Mediator

Au NPs
Au-Ag NPs
Liposome

Miniaturization
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The recently developed bio-barcode assay approach
[30,31] provides amplification in addition to the possi-
bility of simultaneously detecting many different targets
in one sample [32,33]. The method relies on a
two-component biofunctionalized AuNPs, a ds or ss DNA
bio-barcode and the bioreceptor (e.g., antibody or oli-
gonucleotide) and single-component modified magnetic
microparticles (MMPs) containing another bioreceptor
able to bind the target analyte. Once binding of the two
particles has occurred through forming a sandwich with
the target, the complexes are separated with the aid of a
magnet and the DNA bio-barcode is released and de-
tected using a chip-based detection method and Ag-en-
hanced AuNPs [31] or a fluorophore bound to the bio-
barcode [34]. Using this method, Hill and co-workers
reported the detection of Bacillus subtilis double-stranded
genomic DNA at a 2.5-fM concentration [35] (see
Fig. 1). Similarly, Zhang et al. recently developed a
fluorescent bio-barcode DNA assay for the detection of
Salmonella enteritidis with a limit of detection (LOD) of
0.2 fM [36]. Recently, this type of assay has been
adapted to a microfluidic chip-based format, an impor-
tant step toward automation [37].

A significant number of optical biosensors for detecting
bacteria are based on the measurement of the fluores-
cence emission of organic dyes [38,39] or protein-based
fluorophores [40]. However, common fluorophores have
major disadvantages (e.g., poor photostability and low
intensity) and they are not optimized for multi-color

Trends in Analytical Chemistry, Vol. 28, No. 11, 2009

they are photostable, exhibit high quantum yield and
show size-tunable and composition-tunable emission
spectra, thus allowing the simultaneous identification of
multiple samples.

The capability of quantum dots (QDs) to enhance
assay sensibility compared to traditional organic dyes
(e.g., fluorescein isothiocyanate) was demonstrated in a
simple fluorometic assay for the E. coli 0157:H7 serotype
[41]. Similarly, Edgar et al. reported a method that
combined in vivo biotinylation of engineered host-spe-
cific bacteriophage and conjugation of the phage to
streptavidin-coated QDs [42]. The method provides spe-
cific detection of E. coli among several different bacterial
cells and as few as 10 CFU/mL in experimental samples.
Despite QD’s potential, to date there are few examples in
the literature that illustrate the application of these NPs
to biosensors. In the context of bacteria detection, Liu
et al. have reported the development of a biosensor
system based on a flowing chamber with a microporous
immunofilter for capturing E. coli O157:H7 and QD
dendron nanocrystals as fluorescent labels [17]. Using
this biosensor system the LOD achieved was as low as
2.3 CFU/mL.

Apart from metallic NPs and QDs, other NP-based
strategies for optical biosensing of bacteria have been
employed to amplify the transduction of biomolecular
interactions. For example, Mechery et al. have used a
fluorescence-detection system based on dye-doped silica
NPs, which provided significant signal amplification in

applications. QDs may overcome these limitations, since E. coli O157:H7 antibody-antigen recognition [43].
Open for Binding &
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Figure 1. The biobarcode assay for scanometric Bacillus subtilis double-stranded genomic DNA detection. In the first step, the genomic DNA
from bacterial cells is isolated and cut with a restriction enzyme. The next step is the introduction of blocking oligonucleotides designed to flank
the probe binding sites and prevent strand rehybridization after thermal denaturation. Magnetic microparticles (oligo-MMPs) are used to capture
the targets from the sample and then washed. An excess of oligonucleotide-modified gold nanoparticle probes (oligo-AuNPs) is added to the
assay solutions, which results in sandwiching the target with the oligo-MMP. After the dehybridization of the oligonucleotides immobilized
on the metallic surface, identification of the oligonucleotide sequence released from the metallic NPs allows determination of the presence
of the target DNA. Signal amplification is achieved due to the large number of oligonucleotides immobilized on the metallic NPs (Reprinted
with permission from [35]).
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Figure 2. Detection of double-tagged PCR product on a GMR sensor using paramagnetic nanoparticles in a one-step assay format. Amplification
of Escherichia coli-specific and Salmonella-specific DNA products is performed by PCR on genomic DNA using a 5'-biotin forward primer and a
5’-fluorescein reverse primer. The double-stranded-PCR product is mixed with streptavidin-coated superparamagnetic particles and applied to
the cartridge. Amplicon-particle complexes are captured by anti-fluorescein antibodies at the sensor surface and detected by the GMR sensor

(Reprinted with permission from [49]).

Chang and co-workers have demonstrated a 350%
enhancement of the detectability of live Pseudomona
aeruginosa using a fourth-generation hydroxy-termi-
nated polyamidoamine (PAMAM) dendrimer film in an
optical biosensor [44]. Similarly, fourth-generation
amine-terminated PAMAM dendrimers containing
embedded membrane-reactive fluorophores have been
used to improve the detection of E. coli and Bacillus
subtilis [45]. Liposomes entrapping fluorophore sulfo-
rhodamine B have also been employed to amplify the
detection of RNA sequences from B. anthracis, Cryptos-
poridium parvum and E. coli at 10-1000 nM concentra-
tions [46].

3. Magnetic

Magnetic particles were traditionally used for concen-
tration, separation, purification and identification of
molecules and specific cells. In recent years, the mag-
netic properties of some NPs have also been used as
labels in biosensing [47,48]. One example is the work by
Koets et al., who developed a magneto-resistant sensor
using superparamagnetic particles as detection labels for
E. coli and Salmonella. Magnetic NPs detected by a Giant
Magneto Resistance (GMR) sensor were shown to be
very powerful, since the magnetic particles speed up the

36

assay by reducing diffusion limitations. Moreover, the
absence of magnetic materials in biological samples
means that background signals are low. In this work,
purified genomic bacterial DNA was used as a template
for PCR using a 5'-biotin forward primer and a 5'-
fluorescein reverse primer. The double-stranded-PCR
product was then mixed with streptavidin-coated
superparamagnetic particles. Finally, the particle com-
plexes were captured by anti-fluorescein antibodies and
detected with the GMR platform [49] (see Fig. 2). Using
this biosensor, 4-250 pM amplicon concentrations were
detected using a one-step format with total assay times of
less than 3 min.

Several immunomagnetic biosensors have been
developed for label-free detection of E. coli. For example,
Mujika et al. reported a magnetoresistive immunosensor
for the analysis of E. coli 0157:H7 in food and clinical
samples. This biosensor was capable of detecting and
quantifying small magnetic field variations caused by the
presence of superparamagnetic beads bound to the
antigens previously immobilized on the sensor surface
via an antibody—antigen reaction [50], In this same
context, Maalouf and co-workers described an
immunomagnetic biosensor for E. coli comprising strep-
tavidin-functionalized paramagnetic nanobeads at-
tracted to a gold-electrode surface via a magnetic field.
Biotinylated-anti E. coli antibodies then interacted with
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the nanobeads. Detection was in this case by impedi-
metric measurements yielding a working range of 10—
10° CFU/mL [51].

Liebana et al. recently reported applying immuno-
magnetic separation/double-tagging PCR/electrochemi-
cal magneto-genosensing to detect Salmonella in
skimmed-milk samples with an LOD of 1 CFU/mL. In this
methodology, Salmonella are captured from milk and
preconcentrated by immunomagnetic separation. The
bacteria attached to the magnetic beads are then lysed
and the genomic DNA is thus released. The amplification
of the genetic material with a double-tagging set of
primers is then performed to confirm the identity of the
bacteria by electrochemical magneto-genosensing [52].
In another example, Lee et al. showed sensitive, rapid
detection of S. aureus using a novel miniaturized diag-
nostic magnetic resonance system and magnetic NPs to
amplify molecular interactions [53].

4. Electrochemical

In recent years, electrochemical biosensors have taken

advantage of the large surface areas of NPs, favorable

electronic properties and electrocatalytic activity to im-

prove their speed, selectivity and detectability [9]. The

applications of NPs in electrochemical biosensors can be
found in two categories:

e novel electrochemical transducers that show en-
hanced biomolecule immobilization, low background
current and improved electrochemistry; and,

e labels for signal amplification of biorecognition events.
There are many examples in the literature of novel

NP-based materials for electrochemical biosensing (e.g.,

screen-printed carbon electrodes modified with AuNPs

display a 13.1-fold increase in detecting E. coli 0157:H7
compared to traditional screen-printed carbon elec-

trodes, with a working range of 10°~107 CFU/mL [54]).

Similarly, this bacterium has been detected with plati-

num-coated gold nanoporous electrodes with an LOD of

10 CFU/mL [55]. Another example is a rigid conducting

gold nanocomposite, which has shown excellent trans-

ducing properties, as demonstrated in the detection of

Salmonella at pM levels [56].

Electrically-active polyaniline-coated magnetic NPs
have been employed as a magnetic concentrator and
biosensor transducer in one system to detect B. anthracis
spores from food matrices [57]. In this same context,
carbon-nanotube (CNT)-based electrochemical trans-
ducers offer substantial improvements in performance
compared to traditional electrodes. CNTs’ exceptional
properties (e.g., small size, great strength, high electrical
and thermal conductivity, and large specific surface
area) make them excellent amplification platforms to
increase the number of signal-generating molecules
[58,59].
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Examples of CNT applications in bacteria biosensing
include the work of Viswanathan et al., who used lipo-
some-coated CNTs for electrochemical detection of the
cholera toxin at ultratrace levels (10~"° g) [60]. E. coli
was determined with an LOD of 10 CFU/mL using a
tyrosinase biosensor to determine phenol, by employing
Fe;04 magnetic NP-coated CNTs. The detection principle
was based on determination of the phenol produced by
an enzymatic reaction in the bacteria-containing solu-
tion [61]. Using horseradish peroxidase-labeled S. aureus
enterotoxin B antibodies immobilized onto nanogold/
chitosan-multi-walled CNTs, S. aureus enterotoxin B was
detected with a conductometric immunobiosensor in the
linear range 0.5-83.5 ng/mL [62].

Field-effect transistors (FETs) fabricated using semi-
conducting single-walled CNTs can monitor a direct
charge-transfer reaction between the analyte and the
CNT. The CNT structure allows the accumulation of
carriers in the bulk of the nanodiameter structure and
increases the sensitivity to the point that single-molecule
detection is possible [63]. An example of the application
of FETs in bacteria detection is the work of Vilamizar
et al., who reported the development of CNT-FET for the
detection of S. infantis at 100 CFU/mL in 1 h [64].
Similarly, E. coli has been detected using an aptamer-
functionalized CNT-FET [65].

Within NPs used as electrochemical-sensor labels,
metallic NPs have demonstrated excellent properties for
anodic stripping-based electrochemical methods, since
dissolution of the NPs significantly enhances the signal
by generating thousands of detectable metal ions per
biorecognition event. Anodic stripping voltammetry
(ASV) based on latex/AuNPs was employed to detect
E. coli DNA with an LOD of 0.5 fM [66] (see Fig. 3).
Despite the sensitivity provided by NPs in electrochemi-
cal stripping, one of their main drawbacks is high
background signals. A strategy to avoid high back-
ground involves the electrocatalytic deposition of silver
metal onto the AuNPs. This has been demonstrated in a
sensor for DNA detection of E. coli and B. subtilis [67].
Another possibility to overcome high background is to
control metal-ion precipitation enzymatically. Thus,
Fanjul-Bolado and co-workers have used alkaline phos-
phatase for the detection of Streptococcus pneumoniae by
ASV with a 14-fold increase in sensitivity compared with
direct voltammetric detection [68].

Semiconductor NPs have demonstrated their potential
for enhanced electrochemical detection of DNA hybrid-
ization [69], electrical coding of single-nucleotide poly-
morphisms [70], and protein and small-molecule
detection [71]. Furthermore, semiconductor NPs offer
the electrodiverse population of electrical tags needed for
multiplexed bioanalysis. In this context, Liu et al.
developed a rapid coding system for single-nucleotide
polymorphisms using QDs of diverse composition (ZnS,
CdS, PbS, CuS), which provided different potential vol-
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Figure 3. IMS/double-tagging PCR/m-GEC electrochemical genosensing approach (Reprinted with permission from [52]).
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tammetric signatures [70]. Each QD was functionalized
with a different mononucleotide. Via base paring, the NP
conjugates interacted with the mismatch in the target,
yielding a distinct electronic fingerprint that reflected the
identity of the mismatch. These same authors developed
similar detection system using cadmium-phosphate-
loaded apoferritin NPs instead of QDs [72].

Similarly, Wang and collaborators exploited the
electrodiversity provided by QDs of diverse composition
for the simultaneous detection of multiple-DNA targets
at fM level [73]. QD-based electrochemical-stripping
transduction has also been used for multiplexed protein
assays (e.g., the QD-aptamer-based method for the dual
detection of thrombin and lysozyme at attomole limits
[74]).

Despite the potential that semiconductor-NP-based
electrochemical biosensors have demonstrated regarding
sensitivity and multiplexity, there are no examples in the
literature of their application to bacteria detection.
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Liposomes have been used in a novel approach for
specifically detecting Listeria monocytogenes in the con-
centration range 5 x 10°-2 x 107 CFU/mL [75]. In this
approach, an electrochemical mediator is encapsulated
in liposomes, which can be disrupted by the hemolytic
action of some bacteria. As a result, the liposome-en-
trapped mediator is released and subsequently reduced
by the electron-transport system of the bacteria to allow
electrochemical detection. The electrical signal from the
working electrode of the sensor should be proportional to
the concentration of hemolytic bacteria in a given
sample.

5. Microgravimetry
A quartz crystal microbalance (QCM) is a sensitive

mass-measuring sensor, in which a mass increase on a
gold-electrode surface is reflected in a decrease of the

http://www.elsevier.com/locate/trac 1249
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resonance frequency of the crystal, with the frequency
shift correlating with the analyte concentration. QCM
detection of E. coli has already been demonstrated
[76,77].

It has been shown that incorporating AuNPs in QCM
sensors significantly amplifies the signal, thereby
improving the sensitivity. An example is the work by
Wang and co-workers, who reported an AuNP-amplified
QCM DNA sensor for E. coli 0157:H7 detection. In this
study, AuNPs were immobilized on the surface of the

Trends in Analytical Chemistry, Vol. 28, No. 11, 2009

QCM to absorb more single-stranded DNA probes, which
then captured the biotinylated E. coli DNA. After that, a
second amplification step was performed using outer
avidin-coated AuNPs [78] (see Fig. 4). This method al-
lowed an LOD of 2.0 x 10° CFU/mL, demonstrating im-

proved performance compared to traditional QCM

[76,77].

Similarly, Mao et al. developed a QCM DNA sensor
based on an NP-amplification method for detecting
E. coli O157:H7. In this study, streptavidin-conjugated
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Figure 4. QCM DNA biosensor fabrication and detection procedure (Reprinted with permission from [78])
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Fe;04 NPs were used as mass enhancers to amplify the
frequency change and the LOD was 2.67 x 10? CFU/mL
[79].

6. Conclusions and future trends

The biosensor field is evolving to develop cost-effective
portable devices with higher sensitivity and easier
usage, and to be capable of multiplexed and continuous
monitoring. These challenges are of great importance
for bacteria identification and detection, since the
achievement of ultrasensitive detection, pushing sensi-
tivity towards single-molecule LOD, is critical to prevent
pathogenic infections and pandemics. In this context,
NP-based biosensors offer excellent prospects to en-
hance sensitivity and to provide simultaneous detection
of multiple targets. NPs amplify biomolecular recogni-
tion events due to their large surface-volume ratio,
which increases the amount of biomolecules immobi-
lized onto the surface and, in turn, maximizes the
number of binding events. As a result, NPs afford an
enormous signal enhancement, which, coupled to the
high sensitivity of optical or electrochemical transduc-
ers, sets the basis of ultrasensitive detection. For
example, incorporating CdSe/Zn dendron nanocrystals
in a porous membrane immunofilter-based biosensor
improved the LOD of E. coli 0157:H7 to 2.3 CFU/mL,
which is much lower than other membrane-based, on-
line, optical analysis systems [17]. Similarly, integrating
paramagnetic NPs into the gold-electrode surface of an
immunomagnetic biosensor improved E. coli detection
compared to other self-assembled multilayer systems
[51]. Another example is the work by Joung et al., in
which AuNP amplification in an SPR biosensor afforded
a 5500-fold decrease in the LOD of E. coli 16s rRNA
[25].

NPs also possess encoding capabilities, as it is possible
to tailor their physical properties by varying their size,
shape and composition. Preliminary NP-based studies
have achieved multi-detection of pathogenic bacteria. Li
and co-workers have employed DNA-based fluorescence
nanobarcodes for the multiplexed detection of B. anthra-
cis, Ebola and SARS DNA with attomole sensitivity [32].

Similarly, Wang et al. have selectively tagged E. coli, S.
typhimurium and S. aureus with dye-doped silica NPs
[80].

QDs with different sizes [81] and gold nanorods with
different aspect ratios [82] have also been investigated to
detect simultaneously E. coli and S. typhimurium.

These works are the first stage in using NPs to detect a
wide range of pathogens simultaneously. To date, mul-
tiplexed bacteria detection has been achieved only by
direct measurement of doped water/buffered samples
using fluorescence microscopy, flow cytometry and UV/
visible absorption spectroscopy. However, applying NPs
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to achieve multiple bacteria identification using biosen-
sors has not yet been demonstrated.

Future developments in the biosensor field should also
integrate microfluidics and micro-optical components to
locate sample processing and particle interrogation in a
single hand-held device, which permits on-site analysis
of samples. Magnetic and non-magnetic NPs provide the
opportunity for manipulating targets and reagents
within microfluidic devices for automated sample pro-
cessing, which will help to detect bacteria cells within
complex samples. One example is the work by Lee et al.
[53], who showed that incorporating magnetic NPs in a
miniaturized diagnostic magnetic resonance system al-
lowed sensitive, quantitative and rapid analysis of
unprocessed S. aureus. Along the same lines, Merchery
et al. developed a portable flow-channel, optical-detec-
tion system combined with bioconjugated luminescent
NPs that allows detection of single E. coli 0157:H7 cells
without sample enrichment [43].

This new NP-based technology therefore shows
promise for developing easy-to-use and low-cost devices
for PoC use.
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2.1 L’AUTORA | EL GRUP D’INVESTIGACIO

La doctoranda i autora d’aquesta tesi doctoral, Carme Pastells, és llicenciada en
guimica per la Universitat de Barcelona (2009), i posteriorment va cursar el master
avangat en quimica organica de mateixa Universitat de Barcelona. Al 2011, gracies a
una beca Fl de la Generalitat de Catalunya, va iniciar els seus estudis de doctorat en
el grup Nb4D (Nanobiotechnology for Diagnostic, anteriorment anomenat AMRg,
Applied Molecular Receptor group). El grup pertany al Consell Superior
d’Investigacions Cientifiques (CSIC) i esta ubicat a I'Institut de Quimica Avancada de
Catalunya (IQAC) de Barcelona. El grup també forma part del Centro de
Investigacion Biomédica en Red en Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina
(CIBER-BBN), creacio liderada per I'Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII).

El grup Nb4D, liderat per la Prof. M.-Pilar Marco s’ha focalitzat en el
desenvolupament de nous métodes de diagnostic molecular per cobrir les actuals
limitacions en I'ambit clinic i la seguretat alimentaria. La investigacié que es du a
terme esta en la interficie de la quimica i la biologia, combinant en molts casos
conceptes de nanotecnologia.

2.2 PROJECTES D’INVESTIGACIO

El treball d’aquesta tesi doctoral s’ha desenvolupat en el context de tres projectes
d’investigacid consorciats amb altres grups d’investigacio:

1. Microplex, Micro/nanotecnologias para la inmunodeteccién multiplexada de
microorganismos patdgenos. Projecte intramural CIBER-BBN. 2008

2. NanoMeDiag, Nanobioanalytical platforms for improved medical diagnosis of
infections caused by pathogens. MICINN (EUI2008-00175). 2009-2011

3. NanoBioSepRes, Design and evaluation of a novel impedimetric
immunosensor for the diagnosis of sepsis of respiratory origin due to
Pseudomonas aeruginosa. Projectes de col-laboracié multidisciplinaris CIBER-
BBN — CIBERES — SEPAR.

Els tres projectes se centren en el desenvolupament de noves metodologies per a la

deteccié de microorganismes patogens per tal de suplir les actuals mancances del
metodes que disposen els hospitals i els laboratoris clinics. En tots ells, hi ha un
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objectiu general comu: el desenvolupament d’una nova eina de diagnostic que sigui
rapida i especifica pel microorganisme en concret, facil d'implementar i de baix cost.

El projecte Microplex va ser el primer projecte amb que el grup Nb4D va obrir
aquesta linia d’investigacié en el camp de la deteccié de microorganismes. En aquest
projecte es varen abordar els primers estudis bibliografics per definir els patogens
de més rellevancia en el camp de les malalties infeccioses, tenint especialment
presents les malalties nosocomials. Inicialment amb el projecte Microplex, i a
continuaciéo amb projecte NanoMeDiag, es varen abordar la produccié dels primers
anticossos policlonals contra bacteries i el posterior desenvolupament d’assajos
immunoquimics per a la deteccidé dels respectius microorganismes tal com es
detallara a continuacid.

En una segona etapa, el projecte NanoBioSepRes va permetre establir una estreta
col-laboracié amb grups clinics de 'Hospital Germans Trias i Pujol a fi d'implementar
les tecniques immunoquimiques a I’analisi de mostres cliniques. A més a més, I'altre
gran repte d’aquest projecte era el desenvolupament d’un dispositiu de tipus PoC
qgue permetés simplificar encara més la identificacié dels patogens.

2.3 OBIJECTIUS | ESTRATEGIA CIENTIFICA

L'objectiu general de la recerca abordada en aquesta tesi doctoral ha estat
contribuir a la millora del diagnostic de les malalties infeccioses. A la introduccio
s’ha parlat de la rellevancia d’aquestes malalties i també de les limitacions dels
actuals metodes de diagnostic. En aquest context, el nostre objectiu ha estat pensar
i dissenyar noves estratégies que potencialment poguessin ajudar a superar
aquestes limitacions. Entre els requeriments clinics que haviem d’assolir hi
constaven: I'obtencié de resultats en un temps raonable (maxim 3 h), una bona
especificitat pel que fa al tipus de bactéria causant de la malaltia, la possibilitat
d’implementar facilment les noves tecnologies desenvolupades en I'ambit clinic i
que el cost de I'analisi fos sensat (maxim 10 €/analisi).

Considerant el potencial de les tecniques inmunoquimiques, la varietat de
configuracions possibles (des d’eines de cribratge fins a immunosensors
implementables com a dispositius PoC, passant per técniques que permeten la
deteccié multiplexada de diferents microorganismes) i el fet que moltes d’aquestes
tecniques ja sén d’Us habitual en molts laboratoris clinics, I'estrategia proposada va
ser desenvolupar anticossos selectius d’alta afinitat contra antigens especifics dels
microorganismes més rellevants. Els anticossos, un cop avaluats, podrien ser
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implementats en diferents configuracions inmunoquimiques depenent de les
necessitats o el lloc d’utilitzacio.

En una primera instancia, els microorganismes seleccionats, en base a la seva
prevalenca i possibilitats de causar malalties nosocomials®, van ser Escherichia coli
(E. Coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) i Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa). Pel que fa al primer microorganisme vam veure que al mercat existia
una amplia varietat d’anticossos contra diferents soques patogeniques i no
patogeniques (vegeu Abcam, KPL, US biologicals, etc). En canvi, en el moment
d’iniciar aquesta investigacidé hi havia molts menys immunoreactius disponibles pel
que fa als altres dos microorganismes. Per altra banda, rarament les cases
comercials proporcionaven informacié de com s’havien produit els anticossos, la
qual cosa dificulta la seleccié i també la deduccié del perfil de selectivitat que
s’assoliria.

Aixi doncs, vam decidir centrar-nos principalment en S. aureus i P. aeruginosa,
ambdds microorganismes de gran rellevancia a nivell mundial en el camp de les
malalties infeccioses i més concretament en el camp de les malalties nosocomials,
una de les primeres causes de mortalitat en els paisos desenvolupats.

Amb aquest escenari, els objectius concrets abordats han estat:

1. La seleccio del antigens diana més adients per a I'obtencié d’anticossos
especifics.

2. Eldisseny i la preparacio dels corresponents haptens i immunogens, aixi com
els reactius immunoquimics secundaris necessaris en cada cas.

3. L'obtencid d’anticossos, inicialment policlonals i la seva avaluacié.
L’establiment de procediments immunoanalitics adients per a la deteccio
d’aquest antigens i la comprovacié que veritablement eren indicadors de la
presencia del microorganisme en una determinada mostra.

5. La implementacié dels procediments immunoquimics a I'analisi de mostres
cliniques representatives.

2.4 ESTRUCTURA DE LA TESI DOCTORAL

L’objectiu final és el desenvolupament de noves estrategies per a la deteccié de S.
aureus i P. aeruginosa. El capitol 1 posa en context la rellevancia de |'objectiu
d’aquesta tesi a causa de la situacid actual respecte a la deteccié d’aquests
microorganismes. En el mateix capitol s’inclou una publicacié relacionada amb el
marc teoric d’aquesta tesi, un treball de revisidé publicat a la revista Trends in
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Analytical Chemistry (publicacié I) dels biosensors basats en nanoparticules per a la
deteccid de bacteris patogenics. En el capitol 2 s’explica I'estrategia dissenyada per
abordar I'objectiu de la tesi, i els capitols 3 i 4 se centren en el desenvolupament
dels respectius assajos immunoquimics per a S. aureus i P. aeruginosa. Atesa la
novetat inventiva i l'alt interés industrial de les estratégies seleccionades per a
cadascun d’aquests microorganismes, gran part d’aquests treballs s’han patentat i
posteriorment publicat en revistes cientifiques del camp. La publicacié Il recull la
patent del treball relacionat amb el desenvolupament d’immunoreactius per a la
deteccid de S. aureus i la publicacié Il I'article publicat a la revista Analytica Chimica
Acta. | de manera similar, la publicacid IV recull la patent del treball relacionat amb
tota la recerca realitzada per al desenvolupament d’inmunoreactius i I'establiment
d’un assaig inmunoquimic per a la deteccié de P. aeruginosa i la publicacid V I'article
enviat per ser publicat en la revista Analytical Chemistry, que es troba actualment en
fase de revisio. Per a tots dos casos, tenint en compte la gran extencid del document
corresponent a la patent i la poca informacié addicional que aporta respecte a
I'article corresponent, s’ha decidit adjuntar Unicament les primeres pagines de la
patent (on es descriu la informacid basica per si es vol consultar el document) i el
text complet de I'article, on es recullen tots els resultats experimentals dels treballs
aixi com la discussio i conclusions dels treballs.

Public. |
Capitol 1 Capitol 2
Marc teoric Marc estratégic
Desenvolupament de noves estratégies
per a la deteccié de patogens
Public. I1'i lll Public. IViV
Capitol 3 Capitol 4

Analisi de mostres

Establlm(?nt d’un Establiment d’un Estab[lme.nt d’un
procediment immunoassaig procediment
immunoquimic per a la immunoquimic per a la

deteccio de S. aureus en oo deteccid de
Obtencid d’anticosos .
P. aeruginosa en

mostres cliniques .
policlonals ..
mostres cliniques

Seleccid de I'antigen

Figura 2.1 Esquema de I'estructura de la tesi, divisié dels capitols i publicacions derivades.
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2.5 VISIO GENERAL DEL TREBALL EXPERIMENTAL REALITZAT

2.5.1 SELECCIO DE L’ANTIGEN

La seleccid de I'antigen (Ag) és un dels punts clau per al desenvolupament d’un nou
metode d’identificacio de patogens. Cal fer una recerca bibliografica exhaustiva per
seleccionar I’Ag més adequat en cada cas. Per als dos microorganismes d’aquesta
tesi doctoral, els antigens es varen seleccionar seguint els seglients criteris: que fos
especific de l'especie, que es trobés en quantitats relativament elevades per
assegurar una bona detectabilitat i alhora que fos una aproximacio innovadora.

En el cas de S. aureus es va seleccionar una fraccié peptidica del peptidoglica (PG)
present a la paret cel-lular. Aquest peptid de 14 aminoacids conté un pont
pentaglicil especific de S. aureus i segons la bibliografia el peptidoglica de S. aureus
esta altament entrellagat per aquests peptids, fet que ens portava a pensar que en
una concentracid relativament baixa de bacteri podriem detectar una alta
concentracid d’aquest peptid especific i, en conseqliencia, obtenir bons nivells de
detectabilitat.

L’aproximacio per a la deteccidé de P. aeruginosa va ser diferent. Aquest bacteri es
caracteritza per la produccié de diferents pigments i factors de viruléncia, entre ells
la piocianina (PYO), que es va seleccionar com a diana per a la deteccié del bacteri.
Els tres motius principals que ens portaven a apostar per aquesta estrategia eren:
I'especificitat, el facil accés per a la seva deteccio ja que la toxina s’allibera al medi, i
la possibilitat d’assolir una bona detectabilitat ja que una sola CFU podria segregar
altes quantitats de toxina. A més a més, a la bibliografia, si bé s’han descrit diferents
metodes per a la deteccié de PYO no hi havia cap anticos contra aquest pigment i el
metodes descrits fins el moment no eren especifics.

2.5.2 OBTENCIO D’ANTICOSSOS ESPECIFICS

En ambdds casos es varen produir anticossos policlonals i en tractar-se d’antigens de
baix pes molecular era necessari el disseny d’un hapte d’'immunitzacié el qual es
pogués conjugar a una biomacromolécula que induis la resposta immune en I'animal
hoste. Es varen utilitzar conills blancs de la varietat New Zealand els quals es van
sotmetre a un protocol d'immunitzacio per tal d’aconseguir anticossos amb I’afinitat
necessaria.
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2.5.3 ESTABLIMENT D’UN ASSAIG IMMUNOQUIMIC

L’avaluacié dels anticossos policlonals es va fer mitjangant ELISAs i posteriorment es
varen establir assajos immunoquimics per a la deteccidé de I’Ag seleccionat per a
cadascun dels microorganismes. Per tant, els assajos desenvolupats son els
seglents:

* Assaig de tipus ELISA en microplaca i assaig de tipus micromatriu
(microarray) per a la deteccid de Staphylococcus aureus mitjangant la
deteccio de I'estructura peptidica del peptidoglica.

* Assaig de tipus ELISA per a la deteccié dels pigments 1-hidroxifenazina i
piocianina produits per Pseudomonas aeruginosa.

Per cada un dels assajos se’n varen estudiar les condicions fisicoquimiques (pH,
forga ionica i tant per cent Tween® 20) del tampd de competéncia de |'assaig aixi
com també els temps de competencia i d’altres condicions, per tal de trobar les
condicions més adients i que donessin lloc a assajos robustos i amb la detectabilitat
necessaria.

2.5.4 ANALISI DE MOSTRES

Un cop establerts els protocol immunoquimics es va procedir a confirmar que
veritablement permetien la deteccid dels microorganismes, i no tan sols dels
antigens contra els quals s’havien produit els anticossos. Finalment, es varen fer els
estudis necessaris per demostrar que era possible la seva utilitzacié per a I’'analisi de
mostres cliniques.

En el cas de S. aureus, en primer lloc es va abordar la deteccid d’un extracte de
peptidoglica comercial i posteriorment es va procedir a la deteccié de cultius
cel-lulars de S. aureus a diferents concentracions preparats pel grup de
Microbiologia Aplicada de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) liderat pel
Prof. Antoni Villaverde. A fi de millorar la detectabilitat, es varen estudiar diferents
metodes de trencament de la paret cel-lular amb la hipotesi que si s’aconseguia
alliberar o millorar I'accessibilitat del peptid la detectabilitat de I'assaig també
milloraria. Els cultius cel-lulars de S. aureus s’han mesurat tant en mostres de tampé
con en mostres biologiques d’origen respiratori.

Pel que fa a la deteccié de P. aeruginosa, primerament es varen quantificar els
pigments (1-OHphz i PYO) dels sobrenedants de corbes de creixement de diverses
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soques a diferents temps. Confirmada la hipotesi que P. aeruginosa segrega ambdds
pigments, es va procedir a la quantificacié de mostres de pacients infectats. Gracies
a la col-laboracio establerta en el marc del projecte NanoBioSepRes, amb els grups
del Dr. Viceng Ausina, cap del servei de microbiologia de I'Hospital Germans Trias i
Pujol (HGTiP) de Badalona, i el Dr. Juan Ruiz Manzano, cap del servei de
pneumologia del mateix hospital, tots dos grups membres també de la Sociedad
Espanyola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) i del Centro de Investigacion
Biomédica en Red de Enfermedades Respiratorias (CIBERES), es van poder fer alguns
estudis amb mostres de pacients amb sepsies d’origen respiratori. Els tipus de
mostra que es recollien foren rentats broncoalveolars (BAS, broncoaleveolar
lavage), broncoaspirats (BAS, bronchial aspirate), esput i plasma i es classificaven
segons pacients colonitzats per P. aeruginosa o no colonitzats. P. aeruginosa esta
altament associat a problemes respiratoris i colonitza permanentment les vies
respiratories de pacients amb fibrosi quistica. Conseqlientment, també es va
intentar establir una col-laboraciéo amb I'equip del Dr. Xavier de Gracia de I’"Hospital
Vall d’Hebron en qué es varen seleccionar dos grups de pacients per fer un estudi
inicial i quantificar els pigments en mostres d’esputs de pacients amb problemes
respiratoris cronics. Un grup de pacients colonitzats per P. aeruginosa (confirmat
per cultiu d’esput) i un segon grup de pacients amb problemes respiratoris pero no
colonitzats per P. aeruginosa (control negatiu).
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Staphylococcus aureus

En aquest capitol es descriu el disseny i desenvolupament d’'immunoreactius per a la
deteccio de S. aureus aixi com també els estudis posteriors per tal d’establir un
assaig immunoquimic de tipus ELISA en format microplaca i un segon format de
micromatriu (microarray). Després de quantificar les primeres mostres provinents
de cultius cel-lulars de S. aureus es va decidir avaluar diferents tractaments de
trencament de la paret bacteriana amb la finalitat de millorar la detectabilitat del
metode. Aquest tractament va mostrar tenir efecte sobre la resposta de I'ELISA, per
la qual cosa es van haver d’estudiar noves condicions que permetessin la mesura de
mostres tractades. Aquest treball ha donat lloc a dues publicacions, una patent
(publicacid 1) que s’adjunta I'apartat 3.4.1 i una publicacié a la revista Analytica
Chimica Acta, que s’adjunta a I'apartat 3.4.2 d’aquest capitol.

3.1 INTRODUCCIO

El 1880 Alexander Ogston va descriure les primeres infeccions provocades per cocs'
aixi com el seu rol en septicémies® i en la formacié d’abscessos". Per la seva
proliferacié agrupada semblant a la dels penjolls de raim, els va anomenar
estafilococs (staphilococcus), del grec staphyle, raim, i kokkus, baia'. Quatre anys
més tard, el 1884, Rosenbach va estudiar algunes espécies del génere, entre elles
Staphylococcus aureus, la més virulenta de totes, d’un color daurat caracteristic a
causa de la produccid del pigment carotenoide.

Classifiacio cientifica

Regne: Eubacteria

Filcum: Firmicutes

Classe: Cocci

Ordre: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Genere: Staphylococcus
Especie: S. aureus

Figura 3.1 Classificacio cientifica de I'espeécie S. aureus i imatges de I'espécie. a) Imatge SEM d’una colonia de S.
aureus. b) Placa de Manitol-sal-agar amb colonies de Micrococcus sp. (1), Staphylococcus epidermis (2) i S.
aureus. (3). Reproduit amb permis de Farticle’.

fcoc: cel-lula esferica.

& SEPTICEMIA: Infeccié generalitzada greu, que és deguda a I'existéncia d’un focus infecciés dins el cos, del qual,
constantment o periodicament, passen gérmens patogens a la sang circulant.

" ABSCES: Acumulacié de pus en un teixit organic.

"BAIA: Fruit simple de mesocarpi i endocarpi carnosos, com ara els grans de raim o els tomaquets.
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S. aureus és un bacteri coc grampositiu d’1 pm de diametre aproximadament’?. Els
estafilococs sén anaerobis facultatius’ qgue creixen per respiracié aerobica o per
fermentacié que produeix acid lactic com a producte de rebuig. Son bacteris
catalasak—positiu i negatiu—oxidasa'. S. aureus pot créixer en un ampli rang de
condicions de temperatura (15-45°C) i a concentracions salines altes (fins a un 15%
de NaCl). Totes aquestes caracteristiques sén importants per entendre les capacitats
colonitzadores d’aquest bacteri i a la vegada ens permeten distingir-lo d’altres
especies. N’és un bon exemple el medi selectiu Chapman o agar-sal-mannitol, que
per I'alt contingut sali inhibeix el creixement de la resta d’especies gramnegatives. El
medi conté un indicador (vermell de fenol) que, en preséncia de S. aureus, vira a
color groc per la produccié de compostos acids derivats de la fermentacié del
mannitol.

3.1.1 RELLEVANCIA DE S. aureus

Cent anys després de les primeres identificacions, S. aureus segueix sent un patogen
versatil i perillés per a I'espécie humana, especialment les espécies resistents a
antibiotics. Les infeccions per S. aureus estan freqlientment associades a malalties
nosocomials, infeccions de la pell i teixits tous, sepsies, endocarditis i pneumonies.
Si bé historicament les infeccions per S. aureus han estat associades als hospitals,
avui en dia sén també una causa d’infeccid generalitzada entre la comunitat. Es
calcula que entre un 20 i un 40% de la poblaciéd sana esta permanentment o
transitoriament colonitzada per S. aureus”. El fet que aquest bacteri colonitzi la pell,
les fosses nasals o el tracte intestinal no implica patir cap malaltia si el bacteri no
passa a teixits més profunds, on aleshores si que causa infeccié. La majoria de les
infeccions estan provocades per bacteries colonitzants, adquirides a través del
contacte amb altres persones o d’una exposici6 mediambiental. S. aureus també
suposa un risc per a la industria alimentaria: la manipulacié del menjar per part de
persones colonitzades més unes condicions d’higiene insuficients pot fer que el
patogen passi a la cadena alimentaria.

! ANAEROBI FACULTATIU: Normalment obté ATP per respiracié aerobica, pero si hi ha presencia d’oxigen també
és capag de canviar a la fermentacié.

K CATALASA: Hidroxoperoxidasa, enzim que catalitza la reaccié de dismutacié del peroxid d’hidrogen a oxigen i
aigua.
' OXIDASA: Enzim que té la propietat de fixar I'oxigen.
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3.1.2 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

S. aureus ha demostrat una gran capacitat d’evolucid i eficacia d’adaptacié al medi
creant resistencia a diferents classes d’antimicrobians. El 1928, Alexander Fleming
va descobrir el primer antibiotic de la historia, la penicil-lina. A principis de la década
dels quaranta es comengava a emprar en hospitals, el 1942 es van comengar a
identificar els primers estafilococs resistents a la penicil-lina, i el 1960 un 80% dels
estafilococs aillats eren resistents a la penicil-lina. Més tard, el 1961, es va introduir
la meticil-lina, un altre antibiotic de tipus [-lactamic per combatre les resistencies a
les penicil-lines i en pocs anys també aparegueren les primeres soques de MRSA’*.

Actualment la designacido MRSA s’utilitza per designar soques resistents a antibiotics
B-lactamics (penicil-lines, meticil-lina, oxacil-lina, cefalosporines i carbapenems), ja
gue moltes de les soques residents a meticil-lina presenten resistencia a més d’un
antibiotic B-lactamic. A dia d’avui, el MRSA representa el major patogen bacteria a
nivell mundial, moltes de les soques aillades sén resitents a més d’una droga (multi-
drug resistant), tant a antibiotics -lactamic com a altres classes de drogues, com
ara macrolids, aminoglicosids o fluoroquinolones. La resisténcia a les meticil-lines
pot ser deguda a tres mecanismes: a) hiperproducci6 de [-lactamases, b)
modificacié de les penicil-lines d’enllag a les proteines normals (PBPs, penicillin-
binding proteins) o c¢) produccié addicional d’un enllag a la penicil-lina PBP2a, amb
afinitat reduida per la penicil-lina i les -lactames en general, essent aquesta tercera
la més freqlient de totes. La PBP2a és el producte del gen mecA i els gens reguladors
mecl i mecR1".

Amb la necessitat d’idear nous antibiotics per tractar MRSA, els antibiotics
glicopeptidics (en especial la vancomicina) varen prendre protagonisme per tractar
aquest tipus d’infeccions. No obstant aix0, pocs anys després també s’han identificat
soques resistents-intermedies (VISA, vancomycin intermediate S. aureus) i soques
completament resistents (VRSA, vancomycin resistent S. aureus). La resisténcia a la
vancomicina i a la teicoplanina esta associada a I'accessibilitat al dipeptid DAla-DAla
de la paret del peptidoglica (vegeu apartat 3.1.3 per l'estructura quimica del
peptidoglica). Per ara, s’han descrit sis soques VRSA i totes elles expressen el gen
vanA que confereix un alt nivell de resistivitat als dos antibiotics glicopéptidics.
L'operé™ vanA conté un conjunt de gens (vanA i vanH) que codifiquen una
modificacio en la sintesi del precursors del peptidoglica introduint un grup terminal

DAla-DLac en comptes del DAla-DAla esperat’®”’.

™ OPERO: Regi6 cromosdmica que conté un cert nombre de gens estructurals i un operador que els controla.
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Resumint, les resistencies a les primeres classes d’antibiotics que es varen introduir
han estat generalment conseqiiéncia d’una transferéncia genética horitzontal (HGT,
Horizontal Gene Transfer)" com per exemple dos dels casos més alarmants de
resisténcia a S. aureus: la meticil-lina i la vancomicina associats a canvis estructurals
de la paret bacteriana. Mentre que les resistencies a antibiotics posteriors han estat
fruit de mutacions espontanies més una seleccid positiva, com ara la resisténcia a
les fluoroquinolones, associada a la inhibicioé de la replicacié del DNA, en particular
pel bacteris grampositius a causa de la inhibicié de la diana Topoisomerasa IV'®”°, La
deteccio del mecanisme de resistencia i la base genetica és important tant pel

suport dels antibiotics com pel control de susceptibilitat de S. aureus.

-
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Figura 3.2 Percentatge de soques MRSA invasores aillades en sang i fluid cerebrospinal a la Unié Europea el
2011. Reproduit amb permis de EARS-Net®.

Les tendencies sobre les resistencies antimicrobianes varien entre paisos. La ECDC
estima que des del 2011 el percentatge de MRSA aillats s’esta estabilitzant i fins i tot
decreix en alguns paisos (Belgica, Franga, Alemanya, Irlanda, Espanya i el Regne
Unit). Malgrat tot, MRSA segueix sent una de les prioritats sanitaries publiques, ja
gue el percentatge de MRSA segueix sent elevat en diversos paisos, especialment al
sud d’Europa, on el percentatge de MRSA d’entre els S. aureus aillats encara esta
per sobre del 25%".

"HGT: També coneguda com a transferéncia genética lateral (LGT, Lateral Gene Transfer), és un procés en qué
I'organisme transfereix el material genétic a una altra cél-lula que no és descendent.
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3.1.3 ESTRUCTURA DE LA PARET BACTERIANA

La membrana citoplasmatica envolta el citoplasma de les cel-lules vives i separa els
components intracel-lulars de I’entorn extracel-lular. La seva composicié fonamental
és |'estructura de bicapa lipidica més un complex de proteines, lipids i hidrats de
carboni.

Després de la membrana citoplasmatica, les bactéries estan envoltades per una
complexa membrana cel-lular encarregada de satisfer diverses funcions: donar
suport estructural, protegir el contingut de la cel-lula i mantenir la pressidé osmotica,
i prevenir la sobreexpansio quan I'aigua entra dins de la cel-lula.

La composicido de la paret bacteriana varia entre espécies perd quasi totes les
bacteries tenen un component comu, el sacul de mureina. Aquesta estructura
macromolecular anomenada mureina o sacul de mureina, del llati murus, paret, i
sacculus, sac®®, també se la coneix com a peptidoglica (PG) per la seva composicié
quimica, formada per cadenes de glicans entrellacades entre elles a través de
fragments peptidics. Segons les diferéncies estructurals fonamentals de les parets
bacterianes podem classificar els bacteris en dos grans grups, els grampositius i els
gramnegatius. El PG és el component majoritari de la paret dels grampositius, tant
en termes de dimensid com en pes molecular, mentre que, en els gramnegatius, el
component majoritari és el lipopolisacarid (LPS, Lipopolysaccharide) i la capa de PG
és més fina.

L’estructura del PG dels bacteris grampositius i gramnegatius esta en ambdds casos
formada per una estructura de disacarids, N-acetilglucosamina (GIcNAc) i acid B-(1-
4)-N-acetilmuramic (MurNAc) de la qual pengen ramificacions peptidiques, que
formen una wunitat estructural que es va repetint per formar aquesta
macroestructura en forma de malla anomenada PG. Les estructures peptidiques
varien entre espeécies, en el cas particular de S. aureus conté un peptid principal
(stem peptide) format per LAla-DyGlu-LLys-DAla-DAla i un peptid pont (cross-link
peptide) de cinc glicines que uneix la LLys de la tercera posicié d’un peptid principal
amb la DAla de la quarta posicié d’un altre peéptid principal®* (vegeu Figura 3.3A i B).
El pentapeptid pont de glicines és especific de S. aureus, introdueix flexibilitat en
I'estructura i per aquest motiu permet una altissima densitat de reticulacio del
peptidoglica. A més, aporta una major estabilitat a la paret bacteriana®’.

L’estructura basica del PG freqlientment pot presentar modificacions, 'objectiu de
les quals pot ser augmentar la resistéencia antimicrobiana. De fet, el nivell de
resistencia en MRSA depén entre d’altres factors del factor fem (factor essencial per
a la resisténcia a meticil-lina). El factor fem inclou femX, femA i femB, els quals
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codifiquen les proteines FemX, FemA i FemB respectivament. Aquestes proteines
estan involucrades en la biosintesi del PG i activen I'addicid seqiiencial de les glicines
a partir de la lisina de I'stem peptide del lipid II, el precursor del PG**®. La FemX
catalitza d’addicio de la primera unitat de glicina, la FemA la segona i tercera unitat,
i la FemB la quarta i cinquena unitat per completar I’estructura del peptid pont del
lipid Il. L’eliminacié del femX és letal per a S. aureus, mentre que I’eliminacio del
factor femA i femB en resulta un segment pont amb un i tres glicines
respectivament. Com a conseqlieéncia d’aquestes mutacions, I'estructura resultant
difereix lleugerament del S. aureus silvestre (wildtype) i alhora les fa menys
sensibles a la digestid amb lisostafina, una endopeptidasa que trenca selectivament
I’enllag Gly-Gly. No obstant aixo, la presencia d’aquests mutants és realment baixa,
ja que I'eliminacié dels factors fem va associat a altres mutacions relacionades amb

84,85

I'eficiencia metabolica i I'aptitud per a la supervivencia™""". Pel que fa a la part

glicosidica, S. aureus també presenta variacions. Incorpora una o-acetilacié del
GIcNAc (vegeu Figura 3.3 C) a I'estructura i crea aixi resisténcia envers la lisozima, una
muramidasa que catalitza la hidrolisi selectiva de la unidé (-1,4 entre MurNAc i
GIcNAc del peptidoglica®®. Aquesta mutacié és bastant freqiient, es troba entre un
35 i un 90% dels S. aureus aillats®.

a Representacio del PG de S. aureus i enzims de trencament
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Figura 3.3 Esquema de l'estructura quimica del peptidoglica de S. aureus. a) Esquema de la distribucid i
hidrolases que trenquen enllagos del PG. b) Representacié tridimensional dels enllagos peptidics c) o-acetilacid
del MurNAc. Reproduit amb permis dels articles®?’.
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Altres estudis han demostrat que I'estructura del peptidoglica es pot veure alterada
en resposta a canvis en les condicions de creixement com ara la concentracio

828 aminoacids® o antibiotics®® presents en el medi. Per altra banda, la paret

salina
cel-lulars dels grampositius, i S. aureus en particular, es troba densament
funcionalitada per acids teicoics (TA, teichoic acid), uns glicopolimers anionics
complexos. Aquests poden estar covalentment units al PG i aleshores es parla
d’acids teicoics de paret (WTA, wall teichoic acids) o a la membrana citoplasmatica,
coneguts com a acids lipoteicoics (LTA, lipoteichoic acid)®. Els acids teicoics TAs de
S. aureus estan formats per subunitats repetitives de poliol fosfate, com ara el fosfat
de ribitol o de glicerol. Les estructures WTA varien extensament entre especies i a
vegades fins i tot entre grups de clons. Els WTA estan covalentment units al 6-OH del
MurNAc i, per tant, juguen un paper important en la resistencia contra els f3-

lactamics. Les MRSA presenten un major nombre d’TAs”.

A diferéncia d’altres espécies d’estafilococs, la majoria de les soques de S. aureus
estan recobertes de proteina A. Aquesta proteina s’utilitza ampliament en
bioquimica gracies a la seva afinitat per les immunoglobulines (lg), especialment les
de tipus G (IgG)gs. La coagulasa és una altra proteina associada a la paret cel-lular. La
podem trobar lligada a la cél-lula (coagulasa lligada; CIfA, clumpling factor) o de
forma lliure en el medi (coagulasa lliure). El CIfA és capag de coagular el plasma i
convertir el fibrinogen en fibrina®. Per contra, la forma lliure necessita unir-se a la
protrombina per activar-se i adquirir la capacitat coagulant. S. aureus (coagulasa
positiu) és I'Unica espécie del genere Staphylococcus que sintetitza aquest enzim.

Per ultim, algunes soques de S. aureus estan recobertes per una capa de polisacarid
extern anomenada capsula mucoide. Aquesta confereix capacitats de major
adherencia aixi com un augment de |'efecte antifagocitic. S’ha identificat fins a 11
serotips en base a l'estructura de la capsula, essent els serotips 5 i 8 els que
predominen entre les soques cliniques de S. aureus>. SOn estructures repetitives
compostes per acid 2-acetamido-2-deoxi-D-manuronic (D-ManNAcA) i dos residus
de 2-acetamido-2,6-dideoxi galactosa amb configuracido D- i L- (D- i L-FucNAc). El
tipus 5 esta o-acetilat a la posicio 3 del D-FucNAc i en canvi el tipus 8 s’acetila a la
posicio 4 del D-ManNACcA (vegeu Figura 3.4).

Tipus5 > 4)-B-D-ManNAcA-(1 = 4)-a-1-FucNAc(30Ac)-(1 = 3)-B-D-FucNAc-(1 =
Tipus8 > 3)-B-D-ManNAcA(40Ac)-(1 = 3)-a-1-FucNAc-(1 = 3)- a-D-FucNAc-(1 -

Figura 3.4 Estructures de les capsules de S. aureus de tipus 5 i tipus 8.
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3.1.4 ANTICOSSOS CONTRA S. aureus

Una gran part dels anticossos oferts per fonts comercials aixi com en treballs
publicats a la literatura cientifica estan basats en la utilitzacié del conjunt bacteria,

sencer o en forma de lisat, com a immunogen®®®’. L’ts d’antigens aillats i especifics
és menys freqlient, i encara ho és menys |’Us d’antigens estructurals especifics, com

el seleccionat en aquesta tesi doctoral com a diana (vegeu apartat 3.3.1).

Per una banda, s’ha descrit la produccié d’anticossos especifics contra proteines de
superficie i contra proteines excretades. La proteina A és el biomarcador més
emprat per a la deteccié de S. aureus™, tanmateix el 17% de les soques MRSA no
expressen proteina A ni el factor d’aglutinacié (CIfA, clumpling factor) en prou
abundancia i per tant no sén detectables amb aquesta estratégia®®. El CIfA és una
proteina associada a la superficie cel-lular de S. aureus que promou la unié del
fibrinogen o fibrina a la cél-lula bacteriana®.

Altres treballs han basat la produccié d’anticossos en la deteccié de proteines
excretades, com per exemple I’hemolisinagg, la leucocidina de Panton-Valentine
(PVL, panton-valentine-leukocidin)'® o els superantigens (SAgs, superantigens), els
quals se subclassifiquen en enterotoxines estafilococciques (SE, staphylococcal

enterotoxin)*®'% i |a toxina de sindrome de xoc toxica (TSST, toxic shock syndrome

toxin)**%,

Per altra banda, trobem una gran varietat d’anticossos contra parts estructurals de
la paret del microorganisme, com ara el polisacarid capsular'®, el TA o el PG,
Molts d’aquests anticossos, igual que els anticossos esmentats anteriorment en
aquest apartat, s’han descrit a partir d’estudis serologics de pacients, i en menor
mesura trobem també anticossos produits a partir de la immunitzacié amb algun
fragment de paret bacteriana. En aquesta linia, la majoria de treballs es basen en la
immunitzacié amb extractes de paret bacteriana purificats, com ara Merket et al.'”’,
qgue han immunitzat amb PG de Neisseria gonorrhoeae i han obtingut un mAb IgM
(B10.G6) amb un LOD en ELISA de 10 ng mL™" que detecta tant els PGs de bacteris
grampositius com gramnegatius; Wiriyachaiporn et al.'® també descriuen I'obtencié
d’un mAb amb el qual s’ha desenvolupat un test de tira reactiva capag de detectar
10° CFU mL™ de S. aureus en mostres d’origen respiratori (esput i BAL) o Ohsawa et
al.109, gue van immunitzar ratolins amb extractes de paret desacetilada,
seleccionant 22 hibridomes productors d’anticossos que posteriorment van avaluar
amb finalitats terapéutiques. Més recentment, s’ha decrit un mAb (SA7D6) contra la

110 Amb aquests anticossos aconsegueixen desenvolupar

fraccio proteica de la paret
un ELISA capag¢ d’aconseguir una detectabilitat de I'ordre de 10 — 10% CFUs en llet.

No s’ha descrit la seva implantacid a I'ambit clinic.

62



Staphylococcus aureus

En base a I'especificitat del pont de (Gly)s que presenta el PG de S. aureus, altres
autors han adregat la produccié d’anticossos contra I'oligopéeptid de cinc glicines. El

1 immunitzant amb albimina de

primer treball que es va descriure va ser al 1997
serum huma-(CH,CO-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly); per produir anticossos policlonals, els
quals es van emprar per desenvolupar un assaig d’aglutinacié de latex (LOD: 10 ng)
perd que requereix volums de mostra de 1 mL i necessita un temps de 2 h. Poc
temps més tard, Wergeland et al®® varen immunitzar ratolins BALB amb el
pentapeptid (Gly)s lliure i obtingueren mAb de tipus IgM, que reconeixen el PG de
Staphylococcus en solucié amb un LOD de 0,2 ng mL" perd amb un temps total
d’assaig de 24 h. Més recentment, i possiblement en paral-lel a la realitzacio
d’aquesta tesi doctoral, Sandhu et al.'** van dissenyar un immunogen basat en el
nucledtid de Park, un precursor de I'estructura del peptidoglica®®. El nucleotid
UDPMurNAc-LAla-isoDGlu-LLys-(Gly)s-DAla-DAla, covalentment unit a través del
nucleotid UDP (vegeu Figura 3.5) es va unir a una proteina (albumina de sérum bovi;
BSA, bovine sérum albumin) i es van produir anticossos en un hoste hibrid de mula-
ovella. L'assaig és capag¢ de detectar 0,1 pg d’extractes de paret, pero el format
I’assaig requereix la immobilitzacié de la paret bacteriana sobre la placa. En els dos
ultims treballs citats, els anticossos obtinguts s’avaluen per ELISA, ja sigui en format
d’inhibicié o desplagament i se’n demostra I'especificitat dels anticossos obtinguts
en front d’altres microorganismes. Aquests treballs posen de manifest la necessitat
de desenvolupar noves eines per a la deteccié de S. aureus apostant per
I'immunoassaig com a tecnica avantatjosa. Tanmateix, cap d’ells no implementa
I’assaig en mostres cliniques i per tant no s’avaluen com a potencials eines de
diagnostic, possiblement a causa dels inconvenients que presenten: temps d’assaig
massa llargs, volums de mostra elevats o pretractaments de mostra complexos, cosa
gue encara complicaria més el procés si es pretén implementar en mostres
biologiques. Aixi el format d’assaig desenvolupat per Sandhu et al. requerira fer
algun tipus d’aillament per tal d'immobilitzar els fragments de paret a la microplaca,
cosa que no sembla viable des d’un punt de vista practic, si el que perseguim és
incrementar I'eficiencia del diagnostic.

Alguns dels estudis serologics també s’han centrat en I’estudi dels anticossos contra
el pont de cinc glicines. La presencia d’anticossos circulants contra el pont de (Gly)s
fa pensar que durant el creixement dels bacteris s’alliberarien fragments de PG>
18 En general, la resposta immune és la produccié d’lgs de tipus G, perd en
infeccions de caracter greu també s’han detectat Igs del tipus M, en menor

concentracio* 31,
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Figura 3.5 Immunogen emprat per Sandhu i
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En la seglient taula es recullen els diferents treballs publicats relacionats amb la

produccié d’anticossos contra la paret bacteriana de S. aureus.

Taula 3.1 Anticossos contra S. aureus i la seva utilitat

Ag Hoste Ab Finalitat REF
(Gly)s Ratoli BALB mAb Ing* Test de diagnostic 106
Albumina de sérum huma- 3 . . 117
Ratoli pAb Test de diagnostic
(CH,CO-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly)s
Nucleotid de Park o L 112
. Mula-Ovella pAb Test de diagnostic
conjugat a BSA
PG de , . S 107
. . Ratoli BALB mAb IgM Test de diagnostic
Neisseria gonorrhoeae
PG de S. aureus Ratoli mAb Test de diagnostic 108
Paret bacteriana de B 100
. Ratoli BALB mAb IgG Vacuna contra S. aureus
S. aureus desacetilada
Capsula de tipus 5 i 8 de
S. aureus conjugat a Huma 1gG Vacuna contra S. aureus >
exoproteina A o a IgG
L \ s IgG, IgA menor 97
S. aureus inactivat per calor Huma (amigdalitis) » Vacuna contra S. aureus
proporcié
Huma i ratoli . L. 118
S. aureus . 1gG Estudis serologics .
(osteomielitis’)
S. aureus Huma IgA Estudis serologics 19
Huma (infeccio
S. aureus superficial o infeccid 1gG Estudis serologics 13
greu) IgG, 1gM
Huma (endocarditis o . . A
S. aureus . Estudis serologics
bacterieémia) IgG, IgM
S. aureus Huma (bacteriemia) oG Estudis serologics 1
8
Huma (pacients amb
S. aureus diferents Estudis serologics 16

1gG, I1gM
problematiques) e

*Osteomielitis: Inflamacié simultania de la medul-la dssia i I'os.
L’obtencié d’aquests anticossos té principalment dues finalitats. Per una banda, el
desenvolupament de noves eines de diagnostic i conseglientment implementar
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107,108 | ner I'altra, com a eines terapéutiques,

1201215 hé obtenint anticossos

aquests anticossos en immunoassajos
ja sigui mitjangant la generacié de vacunes

terapeuticslog.

3.1.5 APROXIMACIONS IMMUNOQUIMIQUES PER AL DIAGNOSTIC D’INFECCIONS
CAUSADES PER S. aureus

La determinacié immunoquimica de S. aureus als laboratoris clinics ha estat
fonamentalment adregada a I’analisi serologic, és a dir, la determinacié d’anticossos
circulants en sang. Aquests assaigs es basen a confrontar les mostres dels pacients
amb antigens especifics dels bateries que es volen determinar. Aixi doncs, trobem
immunoassajos in vitro per determinar el titol d’anti-glucosaminidasa en sang'*?, de
TSST'® o de PVL'*? entre d’altres. Tanmateix, donada la falta d’especificitat de molts
d’aquest antigens, alguns autors apunten cap a la necessitat de desenvolupar
sistemes multiplexats. En aquesta direccid, recentment s’ha descrit el
desenvolupament d’un test per detectar anticossos contra S. aureus en mostres de
serum'®*). U’assaig utilitza 14 antigens diferents i és avaluat en mostres de pacients
gue pateixen osteomielitis, a la vegada que intenta investigar el perfil de produccio
d’anticossos contra els diferents antigens al llarg de la malaltia. L'estudi del perfil de
produccié d’anticossos podria ajudar a proporcionar tractaments més personalitzats
als pacients'®>. Tot i aixd, aquestes aproximacions permeten obtenir un perfil
indicatiu d’infecci6 pero necessiten complementar-se amb altres tecniques
confirmatories, arran de la falta d’especificitat del metode. A més a més, cal tenir en
compte que la memoria immunoquimica fa que els pacients sans també tinguin
unes concentracions basals de 1gG contra S. aureus'*® i aquestes varien segons el
temps d’exposicio al bacteri.

També s’ha descrit el desenvolupament d’assajos immunoquimics per a la
determinacié de la presencia del bacteri en mostres biologiques. Els assajos
disponibles utilitzen habitualment els anticossos descrits en I|’apartat anterior
(3.1.4). Al mercat trobem molts tests d’aglutinacié de latex comercials, amb
sensibilitats entre el 80 i el 100% per les soques MRSA i MSSA™. Com a exemples,
tenim el Dry Spot Staphytect Plus™ test (Oxoid), el test Pastorex™ Staph Plus (Bio-
Rad), el Slidex® Staph-Kit o el test Slidex® Staph Plus (bioMérieux). L’avantatge
principal d’aquests tests és el rapid temps de deteccio, ja que s’obté una resposta en
tan sols 20 segons, pero, per contra, la majoria d’aquests assajos no especifiquen ni
el LOD de la tecnica, ni el tipus d’anticos que utilitzen i, per tant, desconeixem
també I'especificitat del metode. A més, aquesta tecnica no permet la quantificacio.
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Una altre tipus d’assaig son els tests de tira reactiva, que detecten la proteina A%,

el PBP2* 0 la PVL'* amb una sensibilitat d’entorn el 70% ja que aquesta proteina no
és present en totes les soques*! o tests amb anticossos contra I’enterotoxina SEB
amb limits de deteccié en llet de 10 ng mL™ i 100 ng mL" per mostres d’esput. Molts
d’aquests tests també s’han comercialitzats gracies als avantatges pel que fa al cost
de la técnica, rapidesa de I'assaig, facil manipulacio i possibilitat de dispositius
portables; tanmateix, molts dels tests no sdén quantificables, no reporten la
sensibilitat de la técnica i tampoc es déna massa informacié de com s’han obtingut
els anticossos emprats.

Un altre treball descriu un FIA per a la deteccié directa de P. aeruginosa, utilitzant
una anti-lgG marcada amb el fluorofor Cy5130. El LOD assolit és de 5,20-104 CFU mL'l,
pero l'assaig utilitza uns anticosos comercials dels quals, de nou, es desconeix
I'especificitat, i el treball no publica estudis de reactiviat creuada. Jenko i
colaborados han descrit una micromatriu capa¢ de detectar 10 toxines
simultaniament'®. D’entre totes les toxines, detecta la SEB especifica de S. aureus
amb els LOD de l'orde del pg mL'l, els més baixos reportats fins avui, 1,3 per tampo,
51 per fluids nasals, 8,2 per excrements o 3,3 en urina. L’anticos anti-SEB (SLB1202)
ha estat produit en ovella i ha estat obtingut comercialment de Toxin Technology,
Inc. (Saratosa, Florida, EEUU). Com a alternativa també s’ha descrit un assaig basat
en una micromatriu multiplexada que detecta 7 SE amb uns limits de deteccio
d’entre 0,1 a 0,5 ng mL™ en mostres alimentaries i biolbgiquesl31. El temps
d’incubacioé varia de 17 a 2 h, segons si es treballa amb portaobjectes de vidre o
portaobjectes recoberts d’or, respectivament. Aquesta segona opcid, permet reduir
el temps de 'assaig pero incrementa el cost d’analisi.

Pel que fa als biosensors, trobem diversos sensors, majoritariament basats en la
deteccié de proteina A, com ara aquests dos biosensor amperometric***** amb LOD
de 2,3-10°CFU mL™" o 1 CFU mL™. Ambdds amb detectabilitats acceptables per a la
seva implementacié en el camp del diagnostic, perd les dues plataformes no sén
adequades per a I'analisi d’'un nombre de mostres elevades, fet que incrementa el
cost de I'analisi/mostra.

Si bé alguns d’aquets metodes descrits aporten avantatges considerable quant a
rapidesa del metode, multiplexacié de I'assaig o baixes detectabilitats, practicament
cap dels metodes actuals englobla tots els requeriments per a I'obtencié d’una
tecnica de diagnostic optima. Altrament, cal remarcar la importancia de I'anticos en
el desenvolupament d’una técnica immunoquimica. L’anticos és I'element de
reconeixement i, per tant, és un factor clau quant a termes de detectabilitat de
I’assaig pero també en termes de sensibilitat. Un disseny racional de I'immunogen
permet fer una prediccié altament acurada de les possibles reactivitats creuades a
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esperar, mentre que si s'immunitza amb un extracte I'estructura del qual no es pot
caracteritzar a nivell atomic, és possible que pugin apareixer reactivitats creuades
no desitjades. A més a més de |'especificitat de I’anticos, que vindra donada per la
diana que se seleccioni, cal acompanyar-ho d’un bon disseny d’immunogen.
L’obtencié d’un bon anticos obre les portes a desenvolupar una amplia varietat de
tecniques immunoquimiques d’analisi, incloent diversos tipus de biosensors.

3.2 OBJECTIU | ESTRATEGIA

A causa de la manca actual de sistemes de deteccid de S. aureus mitjangant sistemes
especifics, rapids i de facil manipulacid, I'objectiu que es proposava en aquest
capitol 3 era el desenvolupament d’un assaig de tipus ELISA per a la deteccio
especifica de S. aureus. Per tal d’abordar aquest objectiu, en primer lloc s’havia de
seleccionar la diana, a continuacié desenvolupar els anticossos especifics contra la
diana escollida i, per ultim, desenvolupar I'immunoassaig. A continuacid es detallen
les directrius del procés que s’ha seguit, pero la informacié més detallada del treball
realitzat s’inclou a I'article (publicacié Ill, apartat 3.4.2) que s’adjunta al final
d’aquest capitol.

3.2.1 SELECCIO DE LA DIANA | PREPARACIO DELS IMMUNOREACTIUS

La fraccid peptidica del peptidoglica (PG) present a la paret de S. aureus es va
seleccionar com a diana especifica per a la deteccié d’aquest bacteri. Tal com s’ha
descrit en I'apartat 3.1.3, el PG de S. aureus esta format per dos stem peptides i un
peptid pont de cinc glicines caracteristic de S. aureus. Aquesta seqliéncia
d’aminoacids forma una unitat base que es repeteix i s’entrellaca entre si per formar
I'estructura del PG. Tenint en compte tota aquesta informacid, vam pensar que
aquesta sequencia d’aminoacids era una bona diana per a la produccio d’anticossos,
tant per la seva especificitat com per la possibilitat de detectar grans concentracions
de péptid en baixes concentracions de bacteri.

Un cop seleccionada la diana es van dissenyar els haptens corresponents. Tal com es
descriu en la Figura 1 de la publicacié Ill (vegeu apartat 3.4.2), es van dissenyar i
sintetitzar dues dianes (PSau5 i PSau7), dos haptens d’immunitzacié (PSau6 i PSau8)
i dos haptens de competicié (PSau3 i PSau4), pensats per a la produccié d’anticossos
especifics i els posterior desenvolupament d’immunoassajos.
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3.2.2 PRODUCCIO | AVALUACIO DELS ANTICOSSOS ESPECIFICS

Cadascun dels haptens d’immunitzacié (PSau6 i PSau8) es va conjugar a una
biomacromolécula i es va immunitzar per duplicat a conills blancs de varietat New
Zealand. En tractar-se d’antigens de baix pes molecular era necessari el disseny
d’haptens d’immunitzacio per tal de poder-los conjugar a macromolécules capaces
d’induir una resposta immune a I'animal hoste. Un cop obtinguts els corresponents
antiserums (As288, As289, As290 i As291) es va procedir a l'avaluacio dels
anticossos policlonals mitjangant ELISAs. Tots els detalls de la produccié dels
anticossos i la seva avaluacid es recullen tant en la publicacid Il (vegeu apartat 3.4.1)
com en la publicacid Il (vegeu apartat 3.4.2).

3.2.3 DESENVOLUPAMENT | AVALUACIO D’UN ELISA EN FORMAT DE
MICROPLACA PER A LA DETECCIO DE S. aureus

Finalment, els anticossos es van implementar en un assaig de tipus ELISA en format
de microplaca per a la deteccié del PG de S. aureus. L’assaig es va caracteritzar
estudiant les condicions fisicoquimiques (pH, forga ionica i tant per cent Tween® 20)
del tampod de competencia de I'assaig aixi com també els temps de competéencia i
preincubacié de I'analit amb I'anticos. | un cop restablertes les condicions més
favorables de I'assaig, es va procedir a fer un estudi sobre la utilitat d’aquesta eina
analitica aplicant-lo a I'analisi de mostres de cultius cel-lulars de S. aureus en
mostres de tampd i mostres biologiques d’origen respiratori (BAL i BAS). Els detalls
d’aquest treball es recullen tant en la publicacié Il (vegeu apartat 3.4.1) com en la
publicacid Il (vegeu apartat 3.4.2).

3.2.4 ESTUDIS PRELIMINARS PER AL DESENVOLUPAMENT D’UNA MICROMATRIU
PER A LA DETECCIO DE S. aureus

D’altra banda, els anticossos desenvolupats també es van implementar en un assaig
de tipus micromatriu per a la deteccid del PG de S. aureus. Els estudis preliminars
obtinguts per al desenvolupament d’una micromatriu que es recullen en I'apartat
3.3.4 demostren la possibilitat d’obtenir immunoassajos de tipus micromatriu en
diferents formats d’assaig amb els quals es podria seguir treballant per millorar els
resultats si es volgués seguir en aquesta direccid.
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3.3 RESULTATS I DISCUSSIO

3.3.1 DESENVOLUPAMENT D’ANTICOSSOS ESPECIFICS PER A LA DETECCIO DE
S. aureus

Després d’un estudi bibliografic exhaustiu i tenint en compte les consideracions
citades a l'apartat 2.5, es va decidir produir els anticossos contra la part peptidica
del PG, la qual conté un pont de cinc glicines especific de S. aureus.

Basant-nos en els estudis previs de I'estructura del PG3****1%

es varen dissenyar dos
peptids PSau5 i PSau7 (vegeu Figura 3.4 i Figura 1 de la publicacié lll a I'apartat
3.4.2), els quals mimetitzaven la part especifica del PG de S. aureus. El PG de
S. aureus té una unitat estructural repetitiva formada per cadenes de GIcNAc-
MurNAc entrellagades entre elles per una part proteica com s’ha descrit en I'apartat
3.3.4. Tot i els estudis acurats sobre I'estructura quimica del PG resta encara certa
incertesa quant al grau de ramificacid; per aquest motiu es va dissenyar el PSau5 on
I'stem peptide presentaria una sola ramificacié i el PSau7 on representaria una

unitat doblement ramificada.

A causa del baix pes molecular d’aquest epitops peptidics seleccionats, es van
dissenyar dos haptens d'immunitzacié, PSau6 i PSau8 (vegeu Figura 3.3 i Figura 1 de
la publicacié 1l a l'apartat 3.4.2), als quals s’ha introduit una cisteina (Cys)
addicional, per tal de poder-los conjugar a una biomacromolécula d’elevat pes
molecular i induir la resposta immune de I'animal hoste. En aquest cas concret, es
van fer servir dues proteines, la HCH i la BSA, les quals van ser modificades amb el
peptid mitjancant I'GUs d’agents heterobifuncionals com ara el 3-
maleimidopropanoat de succinimida (N-SMP, N-succinimidyl 3-
maleimidopropionate) o el iodoacetat de N-succinimida (N-SIA, N-succinimidyl
iodoacetate). Els conjugats a HCH es van fer servir com a haptens d’immunitzacio i
els conjugats a BSA com a haptens de competicié per al desenvolupament dels
assajos competitius explicats més endavant (vegeu els apartats a i 3.3.4a).

La immunitzacié de dos conills blancs de tipus New Zealand per a cada un dels
bioconjugats de HCH va permetre obtenir els antiserums As288 i As289, de la
immunitzacié amb PSau6-HCH, i els antiserums As290 i As291, de la immunitzacié
amb PSau8-HCH.

Tots els peptids emprats en el treball que es descriu en aquest capitol 3 i que es

resumeixen a la Figura 1 de la publicaciéd Il (vegeu apartat 3.4.2) han estat
sintetitzats per la Unitat de Sintesi Combinatoria dirigida per la Dra. Miriam Royo.
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a ESTABLIMENT D’UN IMMUNOASSAIG DE TIPUS ELISA PER A LA
DETERMINACIO DE S. aureus

Després d’obtenir els anticossos policlonals es va procedir a la seva avaluacio i
establiment d’un assaig de tipus ELISA en format de microplaca. El procés
d’establiment d’un protocol d’ELISA per a la deteccié del PG de S. aureus va requerir
en primer lloc escollir les concentracions més adients dels quatre antiserums
obtinguts (As288, As289, As290 i As291) i dels quatre competidors sintetitzats
(PSau3-BSA, PSau4-BSA, PSau6-BSA i PSau8-BSA). | a continuacié, desenvolupar un
ELISA competitiu indirecte en tampd emprant PG comercial com a estandard, del
qual es van estudiar les condicions fisicoquimiques de I’assaig per tal d’assolir la
maxima detectabilitat i coneixer el comportament de I'assaig sota diferents
condicions.

Com a resultat de tots aquest estudis es va aconseguir desenvolupar un ELISA
(As291/PSau3-BSA) capac de detectar PG amb un LOD de 120 + 90 ng mL" (vegeu
Taula 1 i Figura 2A de la publicacid Ill de I'aparta 3.4.2). No obstant aixd, arran de
I’heterogeneitat de les mostres comercials de PG, es va decidir utilitzar com a
referéncia els epitops peptidics seleccionats, que a diferéncia del PG eren molecules
pures d’origen sintetic i amb estructures ben definides. Concretament, es va
seleccionar el PSau7, tot i que la resposta del PSau5 era similar (vegeu Figura 2B de
la publicacio Ill). D’aquesta manera, la resposta de I'assaig davant la preséncia del
microorganisme es mesuraria en termes d’equivalents d’immunoreactivitat de
PSau7 (PSau7 IR equiv.) La detectabilitat assolida en termes de PSau7 IR equiv. va
ser de 0,10 + 0,01 ng mL™ (0,09 + 0,01 nM) (vegeu Taula 1 i Figura 2 de la publicacié
[l1). Malgrat tot, per tal de coneixer el valor del nostre ELISA com a eina de
diagnostic era necessari coneixer quina era la detectabilitat en termes de CFU mL™,
per la qual cosa es va procedir a aplicar el métode desenvolupat a I'analisi de
mostres provinents de cultius de S. aureus com s’explicara més endavant (vegeu els
apartats 3.3.2i3.3.2).

3.3.2 ANALISI DE MOSTRES PROVINENTS DE CULTIUS DE S. aureus

Aquest treball va ser possible gracies a la col-laboracié establerta amb el grup de
Microbiologia Aplicada de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) liderat pel
Prof. Antoni Villaverde, que ens va facilitar unes suspensions de S. aureus (CECT
5190) a diferents concentracions i inactivades per calor a 100°C. L’objectiu d’aquests
experiments era fonamentalment comprovar que I'ELISA As291/PSau3-BSA era
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capac de quantificar mostres de S. aureus de manera directa. A més, poder establir
una relacié entre les CFU mL™ i els PSau7 IR equiv. aportava informacié rellevant.

Malauradament, els resultats inicials no van ser del tot satisfactoris, ja que la
detectabilitat assolida era tan sols de 10’ CFU mL™. Aguest valor no és de gaire
utilitat per al diagnostic clinic i és molt superior al d’altres téecniques
immunoquimiques reportades (vegeu apartat 3.1.5). Entre les hipotesis que vam
considerar per donar explicacié a aquesta manca de detectabilitat hi havia el fet que
I’epitop podia estar molt amagat dins I'estructura de la paret bacteriana, a la vegada
protegida per la capsul-la. Aixi doncs, amb la finalitat d’augmentar la detectabilitat
del metode, vam procedir a estudiar diferents metodes per trencar la paret
bacteriana, esperant que la fragmentacié de la paret millorés I'accessibilitat del
peptid. A continuacié es descriuen alguns dels métodes emprats.

a Trencament de la paret bacteriana

A la bibliografia trobem una amplia informacié de metodes per al trencament de la
paret bacteriana, el quals podem classificar en tres grans grups: fisics, quimics i
enzimatics.

Els metodes fisics van ser els primers recursos que es van utilitzar. SGn metodes no
especifics entre els quals trobem: el tractament amb ultrasons (generalment emprat
per a l'aillament de membranes, de PG o proteines™®), la disrupcié a alta pressié
('aparell més comu és la premsa francesa on una suspensié de bacteri es col-loca
dintre d’un cilindre de metall i se sotmet a una pressié de 20.000 psi*****’),
I’'homogenitzador de boles de vidre de 0,1-0,2 mm de diametre on les cel-lules es
trenquen mitjangant ’agitacio vigorosa de les boles barrejades amb les cél-lules**® o
el laser (els bacteris s’irradien amb el laser i la paret es trenca per termolisis®,
seguint procediments descrits™*®; a vegades també s’afegeixen nanoparticules
metal-liques i s’irradia a la longitud d’ona del plasmé™®). Vegeu Figura 3.6 on es
mostren fotografies dels diferents aparells emprats en els metodes fisics. El sistema
de laser és la tecnica més nova de totes elles i malgrat les continues publicacions on
s’empra aquesta técnica per a la lisi de bactéries actualment no hi ha un instrument

disponible al mercat, sind que es tracta de sistemes casolans.

° TERMOLISI: Descomposicié d’una substancia per accio de el calor.
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Figura 3.6 Fotos del diferents aparells per lisar bactéries mitjangant metodes fisics. a) Sonda d’ultrasons b)
Premsa francesa ¢) Homogeneitzador de boles i d) Laser acoblat a microscopi confocal de l'institut de fotonica
(fotografia realitzada a I'Institut de Ciéncies Fotoniques, ICFO).

Els métodes quimics tenen I'avantatge de poder controlar el tipus d’enllag que es
trenca sense necessitat de ser completament especific com el cas de I'accid
d’enzims. D’una banda, trobem la hidrazinolisi i la B-eliminacié alcalina, que deixen
els glicans intactes pero per contra destrueixen el component proteic de la paret. De
I'altra, trobem [I'acid trifluorometansulfonic (TFMSA, trifluormehtane sulfonic
Acid)*****! o el fluorur d’hidrogen gas, els quals destrueixen els glicans perd deixen

intactes I'enllagc amida peptidic*****.

Pel que fa als métodes enzimatics, aquests son altament especifics i més suaus. En
contraposicié dels metodes quimics, no hi ha cap enzim identificat que sigui capag
de trencar tots els tipus de glicans i petites modificacions de I’enllag poden inhibir
I'activitat enzimatica, desavantatge considerable quan s’han d’analitzar
glicoproteines no caracteritzades. Uns altres inconvenients son els llargs temps de
reaccid que es necessiten i la desconeixenca de les condicions de reaccio segons els
tipus de substrat a tractar.

Amb aquests precedents, vam avaluar alguns dels métodes descrits. En una primera
instancia, es va avaluar I'efecte de I'accid del laser irradiant solucions aquoses
d’extracte de PG i suspensions de S. aureus amb un laser de 1.550 nm de longitud
d’ona en col-laboracié amb el grup del Prof. Pablo Loza de I'ICFO (Institut de Ciencies
Fotoniques, Castelldefels). També es va avaluar I'efecte dels ultrasons sometent
solucions aquoses d’extracte de PG i suspensions de S. aureus a diferents amplituds i
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temps d’ultrasonicacid. Pel que fa als meétodes enzimatics, les mateixes suspensions
es van tractar amb lisosima i mutanolisina.

Les solucions aquoses d’extractes de PG i suspensions de S. aureus tractades amb
tots aquests procediments van ser avaluades amb I'ELISA As291/PSau3-BSA per tal
de saber si algun d’aquests tractaments permetia millorar la detectabilitat. Per bé
gue alguns d’aquests meétodes han demostrat ser eficients per al trencament de la
paret bacteriana, els resultats que nosaltres obtinguérem no mostraven diferencies
en termes de detectabilitat de I'assaig comparant les mostres tractades i no
tractades tal com es mostra en la Figura 3.7 pel cas particular del tractament amb
laser. La Figura 3.7 A demostra que el tractament amb laser no malmet el PSau7,
I’epitop a detectar, no obstant aix0, el tractament tampoc implica modificacions de
I'estructura del PG que es puguin traduir en millores de detectabilitat de I’assaig
As291/PSau3-BSA (vegeu Figura 3.7 B), de manera que les corbes de PG i PG tractat
amb el laser sén practicament superposables.

0.8 0.8
v PSau7 = PG

0.6+ ¢ PSau7 Laser 0.6+ A PG Laser
(=} (=}
< <
o 0.44 o 0.4
Kol Kol
< <

0.2 0.24
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Figura 3.7 A. Corbes de calibratge generades amb el PSau7 i el PSau7 tractat B. Corbes de calibratge del PG i el
PG tractat amb laser.

Per conseglient, es va decidir procedir a I’'avaluacié d’'un metode quimic consistent
en I'ds de TFMSA. El peptidoglica és una macromolécula no cristal-litzable i de la
gual es desconeix el pes molecular, fet que dificulta el seguiment dels tractaments
gue s’apliquin sobre aquesta mostra i la seva caracteritzacié en general. A fi de
garantir que el tractament amb TFMSA s’estava duent a terme correctament, en
primer lloc es va assajar el tractament amb la fetuina bobina, una proteina present
al torrent sangiuni de la qual a la bibliografia es reporten deglicosilacions amb el
TFMSAM%'* Es va afegir una mescla de anisol-TFMSA (1:2) sobre la fetuina bobina
en condicions d’atmosfera de nitrogen i després del tractament de neutralitzacio i
extraccio de la proteina es van analitzar els resultats per MALDI-TOFF/TOFF-MS, i es
va observar que el pes molecular de la fetuina bobina de referéncia
(PM=44.032,014) era inferior al pes molecular de la fetuina bobina deglicosilada
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(PM=40.000,68). Aquest fet que ens permetia concloure que el tractament va ser
realitzat amb exit.

Aixi doncs, atés que cap dels tractaments utilitzats van proporcionar els resultats
esperats excepte pel cas del TFMSA, es va seguir endavant amb aquest
procediment. El tractament quimic obligava a canviar les condicions de I'assaig, la
qual cosa produia una disminucié de la detectabilitat del PSau7 (LODpgstp 1,37 *
0,09 nM vs LODpgst 0,09 £ 0,01 nM, vegeu Figura 2 i Taula 1 de la publicacid Ill), tot i
gue l'increment de detectabilitat observat tant en les mostres de PG com en les
suspensions de S. aureus, que ara es podien detectar fins a 10* CFU mL™ (vegeu
Figures 3 i 4 de la publicacio Ill), ens van encoratjar a abordar la implementacié de
I’assaig a I'analisi de mostres cliniques (vegeu apartat 3.3.3).

Addicionalment, i amb l'objectiu de comprovar si veritablement es produia un
trencament del bacteri, també es van fer alguns estudis per microscopia confocal
(vegeu a continuacio apartat b).

b Deteccio de les mostres amb un microscopi confocal

Després de provar diferents métodes de trencament voliem comprovar com es
veien les bacteries marcades fluorescentment al microscopi i alhora veure si podiem
apreciar algun tipus de trencament de la paret. Amb aquest proposit es van
preparar portaobjectes biofuncionalitzats covalentment amb I’As291 seguint el
procediment que s’explica més endavant per fabricar micromatrius (vegeu part
experimental, apartat 3.7) i es va portar a terme un assaig de tipus sandvitx (vegeu
més endavant apartat 3.2.4). La Figura 3.8 mostra com només S. aureus és
reconegut per I’As291, i alhora podem observar la paret de S. aureus marcada
fluorescentment, perd en cap cas podem apreciar irregularitats de la paret després
de ser tractades amb els laser o els ultrasons, ja sigui perquée son irregularitats no
observables o bé perque els fragments més petits no els detectem amb el format
tipus sandvitx. Els portaobjectes s’han observat en dos microscopis, un primer
microscopi d’il-luminador de camp fosc d’alta resolucié, el CytoViva® del
departament de Nanobiotechonolgia i Quimica Bioldgica (NQB, IQAC-CSIC), i un
segon microscopi confocal, 'E1000 del sevei de microscopia del Parc Centific de
Barcelona (PCB). Aquests tipus d’estudis no van proporcionar informacié addicional i
per tant les decisions es va fer en base a la resposta inmunoquimica dels extractes
tractats.
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Figura 3.8 Imatges obtingudes dels diferents bacteris en un microscopi confocal E1000 i CytoViva®. Per a S.
aureus s’han fet dupliques (disposades horitzontalment sobre el portaobjectes) de bacteris sense tractar (a),
tractats amb laser (b) i ultrasons (c).

3.3.3 ANALISI DE MOSTRES DE BAL | BAS DOPADES AMB S. aureus

Amb l'objectiu d’aplicar els protocols anteriors a mostres cliniques, i tenint en
compte la rellevancia del patogen S. aureus en pacients amb problemes respiratoris,
es va procedir a avaluar el tractament de deglicosilacié en mostres de BAL (rentats
broncoalveolars) i BAS (broncoaspirats) obtingudes com a resultat de la col-laboracié
establerta amb el Servei de Microbiologia de I'Hospital Germans Trias i Pujol de
Badalona liderat pel Dr. Vicent Ausina.

Per adaptar I'immunoassaig a mostres de BAL i de BAS es van preparar dues
barreges (pool), mesclant per a cadascuna de les barreges 10 espécimens
procedents de pacients no colonitzats amb S. aureus. Cadascun del pools es van
deglicosilar seguint el protocol establert i després se’n va estudiar el tipus de
resposta inespecifica que produien en I'ELISA As291/PSau3-BSA. Tal com mostra la
Figura 2B de la publicacio Ill, I'efecte matriu de les mostres de BAL i BAS
deglicosilades (corbes BAL i BAS delgi.) és practicament inaprecialbe si les
comparem amb la corba de tampd delgicosilat (PSau7 PBST-D). La Taula 1 de la
mateixa publicacié recull els parametres dels immunoassajos en matriu als quals
s’ha aplicat un factor de multiplicacié de 2,5 sobre els valors de ICsps i LODs a causa
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del factor de dilucié provinent del tractament de delgicosiliacié. En resum, el LOD de
PSau7 en aquestes mostres d’origen respiratori deglicosilades és de 19,08 + 7,35
nmol Kg™ de BAL i de 18,80 + 3,70 nmol Kg™* de BAS.

Considerant que els resultats havien estat satisfactoris, es va procedir a I'analisi de
mostres de BAL i BAS dopades amb S. aureus. Com es pot observar en la Figura 4 de
la publicacid Ill, la resposta immunoquimica per a les mostres de BAL i BAS va ser
molt semblant als resultats obtinguts per a les mostres de S. aureus dopades i
deglicosilades en tampd (columna PBST-D). Tanmateix, el LOD assolit per a les
mostres respiratories era lleugerament inferior (10° pel BAS i 10° pel BAL),
possiblement relacionat amb algun efecte d’interferéncies no especifiques
provinent de les respectives matrius. Tot i aixi, els resultats obtinguts tenen una
gran rellevancia per al diagnostic de les malalties infeccioses ja que la técnica
desenvolupada no requereix el preenriquiment de la mostra i per tant implica una
millora significativa quant a temps de diagnostic respecte als metodes actuals. Amb
tot, si es volgués seguir treballant en la millora del LOD assolit per a aquest tipus de
mostres respitatories es podrien explorar altres tractaments de mostra alternatius
als aqui presentats.

3.3.4 ESTABLIMENT D’UN IMMUNOASSAIG DE TIPUS MICROMATRIU PER A LA
DETECCIO DE S. aureus

Durant els experiments en queé es mesuraven les suspensions de S. aureus
provinents dels cultius cel-lulars, es van observar problemes d’adsorcid inespecifica
en les microplaques de poliestiré emprades com a suport en |'assaig de tipus ELISA.
A fi de minimitzar aquest efecte, es va decidir provar altres superficies com ara el
vidre i implementar I’assaig en format de micromatriu. Aquest format ens aportava
dos avantatges: per una banda, la possibilitat de minimitzar I'adsorcio inespecifica i,
per l'altra, la possibilitat d’explorar una opcié valida per al futur desenvolupament
d’una plataforma multiplexada per poder detectar un minim de tres
microorganismes simultaniament, ates que aquest és també un dels grans
interessos en el camp de la deteccié de patogens.

A diferéncia de I'ELISA, en el format de micromatriu la immobilitzacié de les
proteines a la superficie de vidre va ser de tipus covalent. Els grups amino
disponibles en els residus de lisina de les proteines han estat usats ampliament per
crear unions covalents sobre superficies de vidre a través de la reaccié amb acids
carboxilics, aldehids, epoxids o altres amines*®. En el nostre cas, les superficies
varen ser inicialment activades submergint els portaobjectes en una solucié de
NaOH al 10% (p/w) durant 1 h a temperatura ambient, i a continuacio derivatitzades

76



Staphylococcus aureus

amb (3-glicidiloxipropil)trimetoxisila (GPTMS, (3-glycidyloxypropyl)trimethoxysilane)
durant 1 h tal com s’esquematitza a la Figura 3.9 (per més detalls vegeu part

experimental).
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Figura 3.9 Esquema de la funcionalitzacié del vidre amb GPTMS

a Establiment d’'una micromatriu de format indirecte competitiu per a la
deteccio de PG, PSau?7iS. aureus

Un cop els portaobjectes estaven funcionalitzats amb I'epoxisila, aquests es van fer
servir per desenvolupar una micromatriu de format indirecte. De la mateixa manera
que en el format ELISA, en primer lloc, cal establir les concentracions d’Ag de
tapissat i d’As adequades mitjancant un experiment bidimensional (2D) on es varia
tant la concentracié d’antigen com la dilucié de I’anticos. L’Ag es va immobilitzar de
forma covalent a través del grup epoxid del GPTMS mitjangant un dispensador de
nanogotes (spotter), que forma una matriu de zones micrometriques (punts o spots)
funcionalitzades.

En representar la fluorescencia en unitats relatives (RFU, relative fluorescence units)
mesurades en funcié de la concentracié d’Ag s’obté el tipus de grafica representada
en la Figura 3.10. Les concentracions que es van escollir per al desenvolupament del
format competitiu van ser 50 pg mL™ de PSau3-BSA i una dilucié 1/50 d’As291. El
criteri emprat va ser seleccionar aquelles concentracions d’'immunoreactius que
estan aproximadament al 75% de saturacid de la corba i el senyal de fluorescencia
esta al voltant de 2500-3000 RFU.
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Figura 3.10 Resultats obtinguts en els experiments no competitius de tipus 2D en format de micromatriu.

Utilitzant les concentracions d’immunoreactius seleccionades, es van realitzar els
assajos competitius examinant el comportament de I'assaig amb diferents solucions
estandards PG, PSau7 i S. aureus (vegeu protocol a la part experimental), i es va
observar competéencia en els tres casos. La quantificacié mitjangant I'escaner de
fluoresceéncia ens va permetre elaborar les corresponents corbes de competencia
per a I'assaig As291/PSau3-BSA (vegeu Figura 3.11 per PG, Figura 3.12 per PSau7 i
Figura 3.13 per S. aureus com a solucié estandard).
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Figura 3.11 Resultats obtinguts pel que fa a la determinacié de PG amb I'assaig As291/PSau3-BSA en format de
micromatriu emprant solucions de PG de S. aureus com a estandard. La grandaria dels punts és
d’aproximadament 100 micrometres.

La Taula 3.4 mostra els parametres obtinguts pels assajos competitius en format de
micromatriu. Comparant aquests resultats amb I'ELISA en microplaca, la
detectabilitat empitjora tant pel PG de S. aureus com pel PSau7, ja que s’obté en
ambdds casos ICses de 'ordre del pg mL™, mentre que en format ELISA s’ha arribat al
ng mL™. Pel que fa a la deteccié de S. aureus, es va obtenir una bona corba de
calibratge amb un LOD de 1,95 10° + 0,28 CFU mL" (vegeu Taula 3.3), el qual és
significatiu perd desitjablement millorable si es vol obtenir un assaig que sigui
competitiu per implementar-lo en I'ambit clinic. Per altra banda, la variabilitat entre
els punts de la micromatriu és superior a la variabilitat entre pous de I'ELISA. La falta
d’homogeneitat tant en la densitat com en la morfologia dels punts en el cas de les
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micromatrius de proteines és un tema molt estudiat i que comporta haver
d’optimitzar amb molta cura les condicions d’immobilitzaci6 amb tampons que
incorporin agents especifics i que permetin que una distribucié homogenia de Ila
proteina. Amb I'objectiu de controlar aquesta variabilitat en I’assaig competitiu de S.
aureus es va decidir introduir una fila de punts que ens donés un senyal que hauria
de ser constant en cada una de les diferents matrius (arrays) d’un mateix
portaobjectes i si era necessari també ens permetés normalitzar els senyals
obtinguts entre matrius. Amb aquesta finalitat, en les ultimes dues files de I'assaig
competitiu de S. aureus es va immobilitzar una concentracié constant d’un anticos
policlonal que seria reconegut per I'anticos secundari anti-IgG-TRITC. En
consequencia, obteniem un senyal que ens permetia normalitzar la fluorescencia
dels punts entre matrius i minimitzar la variabilitat intrinseca de les micromatrius,
com queda reflectit en la disminucid de variabilitat dels parametres de
I'immunoassaig de S. aureus respecte PG o PSau7 (vegeu Taula 3.3).
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x
7504 "
5009 v vuew
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0 0,003 pg mL* 0,0006 ug mL* 0,0001 ug mL? 0,00 ug mL?
)

) L ) ] ] L]
10" 105 104 103 102 10" 10° 10' 102
PSau7, ug mL1

Figura 3.12 Resultats obtinguts pel que fa la determinacié de PSau7 en I'assaig As291/PSau3-BSA en format de
micromatriu emprant solucions de PSau7 sintétic com a estandard. La grandaria dels punts és
d’aproximadament 100 micrometres.
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Figura 3.13 Resultats obtinguts pel que fa a la determinaci6 de S. aureus en 'assaig As291/PSau3-BSA en format
de micromatriu emprant solucions de S. aureus procedents de medi de cultiu i diluides amb tampd com a
estandard. La grandaria dels punts és d’aproximadament 100 micrometres.
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Tots els detalls experimentals del desenvolupament dels assajos de micromatriu en
format competitiu indirecte es detallen en I'apartat 3.7. Aquests son resultats
preliminars que no han estat publicats en cap revista cientifica i en vista dels
resultats obtinguts en ELISA tot fa pensar que en el format de micromatriu es podria
optimitzar per assolir detectabilitats menors. Alguns exemples podrien ser preparar
un bioconjugat amb una densitat d’haptée més alta, millorar les condicions
d’immobilitzacié sobre la placa o I'is d’altres cromofors amb longituds d’ona més
properes a la del laser emprat, ja que la longitud del laser de I'escaner era de 543
nm i I'excitacié ideal de la TRITC és a 532 nm.

b Establiment d’'una micromatriu en format sandvitx per a la deteccié de
S. aureus

Tenint en compte que S. aureus té una mida d’1 um de diametre ens vam plantejar
també I'opcid d’explorar el format sandvitx. En aquest format es va decidir marcar
I’anticos de deteccié amb un fluorofor per evitar el fet d’afegir un anticos secundari
(anti-lgG-marcat) que ens pogués reconeixer tant |'anticos de captura com el de
deteccio, atés que ambdds anticossos sén policlonals de conill. Al mateix temps,
marcant I’anticos de deteccié permet escurgar la durada de I'assaig. A continuacio es
descriu el resultat de la recerca realitzada en aquesta direccio aixi com en I'apartat
3.7 se’n donen els detalls experimentals. Els resultats descrits a continuacié no han
estat publicats en cap revista cientifica.

El fluorofor que es va escollir per conjugar I'anticos 291 va ser la rodamina
principalment per dos motius. En primer lloc, atenent als requeriments de I’escaner
emprat per a la lectura de les micromatrius, vist que es disposava d’un laser verd de
543 nm. En segon lloc, gracies a la disponibilitat comercial d’aquest fluorofor amb
diferents funcionalitats quimiques. Per a la nostra aplicacio, era necessari que la
molecula fluorescent disposés d’algun grup mitjancant el qual es pogués conjugar
covalentment a I'anticos, fet que ens va portar a seleccionar l'isocianat de la
tetrametilrodamina (TRITC, tetramethyl rhodamine isothiocyanate) que forma el
tiocarbamat de rodamina en conjugar-se als grups amino de les lisines de I’anticos
(vegeu Figura 3.14).

Per a la conjugacié es va emprar anticos purificat per sulfat i posteriorment per
proteina A. El primer pas de purificaciéo es va fer amb (NH,4),SO, al 45% seguint

procediments ja descrits'*®

(vegeu apartat 3.7), amb aquest grau de saturacio
precipiten quasi totes les IgGs del sérum, i algunes altres proteines com les
albumines. Aquesta contaminacié d’altres proteines no és rellevant si després es

pretén seguir purificant I'anticos per altres metodes més especifics com va ser el
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cas, en que es va aplicar un segon grau d’immunopurificacid per proteina A. La
conjugacié de I'anticos a TRITC va tenir lloc en tampéd carbonat/bicarbonat durant 2
h. Per tal d’assegurar la biofuncionalitat, es van preparar dos bioconjugats, el
conjugat 1 amb una relaciéo molar Ab:TRITC de 1:1,8 i el conjugat 2 de 1:2,5.

o N $H
'—HN—C*N@
|
7 ~Ccoo”

@.«» _ . % S=C=N I ﬁm
+ coo" pH basic
" NN
"‘" m O“ »“' (H3C)2N/©\MN(CH3),
,&“ (HaC)2N N(CHg)>

Amines dels residus de
lisina accesibles

TRITC

Figura 3.14 Esquema de la reaccié de conjugacié d’un anticos a TRITC. L’anticos te 30-35 de residus de lisina
accessibles.

Per a la caracteritzacio dels conjugats Ab291-TRITC es va seguir el protocol descrit
per la casa comercial Thermo Scientific*’, que consisteix a calcular primer la
molaritat de la proteina i a continuacio el grau de conjugacié tal com es detalla a la
part experimental d’aquest capitol (vegeu apartat 3.7). Com a resultat d’aquests
calculs es va poder evidenciar que els bioconjugats preparats estaven marcats amb
TRITC amb relacions baixes, tal com era d’esperar; 1:1,2, pel cas del conjugat 1 i
1:1,5 pel cas del conjugat 2 (vegeu Taula 3.2), i es minimitzava d’aquesta manera la
possibilitat que la biofuncionalitzacié hagués tingut lloc a través dels centres actius
de I'anticos, la qual cosa n’afectaria la biofuncionalitat.

Taula 3.2 Densitat de fluorofor del conjugats Ab291-TRITC.

Conjugat 1 2
Ratio Ab:TRITC teoric 1:1,8 1:2,5
Ratio Ab:TRITC calculat 1:1,2 1:1,5

Pel que fa al format tipus sandvitx, es van preparar matrius de 6 columnes x 4 files
immobilitzant I’As291 (dilucié 1/50 en tampd d’impressid) i una fila amb PSau3-BSA
per normalitzar el senyal entre matrius en vista de la millora significativa que
aportava aquesta mesura en I'experiment competitiu de S. aureus (vegeu apartat a
anterior). Les concentracions d’'immunoreactius es van seleccionar en base a
experiments bidimensionals descrits en I'apartat a pel format competitiu.

En tractar-se d’'un format de tipus sandvitx, I'anticos de deteccié (Ab-TRITC) només
podra detectar aquells analits de mida prou gran que en ser reconeguts pel primer
anticos no hagin quedat totalment emmascarats pel centre actiu del mateix anticos.
Tenint en compte aquest aspecte, vam decidir analitzar Unicament les mostres de
suspensions bacterianes proporcionades pel grup del Prof. Villaverde. Els resultats
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de I'assaig tipus sandvitx ajustats a una equacid logistica de quatre parametres es
mostren a la Figura 3.15. Tanmateix, en tractar-se d’un assaig no competitu el LOD es
va calcular com a Xpjancs = 3 SD, 0N Xpiancs €5 la mitjana aritmetica dels blancs i SD és
la desviacié estandard associada, ja que no tenia sentit calcular-lo com a la ICy en
casos anteriors. El LOD extret de I'equacié era de 10* CFU mL™, i assolia un LOD de
I'ordre dels obtinguts amb el tractament de la paret cel-lular amb TFMSA en ELISA tal
com es detalla a I'apartat 3.3.2a. Seria d’esperar que el tractament amb TFMSA
millorés encara molt més la detectabilitat perd cal tenir en compte que aquest
format pot no ser adequat per quantificar els extractes després d’esser tractats amb
TEMSA, ja que si els fragments alliberats amb I'acid fossin massa petits no es podrien
detectar en un format sandvitx. Aquest és un tema que hauria de ser estudiat amb
més detall si es decidis continuar en aquesta direccio.
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Controls
Negatius
(10° CFU mL?)

Figura 3.15 Resultats obtinguts en I'assaig As291/S. aureus/Ab291-TRITC de tipus micromatriu en format
sandvitx emprant solucions de S. aureus com a estandard. La grandaria dels punts és d’aproximadament 100
micrometres.

*L’Gltima fila de cada matriu es va tapissar amb PC1-BSA
per tal de normalitzar el senyal entre matrius

Taula 3.3 Parametres dels immunoassajos emprant PG, PSau7 i S. aureus en tampd com a estandards en format
de micromatriu. Les corbes de PG i PSau7 estan preparades en PBT i les de S. aureus en PBST.

Analit> PG PSau7
Format» Competitiu Competitiu Competitiu Sandvitx
Senyal max 4544 + 1063 3930 + 1187 8194 + 79,49 16415 + 125
Ssenyal min 581 + 85,1 94,91 + 47,12 35,20 + 114,2 94,97 + 50,99
Pendent -20,28 + 0,06 2,071+ 1,307 -1,26 0,09 -
ICso 27,99+ 9,781° 0,238+ 0,033° 1,89 10"+ 1,08° 2
LoD 20,89 +4,872° 0,027 + 0,004 1,95 10° + 0,28° 10* + 90°
R’ 0,972 + 0,019 0,9801+ 0,003 0,931+0,154 0,973 + 0,005

Les dades mostrades son la mitjana i la desviacio estandard dels parametres de I'ajust de les corbes de calibratge

d’un dia amb diverses répliques dins la micromatiru.

CFUmL™
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3.4 PUBLICACIONS RELACIONADES

3.4.1 PUBLICACIO Il: COMPOSTOS | ELS SEUS USOS COM A HAPTENS PER A LA
DETECCIO DE Staphylococcus aureus

Compuestos y sus usos como haptenos para la deteccién de
Staphylococcus aureus.
M.-Pilar Marco, Nuria Pascual i Carme Pastells

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) 75%
Centro de Investigacion Biomédica en Red en Bioingenieria, Biomateriales
y Nanomedicina (CIBER-BBN) 25%

Numero de sol-licitud: PCT/ES2015/P201530780

Resum:

La novetat inventiva d’aquest treball ens va portar a patentar el treball de la
produccié dels immunoreactius contra el PG de S. aureus, aixi com el
desenvolupament dels anticossos contra el mateix epitop i el desenvolupament d’un
immunoassaig de tipus ELISA. Tot aquest treball ha estat posteriorment publicat a la
revista Analytica Chimica Acta tal com es detalla a I'apartat 3.4.2.
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ADVERTENCIA: POR DISPOSICION LEGAL LOS DATOS CONTENIDOS EN ESTA SOLICITUD
PODRAN SER PUBLICADOS EN EL BOLETIN OFICIAL DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL E
INSCRITOS EN EL REGISTRO DE PATENTES DE LA OEPM, SIENDO AMBAS BASES DE DATOS
DE CARACTER PUBLICO Y ACCESIBLES VIA REDES MUNDIALES DE INFORMATICA.

Para cualquier aclaracion puede contactar con la O.E.P.M.

/Madrid, Oficina Receptora/
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3.4.2 PUBLICACIO lIl: ESTRATEGIA IMMUNOQUIMICA BASADA EN ELS EPITOPS
PEPTIDICS DEL PEPTIDOGLICA PER A LA DETERMINACIO DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

An Immunochemical Strategy to Determine Staphylococcus aureus
based on Peptidoglycan Peptide Epitopes.
Carme Pastells, Gerardo Acosta, Nuria Pascual, Fernando Albericio,
Miriam Royo i M.-Pilar Marco

Analytica Chimica Acta, Volum 889, pagines 203-211, 2015

Resum:

En aquest treball s’ha desenvolupat un assaig de tipus ELISA competitiu indirecte en
microplaca per a la deteccié de S. aureus de manera rapida i especifica. En primer
lloc es van produir anticossos policlonals especifics contra el pentapeptid de cinc
glicines, un epitop exclusiu de la paret bacteriana de S. aureus, i posteriorment es va
procedir a la caracteritzacié dels antiserums i desenvolupament de I'assaig
immunoquimic. En tampd I'assaig PSau3-BSA/As291 assoleix una detectabilitat per
al PSau7 de ICso de 0,72 £ 0,05 nM (8,52 + 1,18 ng mL™) i un LOD de 0,11 + 0,01 nM
(0,13+ 0,01 ng mL™).

Per tal de millorar la detectabilitat del métode es va procedir a I'estudi de
tractaments de mostra per alliberar el peptid diana de la paret bacteriana. El
protocol final establert consisteix en el tractament amb TFMSA que permet trencar
I’enllag O-glicosidic de la paret i deixar I’enllag peptidic intacte. L’efecte matriu que
tenia el tractament de deglicosilacio va ser minimitzat i finalment es va obtenir un
assaig ELISA per poder quantificar les mostres tractades amb TFMSA amb una ICsg
de 16,05 + 1,15 nM (19,05 + 1,36 ng mL") i LOD de 3,43 + 0,23 nM (4,20 * 0,28 ng
mL™) pel PSau7.

Com a prova de concepte es va procedir a I'avaluacié de mostres de BAL i BAS.
L’efecte matriu del BAS i el BAL que podrien mostrar en I'ELISA es veu minimitzat un
cop aplicat el tractament de TFMSA. D’aquesta manera, els nivells de detectabilitat
establerts en BAL i BAS son molts semblants als obtinguts per al PBST-D. S’obté per
al BAL i per al BAS un LOD de 18,92 + 1,55 ng mL™? (128,10 + 10,75 nmols Kg'1 de
BAL)i 18,92 + 1,55 ng mL™ (101,20 + 14,93 nmols Kg'1 de BAS), respectivament.
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Per acabar, com a validacié de I'especificitat de I’assaig es va avaluar la reactivitat
creuada amb altres microorganismes, els quals van donar negatiu tant abans com
després d’esser tractats amb el TFMSA.

90



Staphylococcus aureus

Analytica Chimica Acta 889 (2015) 203211

journal homepage: www.elsevier.com/locate/aca

Contents lists available at ScienceDirect

Analytica Chimica Acta

An immunochemical strategy based on peptidoglycan synthetic
peptide epitopes to diagnose Staphylococcus aureus infections

® CrossMark

Carme Pastells *, Gerardo Acosta ™, Nuria Pascual *, Fernando Albericio ¢,
Miriam Royo > ¢, M.-Pilar Marco "

2 Nanobiotechnology for Diagnostics (Nb4D), IQAC-CSIC, Jordi Girona, 18-26, 08034 Barcelona, Spain
b Combinatorial Chemistry Unit, Barcelona Science Park, Baldiri Reixac 10, 08028 Barcelona, Spain

€ Networking Research Center on Bi i ing, B

ials and N dicine (CIBER-BBN), Spain

d Department of Organic Chemistry, University of Barcelona, 080028 Barcelona, Spain
€ School of Chemistry, University of Kwa-Zulu-Natal, 4001 Durban, South Africa

HIGHLIGHTS

GRAPHICAL ABSTRACT

e Antibodies  towards a  specific
S. aureus peptidogycan epitope have
been developed.

o The developed ELISA is able to detect
S. aureus down to 10* CFU mL™! in
2.5 h.

o Deglycosylation of the peptidoglycan
increases the limit of detection of the
assay.

o The assay is able to detect specifically
S. aureus in respiratory samples.
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The characteristic pentaglycyl cross-bridge of the Staphylococcus aureus peptidoglycan (PG) cell wall
component is an attractive epitope to raise specific antibodies against this microorganism. Based on this
approach, we report here for the first time a competitive ELISA able to detect S. aureus down to
10* CFU mL™", without pre-enrichment on cell culture. The antibodies were raised against peptide-
protein bioconjugates prepared by covalently coupling peptide haptens (PSau6 and PSau8) designed
and synthesized taking into consideration the complex tridimensional structure in the PG polymer.
Deglycosylation of the PG under acidic conditions has found to increase assay detectability. Assay per-
formance has been evaluated in clinical samples such as bronchoalveolar lavage (BAL) and bron-
choalveolar endotracheal aspirates (BAS) showing promising results for further implementation of this
immunoassay as a daily routine diagnostic tool. Cross-reactivity studies have demonstrated that the
immunoassay is specific for S. aureus.
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1. Introduction

Staphylococcus aureus is commonly found on the skin and in the
nose of about 30% of the individuals without causing any harm in
most of the cases. However, eventually S. aureus may cause
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infections leading to pneumonia (patients underlying other lung
diseases), endocarditis (infection of the heart valves), osteomyelitis
or even sepsis. At the health care settings, the risk for a more
serious infection is higher because patients often have a weakened
immune system, have undergone procedures involving surgery or
use of intravenous catheters. S. aureus is the second most frequently
isolated microorganism, after Escherichia coli, in health care asso-
ciated infections (HAI) in acute care hospitals in the EU. Moreover,
there is the risk of antibiotic resistance strains, being the
methicillin-resistant S. aureus (MRSA), one of the most important
global concerns regarding these infections [1-5].

Fast and accurate diagnostic, identifying the pathogen causing
the infection, is crucial for an appropriate treatment of the patient
and its survival, particularly when the infection passes at the blood
stream in which case, the fatally rate increases significantly. The
actual methods used in microbiological laboratories are still mainly
based on culture plates [4]. Unfortunately, these methods require
enrichment steps on specific media to reach the necessary detect-
ability. This causes an unaffordable delay until the time when the
results are provided to the doctor in order to start treatment. Many
efforts are being invested to develop more efficient techniques to
diagnose infections, including PCR approaches or serological
methods. Quantitative real-time PCR (qPCR) reaches very good
concordances with the culture (100% sensitivity and 92—99%
selectivity) significantly decreasing the analysis time [6,7]; how-
ever, requires expensive equipment, highly trained personnel and
extensive validation for clinical interpretation of the results on
routine clinical analyses. Serological assays have been used to di-
agnose endocarditis [8,9], to distinguish between deep or superfi-
cial infections [10], or to identify the organ infected, by analyzing
the IgG profile against several S. aureus antigens [11]; but, the
specificity of these assays in respect to other microorganisms is low
[12], and do not provide sufficient detectability to diagnose the
disease at early stages. However, these serological studies have
consistently pointed at the high antigenicity of wall components
such as the peptidoglycan (PG) and the teichoic acid (TA) [13—15].
At the light of these evidences, several authors have attempted to
set-up immunochemical assays by raising antibodies against UV
inactivated bacteria [16,17] or peptidoglycan fragments [18—21].

The PG (also known as murein sacculus) is a complex non
crystalline macromolecule whose three-dimensional structure is
difficult to determine, although worth NMR [22], HPLC-MS [23,24],
biochemical and electron microscopy experiments [25] have pro-
vided interesting insights about this heterogeneous biomolecule
[26,27]. In general, PG consists of repeating disaccharides units, N-
acetylglucosamine (GIcNAc) and N-acetyl-muramic acid (MurNAc)
cross-linked by peptide chains alternating D- and L-aminoacids.
Regarding glycan strands, S. aureus has a short average chain length
of about 18 disaccharides units (compared with some other species
that can have a chain length up to 250 disaccharides [28] and the
peptide units are highly cross-linked (up to 70% [22,29]). S. aureus
PG presents a pentapeptide stem [Ala-DGlu(&1)-NH;][(&1)-Lys-
DAla-DAla] cross linked by a pentaglycyl bridge (Gly)s that links the
e-NH; group of the LLys on the third position of one stem to the
carbonyl group of DAla on the fourth position of another stem
peptide (see PSau5 and PSau7 in Fig. 1). This pentaglycyl bridge is
quite unique for S. aureus, although certain strains, such as for
example the wild type MRSA present fem factor mutations that lead
to a certain proportion of co-existing triglycyl (FemB) and mono-
glycyl (FemA) [29—31] bridges. Other gram-positive bacteria
contain dipeptides, a single aminoacid residue, or even no bridge
[32].

Some authors in the past have addressed production of anti-
bodies against S. aureus particular PG peptide sequences such as the
Lys-DAla-DAla epitope [18] but this sequence is also present in
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other bacteria such as Enterococcus lactobacillus or Streptococcus
pneumonie. In contrast, the (Gly)s bridge constitutes a very specific
epitope of S. aureus. In fact, it has been reported the presence of
anti(Gly)s antibodies in the serum of patients infected with
S. aureus [33], indicating that it could be a good antigenic moiety.
Previous attempts to produce antibodies against this particular
specific moiety did not succeed on subsequently establishing
improved reliable immunochemical diagnostic methods. Our hy-
pothesis lies on the lack of an appropriate hapten design for this
purpose. Thus, Wergeland et al. [19] raised monoclonal antibodies
just using the oligopeptide (Gly)s in its free form, but because of its
low immunogenicity, the antibodies produced were IgM which are
much less robust and stable than IgG. Seidl and Schleifer [34]
coupled the pentaglycan peptide to human serum albumin (HSA)
to enhance the immune response, but the peptide sequence was
still too small. More recently, Sandhu et al. [21] reported the
preparation of antibodies against a semi-synthetic peptidoglycan
precursor containing the stem peptide and the pentaglycine chain,
but also the N-acetylmuramic acid, which is present in most of the
PGs from either gram positive and gram negative bacteria.
Although the authors show recognition of the S. aureus cell wall
preparations do not go further into the potential use of these an-
tibodies as diagnostic tools. As one step forward we report here the
development of specific antibodies for S. aureus, using synthetic
peptide haptens mimicking the PG peptide monomers containing
the characteristic (Gly)s bridge avoiding the sugar moieties present
in other bacteria. Based on the recognition of such epitope, we
report for the first time a competitive microplate-based ELISA able
to detect specifically S. aureus in clinical samples.

2. Materials and methods
2.1. Buffers

PBS is 10 mM phosphate buffer on a 140 mM NaCl solution, and
the pH is 7.5. PBST is PBS with 0.05% Tween 20. PBT is PBST without
NaCl. PBST-D is a blank aqueous phase extraction solution resulting
from the chemical deglycosylation treatment, performed as
described below, diluted 1/3.6 with PBT. Coating buffer is 50 mM
carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6. Citrate buffer is a 40 mM
solution of sodium citrate pH 5.5. The substrate solution contains
0.01% TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) and 0.004% H,O, in
citrate buffer. Borate buffer is 0.2 M boric acid/sodium borate pH
8.7.

2.2. Reagents and immunoreagents

The peptides PSau3, PSau4, PSau5, PSau6, PSau7 and PSau8 were
synthesized according to the scheme shown in Fig. S1 and as
described in the Experimental Section of the Supplemental
Material (SM) document. The peptidoglycan from S. aureus
(77140) and the anti-rabbit IgG-Peroxidase (A8275) were pur-
chased form Sigma—Aldrich (San Luis, Estados Unidos). S. aureus
CECT 5190, E. coli K12 CECT 433 and Pseudomonas aeruginosa CECT
110 were supplied by the Protein Production Platform (PPP, Applied
Microbiology group, Autonomous University of Barcelona, Spain)
previously inactivated by heat at 100 °C. The samples were sus-
pended in PBS and stored at —40 °C.

2.3. Synthesis of the bioconjugates

Peptide-protein bioconjugates of haptens with a Cys residue
were synthesized using N-succinimidyl- 3-maleimidyl propanoate
(N-SMP) or N-succinimidyl iodoacetate (N-SIA), as heterobifunc-
tional cross-linkers, to obtain the corresponding peptide-
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Fig. 1. Staphylococcus aureus peptidoglycan structure showing the peptide epitopes selected (PSau5 and PSau7, grey shadow) and their respectively immunogen haptens (PSau6 and
PSau8, orange shadow). Peptides at the bottom box are the heterologous competitor haptens used for competitive ELISA development. (For interpretation of the references to color

in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

maleimidopropyl (peptide-MPCO-)- or peptide-acetyl
(peptide—CH,CO—) protein conjugates. PSau6 and PSau8 were
coupled to HCH (horseshoe crab hemocyanin) and BSA (bovine
serum albumin) while PSau3 and PSau4 were only coupled to BSA.
The bioconjugation was performed through a two-step procedure.

2.3.1. Step 1: activation of the proteins

A solution of N-SMP (1.6 umol, 0.43 mg) or N-SIA (9.22 pmol,
2.61 mg) in dry DMF (200 pL) was added dropwise to a solution of
the protein (HCH or BSA, 10 mg each) in borate buffer (1.8 mL). The
mixture was stirred 4 h at room temperature (RT) and then purified
by size-exclusion chromatography using borate buffer as eluent.
The eluted fractions (0.5 mL) of the corresponding MPCO- or
ICH,CO-protein conjugates were collected in Eppendorf tubes, and
those testing positive in the Bradford protein test were combined
(3 mL) [35]. A part of this solution was reserved for MALDI-TOF-MS
analysis, and the rest was used for step 2.

2.3.2. Step 2. bioconjugation

Cys-PSau3 (2.17 mg, 1.6 pmol), PSau4 (2.17 mg, 1.6 umol), PSau6
(6.26 mg, 4.6 pmol) and PSau8 (5.93 mg, 4.6 pmol) haptens were
dissolved in 1:1 ACN:MilliQ H,0 (200 pL) and added dropwise to
the corresponding purified activated protein solutions (10 mg; see
step 1). Cys-PSau3 and Cys-PSau4 were conjugated to the MPCO-
protein and Cys-PSau6 and Cys-PSau8 were conjugated to the
ICH,CO-protein. The mixture was kept under slight stirring for 4 h
at RT to obtain the corresponding PSau3-and PSau4-MPCO-protein
or PSau6-and PSau8-CH,CO-protein conjugates. For the PSau6-and
PSau8- CH,CO-protein conjugates, capping of the remained
unreacted iodine was performed by adding a solution of cysteine
(80 mM, 200 puL) and stirring the mixture for 2 h more at RT. Finally,
the conjugates were purified by dialysis against 0.5 mM PBS

(4 x 5 L) and MilliQ water (1 x 5 L), lyophilized and stored
at —80 °C. Working aliquots were prepared at 1 mg mL~ ! in PBS and
kept at 4 °C.

2.4. Hapten density analysis

The hapten densities of the BSA conjugates were calculated by
MALDI-TOF/TOF-MS by comparing the molecular weight of the
native protein with the corresponding MPCO- or ICH,CO-proteins
and with the peptide-MPCO or —CH,CO-protein conjugates. MALDI
spectra were obtained by mixing the matrix, trans-3,5-dimethoxy-
4-hydroxycinnamic acid (2 pL, 10 mg mL~" in CH3CNH;0 70:30, 0.1%
formic acid, freshly prepared) with the solutions of the bio-
conjugates or the proteins (2 pL, 10 mg mL~! in CH3CN/H,0 70:30,
0.1% TFA) (see Table S1).

2.5. Polyclonal antibodies

The antisera have been developed making use of the ICTS
“NANBIOSIS”, specifically the Custom Antibody Service (Cabs) Unit
of the CIBER in Bioengineering, Biomaterials & Nanomedicne
(CIBER-BBN at the IQAC-CSIC). For this purpose, four female New
Zealand white rabbits weighting 1-2 Kg were immunized accord-
ing to the immunization protocol previously reported [36]. The
antisera obtained from the immunization with PSau6-CH,CO—HCH
were labeled as As288 and As289 and those with PSau8-
CHCO—HCH as As290 and As291. Evolution of the antibody titer
was assessed by measuring the binding of serial dilutions of the
antisera to microtiter plates coated with homologous conjugates
(PSau6-CH,CO-BSA and PSau8-CH,CO-BSA). After an acceptable
antibody titer was observed, the rabbits were exsanguinated and
the blood was collected in vacutainer tubes provided with a serum
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separation gel. Antiserum was obtained by centrifugation 15 min at
4000 rpm and stored at —80 °C in the presence of 0.02% NaNs.
Working aliquots were stored at 4 °C.

2.6. Immunochemical assays

The appropriate concentrations of the antisera (As288—As291)
and the bioconjugates (PSau3-MPCO-BSA, PSau4-MPCO-BSA,
PSau6-CH,CO-BSA or PSau8-CH,CO-BSA) used to establish the
competitive ELISAs were selected after a 2D checkerboard titration
assay performed as described [36]. With the best As/bioconjugate
combination, the following quantitative immunochemical pro-
cedures were established.

2.6.1. ELISA

Microtiter plates were coated with PSau3-MPCO-BSA
(0.125 ug mL~ in coating buffer, 100 pL well ') 4 h at 25 °C. Then,
the plates were washed with PBST (4 x 300 puL) and solutions of the
peptide (PSau5 or PSau7, from 1500 nM to 0 nM in PBT) or PG (from
200 pg mL~! to 0 pug mL~" in PBT) standards or the samples (bac-
terial suspensions in PBS), previously preincubated with the anti-
serum (As291, 1/6000 diluted in PBT) in equal volumes for 30 min at
RT, were added (100 pL well ). After 30 min at RT, the plates were
washed as before and the anti-IgG-HRP solution (1/6000 in PBST,
100 pL well~!) was added and incubated for 30 min more. After
another cycle of washes, the substrate solution was added
(100 uL well™"), and the enzymatic reaction was stopped after
30 min at RT with 4 N HpS04 (50 pl well~!). The absorbances were
measured at 450 nm.

2.6.2. D-ELISA

Deglycosylated samples (see below) were measured on micro-
plates coated with PSau3-MPCO-BSA (1.5 ug mL~ in coating buffer,
100 pL well ). Prior the addition to the microplates, the samples or
the PSau7 standard solutions (from 3350 nM to 0 nM in PBST-D,
90 pL well ), were preincubated with the antibody (As291,1/500
diluted in PBT, 10 puL well ') for 30 min at RT.

2.7. Samples

BAL or BAS samples testing negative for S. aureus were collected
from non infected patients and used as negative controls. Pooled
samples were prepared by mixing equal volumes of samples from
ten different patients. A solution of DTT (200 pL, 0.1% w/v in water)
was added to the BAL or BAS samples (50 mg) and stirred for 30 min
at RT. Afterwards, PBS (200 pL) was added and the solution passed
through a 48 um nylon gauze filter and centrifuged (10 min,
4000 G). The supernatant collected was aliquoted and stored
at —40 °C.

2.8. Sample deglycosylation

PG from commercial preparations or from bacterial suspensions
was deglycosylated with trifluoromethane sulfonic acid (TFMSA).
PG (1 mg), PSau7 (1 mg) or bacterial samples (S. aureus, E. Coli and P.
aeruginosa; 1 mL of 10° CFU mL™! lyophilized bacteria) were sus-
pended in a 2:1 solution of TFMSA:anisole (0.5 mL) and stirred for
1 h at RT. Diethyl ether (1.5 mL) was subsequently added to the
suspension and further, the mixture was added dropwise to a 1:1
solution of pyridine:Milli-Q water (2.5 mL). The aqueous phase was
washed with diethyl ether (2.5 mL x 3) and dried using nitrogen
flow during 10 min.
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3. Results and discussion

A sensitive and robust competitive immunochemical assay for
S. aureus detection, based on the use of antibodies against partic-
ular peptide epitopes of its PG, has been developed. Previous
studies addressed to elucidate the chemical structure of the
S. aureus PG [22,37] showed that the stem peptide can be double
cross-linked with two pentaglycyl cross-bridges as it is shown in
Fig. 1. During its biosynthesis a short peptide of five amino acid
residues (stem peptide, [Ala-DGlu(&1)-NH;][(&1)-Lys-DAla-DAla])
is attached to the MurNAc residue and further cross-linked to the
next one by another peptide consisting of five glycine residues, a
peptide bridge very specific of S. aureus PG. When the cross-links
are formed, the terminal DAla residue is cleaved off by a trans-
peptidase so that the final structure has only a single DAla [38].
However, the peptidoglycan seems not to be uniform, mixing stem
peptides conserving the DAla—DAla terminus with some others
that have only one DAla terminus.

3.1. Hapten design and synthesis

According to this knowledge, two representative peptide epi-
topes were selected (see PSau5 and PSau7 structures in Fig. 1).
PSau5 correspond to those PG peptide moieties in which the stem
peptides are not double cross-linked and therefore, the DAla—DAla
sequence remains, and PSau7 represent the peptide PG moieties
constituted by stem peptides completely cross-linked and therefore
with only a DAla residue.

Immunizing haptens PSau6 and PSau8 were designed to mimic
and maximize recognition of these epitopes (see structures in
Fig. 1) keeping almost the same chemical structure of the target
epitopes (PSau5 and PSau7, respectively), except for the additional
Cys residues introduced during the peptide synthesis for further
preparation of the bioconjugates. In contrast, for the competitor
haptens (PSau3 and PSau4), chemical heterology (the chemical
structures of the competitor and the immunogen haptens are
different) was introduced since it has been reported that it may
increase assay detectability [39] (see chemical structures in Fig. 1).
Hence, PSau3 contains a DGIn residue instead of the DyGlu-NH, of
the PG structure and the PSau6. The DGIn forms a normal amide
bond with the neighbor amino acid through the «-COOH group,
unlike DyGlu-NH; of the S. aureus PG (also in PSau6 and PSau5)
which is linked through the y-COOH group. PSau4 also possess this
modification, but additionally the Cys residue is placed on the
opposite side, on the second stem peptide, living the DAla—DAla
terminus more accessible for antibody recognition.

The six peptides were synthesized as described in the SM
document (see Fig. S1) with the carboxy and the amino terminal
residues amidated (—CONH; and CH3CONH-, respectively) to
mimic the link to the sugars or the amide bond that links each
peptide to the next pentaglycyl bridge. Only in the case where there
were two DAla aminoacids (PSau3, PSau4, PSau5 and PSau6), the
carboxy terminal of the last Ala residue was left free, since this is
how probably remains in the PG structure.

3.2. Immunoreagents: synthesis of PSau peptide bioconjugates and
antibody production

Haptens were conjugated through a SN2 reaction between the
SH of the Cys residues and the corresponding electrophilic groups
of the iodoacetylated and maleimido activated proteins (ICH,CO—
and MPCO-protein). Immunizing haptens, PSau6 and PSau8 were
coupled to HCH and BSA, and PSau3 and PSau4 were coupled to
BSA, rendering bioconjugates with appropriate hapten densities
according to MALDI-TOF/TOF-MS (see Table S1). In this manner, we
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obtained a collection of four peptide-protein bioconjugate com-
petitors with different degrees of heterology (PSau4-MPCO-
BSA > PSau3-MPCO-BSA > PSau6-CH,CO-BSA z PSau8-CH,CO-
BSA) in respect to the target epitopes. The resulting pepti-
de—CH,CO—HCH bioconjugates were used to raise antibodies by
immunizing New Zealand White rabbits. Antisera against PSau6-
CH,CO—HCH were labeled As288 and As289, and those against
PSau8-CH,CO—HCH as As290 and As291.

3.3. S. aureus ELISA development and evaluation

On a first instance, the avidity of the antisera raised against
PSau6-and PSau8-CH,CO—HCH for the different bioconjugates was
tested in titration experiments. As expected, all the antisera
showed greater avidity for the homologous conjugates, but when
assessing recognition of the S. aureus PG under competitive con-
ditions, all bioconjugate competitors rendered assays with com-
parable features (sixteen assays with similar detectabilities, see
Table S2). Thus, competitor hapten heterology did not play a sig-
nificant role in this assay. Moreover, both, PSau6 and PSau8
immunizing haptens also provided immunoassays with similar
parameters, indicating that both peptide epitopes are equally
accessible for antibody recognition in the PG.

The As291/PSau3-MPCO-BSA antisera/bioconjugate combina-
tion was selected for further studies. Aiming to evaluate the effect
of physico-chemical parameters on the assay and improving the
detectability for the S. aureus cell wall, the pH (5.5-9.5) and ionic
strength (1.5—52.2 mS cm™!) of the assay buffer as other parame-
ters such as the length of the competitive step (10—60 min) or the
introduction of a preincubation phase (0—60 min) of the target
with the antisera, were evaluated. It was found that the assay is
stable between pH values of 5.5 and 8.5 and that low ionic strength
improved the assay detectability (see Fig. S2, graphs A and B).
Moreover, the introduction of a preincubation phase and incre-
menting the length of the competitive step improved assay per-
formance (Fig. S2, graphs C and D). Hence, a 15 min preincubation
followed by 30 min competitive step was established, using an
assay buffer with an ionic strength of 1.5 mS cm™'. Under these
conditions, the ELISA was able to reach a LOD (limit of detection) of
120 + 90 ng mL~! (z 3 ng well"!; N = 2 days) and an ICsq of
1002 + 920 ng mL~" (N = 2 days) for PG (see Fig. 2A, Table 1) with a
total assay time of 2.5 h, using only 25 pL of sample. These features
improved previously reported assays developed using antibodies
against different PG epitopes, demonstrating the superiority of the
hapten design followed in this approach. Thus, the latex aggluti-
nation assay reported by Seidl and Schleifer [34] showed a LOD of
10 ng but using 1 mL of sample (11 mL total assay volume) and after
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14 h of incubation (2 h at 56 °C), and the sandwich ELISA developed
by Wergeland et al. [19] reached a LOD of 200 ng mL™" after a total
assay time of about 21 h. More recently, Sandhu et al. [21] have
reported a 4 h ELISA based on the detection of PG previously
adsorbed on the well plates reaching a LOD value which is two
orders of magnitude higher than the assay described here.

At this point, we decided to use the PSau5 or PSau7 peptides as
reference standard for quantification of the immunoreactivity of
the samples, instead of using the PG. This was due to the lack of
standardization of the commercial PG preparations, which are
different depending on the procedure used for their extraction from
the cell wall. In contrast, the PSau7 (or PSau5) peptides are well-
defined and characterized pure chemical substances, which
would provide more reproducible results conferring better reli-
ability to the assay.

As it can be observed in Fig. 2B (blue and black curves, solid
symbols) and Table 1, both PSau5 and PSau? peptide epitopes were
recognized in a similar extent (LOD 011 + 0.01 and
0.10 + 0.01 ng mL™", respectively, N = 3 days), even though the
As291 was raised against the PSau8 hapten, possessing just one Ala
residue. This is not strange considering that the competitor hapten
of this ELISA, PSau3, has a high degree of heterology in respect to
the immunizing hapten, which favors effective competition of
substances with similar chemical features. Homologous assays
(chemical structures of the immunizing and competitor hapten are
the same) usually render much more specific assays [40].

Since recognition of both epitopes was similar on subsequent
studies PSau7 was used to calibrate the assay, expressing the results
as PSau7 immunoreactivity equivalents (PSau7 IR equiv.). Moreover,
in this way, the different PG batches could be characterized in terms
of their immunochemical response in the assay as PSau7 IR equivs.

Examining the capability of the As291/PSau3-MPCO-BSA assay
to detect S. aureus, by measuring serial dilutions of bacterial sus-
pensions prepared in PBS, we realize that only preparations with
cell densities over 107 CFU mL~! could be effectively detected.
Although this LOD is close to other reported assays addressed to
immunochemically determine S. aureus [17,41], we considered this
detectability insufficient for diagnostic purposes [17,42] since we
aimed at developing an immunochemical diagnostic tool able to
detect S. aureus infections without the need of pre-enrichment
steps. Our hypothesis for this lack of detectability was based on
the hindrance of the PG polymer inside the cell wall to allow
effective antibody interactions with the selected epitopes.

3.4. Deglycosylation of the PG

Breaking the cell wall or deglycosylating the PG, to make the
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Fig. 2. Normalized calibration curves of the As291/PSau3-BSA ELISA. Graph A: Calibration curve obtained with the commercial PG preparation in PBT. Graph B: Calibration curves
obtained using the peptide epitopes PSau5 and PSau7 as reference standard in PBT. The graph also shows the calibration curve of PSau7 in PBST-D (assay buffer used to analyze
deglycosylated samples) and in BAL and BAS samples. The data shown in the graphs correspond to the average of assays run on two or three different days, using three-well

replicates each day. The parameters are specified in the Table 1.
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Table 1

Parameters of the microplate-based ELISA developed, using distinct analytes (PSau5, PSau7 and PG) and different conditions (PBT and PBST-D).
Analyte> PSau5 PSau7 PG*
Assay conditions> PBT” PBT* PBST-D° BAL Deglyc.“! BAS Deglyc.“ PBT”
Amax 0.926 + 0.010 0.911 + 0.044 1.609 + 0.039 1.696 = 0.043 1.612 + 0.061 0.752 + 0.020
Amin 0.059 + 0.006 0.061 + 0.003 0.089 + 0.044 0.166 + 0.042 0.152 + 0.056 0.078 + 0.019
Slope —1.14 £ 0.06 -1.07 + 0.07 —1.26 + 0.09 -1.17 £ 0.14 -1.27 £ 0.22 -1.15+0.13
ICs0, ng mL™! 0.86 + 0.03 0.82 + 0.06 7.62 + 0.54 18.92 + 1.55 14.98 +2.20 1002 + 920
nM or nmols Kg~' 0.69 + 0.02¢ 0.65 + 0.05° 6.42 + 0.46° 128.10 + 10.75" 101.20 + 14.93" -
LOD, ng mL~! 0.11 £ 0.01 0.10 + 0.01 1.68 + 0.11 1.13 £ 043 1.11 £ 0.22 120 + 90
nM or nmols Kg ~' 0.10 + 0.01° 0.09 + 0.01° 1.37 + 0.09° 19.08 + 7.35" 18.8 +3.7° -
R? 0.998 + 0.001 0.999 + 0.001 0.931 + 0.154 0.958 + 0.126 0.878 + 0.219 0.995 + 0.004

2 PG molecular weight is unknown. Assays were run using three-well replicates under the conditions shown in the table. PBT indicates that the immunoassay protocol used
was for non-deglycosylated samples, while PBST-D indicates that, the assay were run using the conditions for the deglycosylated samples.

b
c
d
e

f

Values are expressed in nM.
Values are expressed in nmols of PSau7 Kg~' BAL.
€ Values are expressed in nmols of PSau7 Kg~' BAS.

peptide epitopes more accessible to the antibody, were contem-
plated as potential strategies to increase assay detectability. Bac-
terial cell wall cleavage methods have been broadly studied to
elucidate PG structure or even to develop new antimicrobial agents.
Include either chemical [43,44] or enzymatic methods [45—47], a
combination of both or even physical methods [48—51].

Enzymatic methods are extremely restrictive due to the speci-
ficity of the active binding site; therefore, mutations in the bacterial
cell wall inactivate their activity. In particularly, S. aureus presents
resistivity to lysozyme [52,53] due to the O-acetylation of the hy-
droxyl at C6 of the MurNAc. The endopeptidase lysostaphin,
although it has been reported to be one of the most efficient en-
zymes to hydrolyze the Staphylococcus cell wall, was not an option
in this case, since its selectivity is addressed towards the specific
pentaglycine peptide bridge, and we needed to preserve this spe-
cific moiety for antibody recognition (see Fig. S4). N-acetylmur-
amoyl-L-alanine amidases could had been a reasonable alternative
with its bacteriolytic activity cleaving the linkage between the
polysaccharide and the peptide subunits [37,54,55] but we were not
able to acquire them from commercial sources. Under this scenario,
we opted for the chemical hydrolysis using tri-
fluoromethanesulfonic acid (TFMSA) [43,44,56]. TEMSA is non-
dependent of the mutations, leaves the peptide chains unaffected
and removes the O-or N-linked glycans.

Therefore, removal of the polysaccharide units was achieved by
chemical hydrolysis treating the samples TFMSA. Recovery studies
indicated that the peptide epitopes were not affected by the
treatment, since the PSau7 IR equiv. measured before and after the
treatment were very similar and the recoveries were greater than
85% in all cases (see Table S2). Moreover, deglycosylation increased
the availability of the peptide epitopes for antibody recognition
allowing to increase the assay detectability for PG and therefore of
S. aureus (see below).

3.5. ELISA for deglycosylated samples (D-ELISA)

Considering that the TFMSA treatment could alter not only the
PG, but also the physico-chemical features of the resulting sample,
we assessed the potential nonspecific interferences caused by this
treatment in the As291/PSau3-MPCO-BSA ELISA. For this purpose,
we run the deglycosylation procedure, as it is described in the
experimental section, but in the absence of sample, and used the
final solution to prepare standard curves. As it can be observed in
Fig. S3, graph A, the signal was almost completely inhibited in this
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The data shown is the average and standard deviation of the fitting parameters of calibration curves run in 2 different days.
The data shown is the average and standard deviation of the fitting parameters of calibration curves run in 3 different days.
A multiplying factor of 2.5 resulting from the deglycosylation treatment has been applied in the ICso and LOD values.

media. The extract had to be diluted at least 80 times in order to
remove the nonspecific interferences caused by this treatment (see
Fig. S3, graph B), which it would decrease substantially the
detectability of the assay. Therefore, we opted for re-adjusting the
conditions running 2D checkerboard experiments using the TFMSA
extract diluted 1/4 in PBT (pH of 5.5 and a conductivity of
28 mS cm~!). Fig. 2B (open triangles, blue) shows the calibration
curve recorded under these conditions and Table 1 (column enti-
tled PBST-D) shows the parameters extracted from the adjustment
of the calibration curve to a four-parameter equation.

As it can be observed, under these new conditions, the LOD
achieved for PSau7, used as reference, was slightly worse,
1.37 + 0.09 nM (N = 3 days), however, our hope was to find out that
this treatment will increase the availability for recognition of the
target peptide epitopes. To probe this hypothesis, samples of
commercial PG preparations and from various bacterial suspen-
sions (S. aureus, P. aeruginosa and E. Coli, from 10% to 10 CFU mL ")
were deglycosylated following the procedure described before and
the PSau7 IR equiv. measured before and after the treatment. As it is
shown in Fig. 3A, the treatment increased significantly the immu-
nochemical signal produced by the commercial PG preparation.
Similarly, a significant increase was observed for the S. aureus
culture samples (see Fig. 4, light blue vs dark blue bars), which
indicates that the deglycosylation procedure efficiently increments
the release of peptide epitopes that react with the antibodies.
Hence, after deglycosilation it was possible to detect S. aureus cell
suspensions down to 10* CFU mL™! (t-Test r < 0.05 (r = 0.04) in
respect to cell suspensions at 0 CFU mL~!) without pre-enrichment
of the cell culture (see Fig. 4, dark blue bars vs light blue bars).
Moreover, the assay was very reproducible with coefficient of var-
iations (%CV) of 7.1% and 6.7% at the at the ICso and LOD values,
respectively (N = 3 days).

Finally, the specificity of the D-ELISA was evaluated by degly-
cosylating samples of E. coli and P. aeruginosa and analyze them by
ELISA. The preparation of these cell suspensions produced zero or
very low response in the assay at concentrations up to 10% and
107 CFU mL~! (Fig. 3B) demonstrating the specificity of the
immunochemical protocol here presented.

3.6. Analysis of clinical samples by D-ELISA
The incidence and significance of S. aureus in respiratory airways

prompted us to evaluate the functionality of the D-ELISA in BAL and
BAS samples. For this purpose, pooled BAL and BAS from control
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Fig. 4. PSau7 IR equiv recorded from samples of S. aureus 5190 spiked at different cell
densities in PBS, BAL and BAS. *Indicates the LOD of the deglycosylated samples spiked
in PBS. Results are the average of data obtained on assays run in two different days,
using three-well replicates for each sample on every assay.

samples, obtained from non infected patients, were spiked with
PSau7 treated with DTT, deglycosylated as described above, and
measured by the D-ELISA. As it is shown in Fig. 2B, the D-ELISAs run
in these clinical samples showed a similar response to that of PBST-
D, indicating that it is possible to use the assay to directly measure
the PSau7 epitope. This peptide specific moiety of S. aureus PG
could be detected in BAL and BAS samples with a LOD of
19.08 + 7.35 (N = 3 days) and 18.8 + 3.70 nmol kg~ ! (N = 3 days),
respectively.

With these promising results, we proceed with the preparation
of BAL and BAS samples spiked with S. aureus at different concen-
trations and treated as described before the ELISA measurement. As
it can be observed in Fig. 4, the immunochemical response of the

BAL and BAS samples was very similar to that of the PBST-D
S. aureus spiked samples, although the LOD accomplished was
lower (10° BAS and 10° for BAL), but still useful for diagnostics,
considering that the reported ELISA does not need previous pre-
enrichment cell culture steps to reach this detectability. Thus, in
cystic fibrosis (CF), bronchitis and pneumonia patients bacterial
loads around to 10° CFU mL ™" have often been reported. Corne et al.
[57] reported >10* CFU mL~" of S. aureus from cultures of BAL and
>107 CFU mL~' from cultures of BAS from patients suffering
pneumonia. In CF patients, S. aureus is one of the earliest pathogens
to colonize the respiratory airways and bacterial loads up to
108 CFU mL~! in sputum have been reported [58]. Even after van-
comycin treatment bacterial loads greater than 10°> CFU mL~! have
found to still persist for all strains of heterogeneous vancomycin-
intermediate Staphylococcus aureus (hVISA) infections [59].

4. Conclusions

This paper reports for the first time the establishment of a
competitive ELISA, using antibodies elicited against S. aureus PG,
able to detect this microorganism down to 104 CFU mL~!, without
pre-enrichement on cell culture. Previous papers that addressed
development of antibodies against the S. aureus PG do not show
sufficient results to demonstrate the possibility to directly detect
bacteria in clinical samples, and often only show data related to the
detectability of the PG or cell-wall preparations. In that respect, the
strategy used in this paper to raise antibodies against specific
synthetic epitopes of the PG has allowed setting up an immuno-
chemical assay with a better detectability and higher sample
throughput capabilities, reducing significantly the assay time and
the sample volume needed. But the most important contribution of
this work is that we demonstrate that with the ELISA here reported
not only PG is detected, but S. aureus can be directly detected
(without pre-enrichment cell culture) in clinical samples at cell
densities, which could be useful for the diagnostic in just about
2.5 h (1 h for sample treatment and 1.5 h for the assay). Moreover,
the assay is easy to perform, has high-throughput capabilities,
allowing running simultaneously many samples, and needs very
small sample volumes. Further investigation of improved degly-
cosylation procedures, or the combination of this chemical method
with a selective enzymatic method (i.e. N-acetylmuramoyl-i-
alanine amidases) could improve the assay detectability, making
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possible to detect S. aureus infections at earlier steps. The assay is
robust and it shows a good day-to-day reproducibility. Moreover,
the immunochemical tool here presented can be very useful to
characterize different PG extraction procedures, distinct PG batches
or various S. aureus strains in terms of their PSau7 or PSau5 IR
equiv., as specific important epitopes of the cell wall of this bac-
terium. This assay has also been applied to BAL and BAS samples
and could easily be implemented in a handheld diagnostic device
and established as a daily routine infectious disease test.
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EXPERIMENTAL SECTION

General Methods and Instruments. The MALDI-TOF/TOF-MS (matrix assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometer) used to characterize the
protein conjugates was an AutoFLEX (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) equipped
with smartbeam laser operated at 200-Hz. The pH and the conductivity of all buffers
and solutions were measured with a pH meter pH 540 GLP and a conductimeter LF
340, respectively (WTW, Weilheim, Germany). Protein purification was performed by
dialysis using regenerated cellulose tubular membrane with a 12,000-14,000 molecular
weight cut-off (Cellu-Sep T-Series Membranes; Membrane Filtration Products Inc.,
Seguin, USA) or using size-exclusion chromatography (HiTrap Sephadex G-25 Superfine
columns; Amersham Biosciences). Polystyrene microtiter plates were purchased from
Nunc (Maxisorp, Roskilde, Denmark). Washing steps were carried out using a ELx405
HT microplate washer (BioTek, Vinooski, Vermont, USA). Absorbances were read using
a SpectamaxPlus (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) at a single wavelength mode of
450 nm. The competitive curves were analyzed with a four-parameter logistic equation
using the software SoftmaxPro v2.6 (Molecular Devices), and GraphPad Prism
(GraphPad Sofware Inc., San Diego, CA). The standard curve was fitted to a four-
parameter logistic equation according to the formula Y = [(A-B)/1 - (x/C)*D] + B, where
A is the maximal signal, B is the minimum signal, C is the concentration producing 50%

of the maximal signal, and D is the slope at the inflection point of the curve.

Peptide synthesis

PSau3, PSau4, PSau5, PSau6, PSau7 and PSau8 were synthesized manually on

polypropylene syringes fitted with a polyethylene porous disk using the adequate
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polymeric support for each peptide. PSau3, PSau4, PSau5 and PSau6 were synthesized
using 2-chloro trityl (2-CTC) resin (600 mg; 1 mmol g) and H-Rink Amide ChemMatrix
resin (600 mg, 0.53 mmol g) was employed for the synthesis of PSau7 and PSau8
peptides. Solvents and soluble reagents were removed by suction. The PSau peptides
were synthesized using a Fmoc/tBu/Alloc strategy, using in all cases Fmoc-LLys(Alloc)-
OH for the LLys on the third position at the first stem peptide and Fmoc-LLys(Boc) for
the LLys located on the second stem peptide. Fmoc-DGIu-NH, was used for the
synthesis of PSau5, PSau6, PSau7 and PSau8 and Fmoc-DGIn(Trt)-OH for PSau3 and
PSau4. PSau3, PSau6 and PSau8 contain a Cys at the N-terminal position of first stem
peptide. PSau4 contains a Cys at the N-terminal position of the second stem peptide.

Fmoc-LCys(Trt) was employed to incorporate the LCys into these four peptides.

For PSau3, PSau4, PSau5 and PSau6, previous to the introduction of the first amino
acid 2-CTC resin was washed with DMF (3 x 5 mL x 1 min) and CH,Cl; (3 x 5 mL x 1 min).
Fmoc-DAla-OH (1 equiv.) and DIEA (10 equiv.) in CH,Cl, were added to the resin, and
the mixture was shaken for 55 min at 25°C. The resin was capped by adding MeOH for
10 min at 25°C, and then washed with DMF (5 x 3 mL x 1 min) and CH2Cl; (5x3 mLx 1
min). For PSau7 and PSau8 the introduction of the first amino acid (DAla) was achieved

using standard coupling conditions.

In all PSau peptides, first stem peptide sequence was synthesized and acetylated at the
N-terminal position. Then, Alloc group was eliminated and the amino acids necessary
to build the pentaglycyl bridge and the second peptide stem were introduced. Finally
Fmoc group was removed from the N-terminal position of the second peptide stem

and the amine acetylated. Coupling reactions were performed using the corresponding
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Fmoc-amino acids (3 equiv.) and DIC (3 equiv.) and HOAt (3 equiv.) as coupling
reagents system in DMF for 1 hour. The Fmoc group was eliminated by treatment with
piperidine-DMF (1:4 v/v; 2 x 5 min). The Kaiser colorimetric assay was used to evaluate
the completion of the amino acid incorporation. When was necessary recoupling were
done using HBTU (3 equiv.), HOAt (3 equiv.) and DIEA (4 equiv.) in DMF as coupling

reagent system for 40 min.

Acetylations were carried out with acetic anhydride (10 equiv.), DIEA (10 equiv.) in
DCM for 15 min. The Alloc group was removed with treatments with
tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (0.1 equiv.), phenylsilane (10 equiv.) in DCM
(3 x 15 min). Peptides were cleaved from the peptide-resin by treatment with TFA-
H2O-TIS (95:2.5:2.5) during 1 hour. Then TFA was then removed by evaporation and
peptides were precipitated by addition of cold anhydrous diethylether, centrifuged
and the supernatant was discarded. The solid was dissolved in H,0-MeCN (1:1) and

freeze-dried. Peptides were characterized by HPLC and HPLC-MS.

PSau crude peptides were purified by RP-HPLC semi-preparative chromatography using
a linear gradient from 0%B to 50%B in 10 minutes at a flow rate of 16 mL/min and the
UV detection was at 220 nm. Elution system: A:H,O:TFA (99:1, v/v) and B: CH3CN

(99:1), v/v).

PSau3: 62 mg, 98.3% purity (determined by HPLC at 220 nm). Theoretical mass for

Cs4Hg7N19018S: 1358.48; found by LC-MS(ES): 1359.0 [M+H]+

PSau4d: 62 mg, 99.9% purity (determined by HPLC at 220 nm). Theoretical mass for

Cs4Hg7N19018S: 1358.48; found by LC-MS(ES): 1359.0 [M+H]*

103



Capitol 3

104

PSau5: 35 mg, 96.2% purity (determined by HPLC at 220 nm). Theoretical mass for

Cs4Hs7N1901sS: 1358.48; found by LC-MS(ES): 1359.0 [M+H]*

PSau6: 5 mg, 99.9% purity (determined by HPLC at 220 nm). Theoretical mass for

Cs4Hs7N19018S: 1358.48; found by LC-MS(ES): 1360.18 [M+H]* and 644.77 [M+2H]?*

PSau7: 38 mg; 99.9% purity (determined by HPLC at 220 nm). Theoretical mass for

CagHg2N18017: 1183.28 ; found by LC-MS(ES) : 1184.65 [M+H]* and 593.04 [M+2H]2*

PSau8: 47 mg, 99.9% purity (determined by HPLC at 220 nm). Theoretical mass for

Cs1Hs7N19018S: 1286.42; found by LC-MS(ES) : 1287.69 [M+H]* and 644.5 [M+2H]?*
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IMMUNOCHEMISTRY

Matrix effect studies. The solution resulting from the deglycosylation of a blank
aqueous extract, and the BAS and BAL samples deglycosylated were used to prepare
standard curves. The curves were run in the ELISA to compare the parallelism with

the standard curve prepared in PBST-D.

Experiments to assess ELISA performance. Deglycosylated and non-deglycosylated
buffer, BAL and BAS samples were spiked with different concentrations of PSau7,
PG, S. aureus, E. Coli or P. aeruginosa and measured in the ELISA using PSau7 as
reference standard and the corresponding immunochemical procedure depending
on whether the sample has been or not deglycosylated. Results were expressed as

PSau7 immunoreactivity equivalents (IR equiv).
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FIG S2. Graphs showing the effects of different physical-chemical parameters on the

As291/PSau3-BSA immunoassay. The experiments have been performed using with

PG as standard in PBST. Graph A: Effect of the pH of the assay buffer; Graph B:

Effect of the ionic strength; Graph C: Effect of the time of a preincubation step

between the antibody and the analyte; Graph D: Effect of the length of the

competitive step. As it can be observed, the assay works better in high ionic

strength conditions. On the other hand, 15 min of preincubation time and higher

competition times improves significantly the assay detectability. Data was obtained

from calibration curves performed under the different conditions shown.

Calibration curves were run using three well replicates for each concentration.
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FIG S3. Evaluation of the deglycosylation extract matrix effect on the As291/PSau3-

MPCO-BSA ELISA.

Considering that the TFMSA treatment could alter not only the PG, but also the
physic-chemical features of the solution, on a first step, we assessed the potential
nonspecific interferences caused by this sample treatment in the As291/PSau3-MP-
BSA ELISA. For this purpose, we run the whole procedure, as it is described in the
experimental section, but in the absence of matrix, and used the final solution to
prepare standard curves. As it can be observed, the signal almost completely
inhibited in this media. The extract had to be diluted at least 80 times in order to

have a usable assay, which it would decrease substantially the detectability.
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FIG S4. Schematic representation of the peptidoglycan structure. The basic building
block comprises the two aminosugars N-acetylglucosamine (GIcNAc) and N-
acetylmuramic acid (MurNAc), which are connected by a B-1,4-glycosidic bond and
an a peptide moiety that is attached to the lactyl group of the MurNAc unit. The
figure also shows the cleavage site of the different types of enzymes and TFMSA.
This figure has been modified from Thanbichler et al.}, with the permission of the

authors.

Enzymatic methods are extremely restrictive due to the specificity of the active
binding site; therefore mutations in the bacterial cell wall inactivate their activity. In
particularly, S. aureus presents resistivity to lysozyme 23 due to the O-acetylation of
the hydroxyl at C6 of the MurNAc. The endopeptidase lysostaphin, although it has
been reported to be one of the most efficient enzymes to hydrolyze the
Staphylococcus cell wall, was not an option in this case, since its selectivity is

addressed towards the specific pentaglycine peptide bridge, and we needed to
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preserve this moiety for antibody recognition. N-acetylmuramoyl-L-alanine
amidases could had been a reasonable alternative with its bacteriolytic activity
cleaving the linkage between the polysaccharide and the peptide subunits € but we
were not able to acquire them from commercial sources. Under this scenario, we
opted for the chemical hydrolysis using trifluoromethanesulfonic acid (TFMSA)”.
TFMSA is non-dependent of the mutations, leaves the peptidic chains unaffected

and results in destruction of the glycan moiety.
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TABLE S1. Hapten densities of the peptide-protein bioconjugates.

immunoreagent d-haptena % COnjUgatiOnb

PSau3-MP-BSA 2 5-6

PSau4-MP-BSA 2 5-6
PSau6-CH,CO-BSA 6 20-17
PSau8-CH,CO-BSA 9 26-30

Analyses were performed by MALDI-TOF/TOF-MS. “ Moles per

hapten per mole of protein.b' The conjugation is calculated on
the basis of the assumption that the BSA has 30-35 free lysine
groups
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TABLE S2. Results from the recovery studies of the chemical

deglycosylation procedure.

Measured, nM (% recovery)

Spiked, nM PBST PBST-D
22 19.5 + 0.88 (88) 21.1+ 0.99 (96)
23 25.1% 1.05 (109) 26.5+ 0.98 (115)

Samples were spiked with PSau7 and measured by ELISA before,
and after the deglycosylation treatment. The results shown are
the average of three samples spiked with the same concentration.
Analysis were performed in three-well replicates

The recovery was evaluated by running the procedure on samples spiked at known
concentrations of PSau7, obtaining recoveries close 100%. These results indicate
that the peptidic epitopes were not affected by the treatment, since the
immunoreactivity equivalents (IR equiv.) measured before and after the treatment

were not significantly different.
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3.5 RESUM DELS RESULTATS DEL CAPITOL 3

El pentapeptid de cinc glicines caracteristic de la paret bacteriana de S. aureus ha
estat la diana seleccionada contra la qual s’han produit anticossos especifics. Els
anticossos obtinguts han permes desenvolupar assajos immunoquimics per a la
deteccio de S. aureus (vegeu Figura 3.16A), tant en format ELISA com en format de
micromatriu, tot i que els resultats d’aquest ultim format sén encara preliminars.

La Figura 3.16 mostra les corbes de calibratge obtingudes en I'ELISA As291/PSau3-
BSA amb PG (B) i els péptids PSau5 i PSau7 (C) com a estandards. Tot i que tant
PSau5 com PSau7 donen respostes practicament identiques el PSau7 es va
seleccionar com a referéncia per a futurs treballs on les respostes de les mostres
analitzades es donaran com a immunoreactivitat de PSau7.
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Figura 3.16 A. Esquema de I'assaig ELISA en format indirecte competitiu i estructura de I'epitop del peptidoglica
que reconeixen els anticossos obtinguts. B. Corba de calibratge del PG en tamp6 (PBT) C. Corba de calibratge del
PSau5 i/o PSau7 en tampd PBT, en extracte de deglicosilacié (PBST-D), BAL deglicosilat (BAL delgic.) i BAS
deglicosilat (BAS delgic.).

115



Capitol 3

A fi de millorar la detectabilitat de I'assaig ELISA As291/PSau3-BSA, es varen estudiar
diferents metodes de lisis o trancament de la paret bacteriana. De tots els méetodes
estudiats, la deglicosilacio amb TFMSA va resultar ser el més efectiu. Per a I'analisi
de mostres tractades amb TFMSA, va ser necessari efectuar un previ estudi d’efecte
matriu, amb una simple diluci6 i reajustament de les concentracions
d’'immunoreactius de I'assaig va ser possible obtenir una bona corba de calibratge
(vegeu corba PSau7 PBST-D de la Figura 3.16) en la matriu del tractament quimic i es
va poder procedir a la quantificacié de mostres deglicosilades en I'assaig ELISA. Els
resultats satisfactoris del tractament amb TFMSA es veuen reflectits amb un
augment de la immunoreactivitat de les solucions tractades, tant en extractes de PG
com per a les suspensions de S. aureus, assolint LOD de 10* CFU mL™ en mostres
tractades, mentre en mostres no tractades el LOD era tres ordres de magnitud
major.

Per Ultim, I'assaig es va implementar en mostres cliniques d’orgien respiratori.
Primer es va estudiar les interaccions no especifiques que produien les mostres de
BAL i de BAS deglicosilades sobre I'assaig i en segon lloc, es varen analitzar mostres
de S. aureus deglicosilades en BAL i BAS. Tal i com mostra Figura 3.16C, les
intereaccions no especifiques de les mostres de BAL i BAS queden practicament
minimitzades un cops se’ls ha aplicat el tractament de delgicosliacié (vegeu cobres
BAL i BAS delgic. vs cobra de PBST-D, I'extracte blanc deglicosilat). | de la mateixa
manera, les mostres de S. aureus en BAL i BAS varen donar valors de
immunoreactivitat de PSau7 semblant als obtinguts per a les mostres de S. aureus
dopades en tampd.

La Taula 3.4 mostra el parametres de les corresponents corbes de calibracio
representades en la Figura 3.16.

El conjunt d’aquest treball demostra el desenvolupament d’una técnica robusta i
repodubile de gran interés per a la caracteritzacid de diferents extractes de PG aixi
com també una eina de diagnostic amb gran potencial per a ser implementada en
tests rapids de diagnostic de malalties infeccioses.
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Taula 3.4. Parametres dels immunoassajos per a la deteccié de S. aureus en tampd PBST i matriu
provinents del tractament de deglicosilacié (PBST-D) amb PSau7 i PG com a estandards.

Analit> PSau5 PSau7 PG®
Condicions) PBT’ PBT PBT-D*° BAL Deglic.”* BAS Deglic.”" PBT"
Amax 0,926 £0,010 0,926+0,010 1,609 +0,039 1,696 + 0,043 1,612 0,061 98,76 + 1,510
Amin 0,059 0,006 0,059+0,006 0,089 +0,044 0,166 + 0,042 0,152 +0,056 -1,274 + 1,983
Pendent -1,14+0,06  -1,14 + 0,06 -1,26 + 0,09 -1,17 +0,14 -1,27+0,22  -1,15+0,13
ICso, ng mL™* 0,86+ 0,03 0,85+ 0,06 19,05+1,36 18,92 + 1,55 14,98 £2,20 1002 920

nM o nmol Kg* 0,69 +0,02° 0,72 +0,05° 16,05+ 1,15° 128,10 + 10,75' 101,20 + 14,93 =

LOD, ng mL™ 0,11 +£0,01 0,13+0,01 4,20+ 0,28 1,13+0,43 1,11 +0,22 120+ 90
nM or nmol Kg* 0,10 +0,01° 0,11 +0,01° 3,43+0,23° 19,08 + 7,35" 18,8 +3,7' -
R’ 0,998 £ 0,001 0,999 + 0,001 0,931+0,154 0,958 +0,126 0,878 £0,219 0,995 + 0,004

® El pes molecular del PG es desconeix. Els assajos s’han fet per segons les condicions indicades a la taula en
microplaques emprant triplicats dels pous en cada experiment. PBST indica que el protocol de 'immunoassaig era
per a mostres no-deglicosilades, mentre que PBST-D indica que I’assaig va ser realitzat en les condicions de les
mostres deglicosildades. b | es dades mostrades sén la mitjana i la desviacio estandard dels parametres del ajust de
les corbes de calibratge fets en dos dies diferents “ Les dades mostrades sén la mitjana i la desviacié estandard dels
parametres del ajust de les corbes de calibratge fets en tres dies diferents. ? Als valors de ICs0 i LOD se’ls ha aplicat
un factor de multiplicacié de 2,5 resultant del tractament de deglicosilacio. Els valors estan expressats en nM. fEls
valors estan expressats en nmols de PSau7 Kg'l de BAL o BAS segons la mostra.

3.6 PRINCIPALS APORTACIONS DEL TREBALL DESCRIT EN AQUEST CAPITOL

Les principals aportacions del treball d’investigacid descrit en aquest capitol sén les
seglents:

- Tot i que ja s’havien descrit anticossos contra la paret del peptidoglica de S.

GUI’EUSlOG'll2

, en aquest treball es selecciona una diana molt especifica i que
conté el pont de cinc glicines especific d’aquest bacteri i s’aporta un nou
disseny d’haptens contra aquesta fraccio de la paret basat exclusivament en
la part peptidica del PG.

- Amb els anticossos produits s’han desenvolupat immunoassajos de tipus
ELISA competitiu indirecte en format de microplaca i en un assaig en format
de micromatriu. L'ELISA As291/PSau3-BSA desenvolupat és capag¢ de
detectar PG amb un LOD de 120 + 90 ng mL™ i PSau7 amb un LOD de 0,10 +

0,01 ng mL™ (0,09 + 0,01 nM).

- S’ha demostrat que un tractament quimic (TFMSA) del PG i de la bactéria
millora la disponibilitat pel reconeixement dels epitops peptidics de la paret
bacteriana seleccionats, assolint LOD de de 10* CFU mL™ de S. aureus, dos
ordres de magnitud millor que quan no es fa aquest tractament. Aixd ha
requerit una serie de modificacions del protocol immunoquimic per
minimitzar |'efecte matriu produit pel metode quimic de deglicosilacié i s’ha
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obtingut un assaig per a la quantificacié de mostres deglicosilades amb un
LOD de 3,43 £ 0,23 nM (4,20 + 0,28 ng mL™) pel PSau7.

- Com a prova de concepte, el metode desenvolupat s’ha aplicat a mostres
d’origen respiratori (BAL i BAS). Un cop deglicosilades la resposta
immunoquimica d’aquestes mostres en I'ELISA As291/PSau3-BSA és
practicament identica a la obtinguda per les corbes amb tampd de
deglicosilacié (PBST-D). De la mateixa manera, les mostres de BAL i BAS
fortificades a concentracions conegudes de S. aureus també donen una
resposta en equivalents de immunoreactivitat (IR equiv.) del Psau7, aixi com
de CFU mL™' de bacteri, semblants a les obtingudes amb les mostres de
tampd fortificades. No obstant aix0, els LOD assolits foren inferiors, 10° i 10°
CFU mL™ per BAS i BAL, respectivament.

En resum, és la primera vegada que anticossos contra el PG de S. aureus s’apliquen
per quantificar aquest bacteri en mostres cliniques. El procediment immunoquimic
establer pretén donar informacié sobre I'extensio de la infeccid en base als IRequiv
del epitop peptidic seleccionat (Psau7). Un tractament de deglicosilacié establert
per Albert Edge al 1981%' aplicat a I'ELISA As291/PSau3-MP-BSA ha permet
incrementar el nombre de epitops peptidics alliberats i disponibles pel
reconeixement per part de I’anticos, millorant aixi la detectabilitat
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3.7 MATERIALS | METODES

En aquest apartat es descriuen els materials i metodes emprats per al
desenvoupament dels immunoassajos en format de micromatriu aixi com els
experiments pel trencament de la paret bacteriana de S. aureus. Tots aquests
experiments no es crecullen en les publiciacions Il | Il dels apartats 3.4.1 i 3.4.2,
respectivament).

Reactius i immunoreactius

L'antiserum As291, I'hapte PSau3-BSA i els peptids PSau7 han sigut motiu d’estudi
d’aquesta tesi doctoral i la seva preparaciéd ha estat préviament descrita (vegeu
publicacid Ill, apartat 3.4.2). Els cultius cel-lulars de S. aureus (CECT 5190) inactivats
per calor a 100°C varen ser facilitats pel grup de Microbiologia Aplicada de la UAB
(Universitat Autonoma de Barcelona) liderat pel Prof. Antoni Villaverde. Els altres
reactius, com el GPTMS (ref 440167), el TRITC (ref 87918), la lisosima (ref L6875), la
mutanolisin (ref M9901), el PG de S. aureus (ref 77140), el TFMSA (ref 158534) i la
fetuina de serum fetal bobi (ref F3004) es varen obtenir de la casa commercial
Sigma-Aldrich. L’anti-IgG-TRITC (anticossos contra IgG de conill desenvolupats en
cabres i units a l'isotiocianat de tetrametilrodamina; ref ab6718) es va obtenir de la
casa commercial Abcam. L’Ab291-TRIC es va conjugar al nostre laboratori seguint el
protocol descrit més endavant d’aquest mateix apartat.

Tampons i dissolucions
Per a la realitzaci6 de les conjugacions d’immunoreactius i els assajos de
micromatriu es varen utilitzar els seglients tampons:

PBS és tampé fosfat 10 mM amb una solucié de NaCl 140 mM a pH 7,5. PBST és
tampo PBS amb 0,05% de Tween® 20. PBT és PBST sense NaCl. Tampé d’impressid
és tampd fosfat 150 mM a pH 8,5 amb 0,01% de SDS. Tampd carbonat/bicarbonate
és Na,CO3/NaHCO; 0,05M a pH 9. Tots els tampons emprats pels assajos de
micromatriu es varen filtrar amb un filtre de 0,45 um per minimitzar la preséncia de
substancies amb possibilitat de donar enyal fluorescent.

Instrumentacio i altres

Els assajos de micromatriu es varen realitzar sobre portaobjectes de vidre (Corning,
NY ref 2947-75x25). Pel tapissat de les micromatrius, les proteines es varen dipositar
sobre portaobjectes de vidre activats amb epoxisilans mitjangant un BioOdissey
Calligrapher MiniArrayer (Bio-Rad Laboratories, Inc. USA) en una cambra al 60%
d’humitat. Les lectures de fluorescéncia dels portaobjectes es portaren a terme en
sec amb un escaner de fluorescencia, ScanArray Gx PLUS (Perkin Elmer, USA). Les
corbes de calibracié es varen analitzar mitjangant una equacié logistica de quatre
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parametres amb el software de GraphPad PrismTM (GraphPad Software Inc. San
Diego, CA, USA). Les corbes estandards es varen ajustar a una equacio logistica de
quatre parametres regint-se per la férmula: Y = [(A-B)/1 - (x/C)"D] + B, on A és el
senyal maxim, B és el senyal minim, C és la concentracid produint el 50% del senyal
maxim, i D és la pendent al punt d’infeccié de la corba. En el format competitiu, la
ICs0 i la ICyg es varen calcular com a la concentracié corresponent d’analit per inhibir
I’assaig obtenint el 50 0 90% d’absorbancia respectivament. L’assaig tipus sandvitx,
és un assaig de captura i el LOD es va calcular regint-se per la férmula: Xpjancs + 3 SD.
Els estudis de trencament de la paret bacteriana amb laser es varen fer amb
col-laboracié amb el Super-resolution Light Microscopy & Nanoscopy Lab de
I'Institut de Ciéncies Fotoniques (ICFO) de Castelldefels emprant un laser de 1550
nm acoblat a un microscopi confocal (vegeu Figura 3.6 d). El trencament de la
fetuina bobina es va caracteritzar per MALDI-TOF/TOF-MS amb un AutoFLEX (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanya) equipat amb un laser que operava a 200-Hz. El pH
dels tampons i solucions es varen mesurar amb un pH-metre 540 GLP.

Derivatitzacid de superficies de vidre amb epoxisila

Les superficies activades amb epoxisila es varen preparar al laboratori submergint
els portaobjectes en una solucié de NaOH al 10% (p/w) durant 1 h a temperatura
ambient, seguit de la derivatitzaci6 amb GPTMS, es va afegir 1 mL de GPTMS al
298% i es solapavem les cares dels dos portaobjectes per tal de reduir al maxim la
presencia d’aire entre ells i es deixaven durant 1 h a temperatura ambient. Un cop
els portaobjectes s’havien derivatitzat es netegeven amb EtOH al 95%, s’assecaven
amb aire a pressié i es guardaven al dessecador amb buit a temperatura ambient.

Immobilitzacié covalent de preteines sobre superficies de vidre derivatitzades amb
epoxisila

L'Ag o anticds es va immobilitzar de forma covalent a través dels grups epoxid del
GPTMS mitjangant un dispensador de nanogotes (spotter), formant una matriu de
zones micrométriques (punts o spots) funcionalitzades. Cada portaobjectes conté 24
matrius a 'interior de les quals es va imprimir un nombre de punts variable segons
I'assaig dissenyat. La proteina (50 pg mL" en tampd d’impressié) a immobilitzar es
va dispensar sobre els portaobjectes activats amb grups epoxi en una cambra
d’humitat controlada al 60% i 20°C. Un cop les proteines s’havien dispensat sobre el
portaobjectes es varen deixa 3 h a temperatura ambient, si passat aquest temps els
portaobjectes no es feien servirimmediatament es podien guardar durant un maxim
d’un mes a 4°C en un dessecador.

Purificacié d’anticés per precipitacio amb (NH;),SO,

L’antiserum (550 pL) es va posar en eppendorfs i es varen mantenir en un bany de
gel. A cada un es va addicionar lentament una solucié saturada (NH;),SO4 fins a
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arribar al 45% (v/v) de saturacio final (450 uL). Es va deixar en agitacidé en un bany de
gel (4°C) durant 4 h. Passat aquest temps, es va observar I'aparicié d’un precipitat
blanc, es varen centrifugar (10000 rpm, 15 min), es varen eliminar els sobrenedants i
els precipitats es varen redisoldre amb un 10-20% del volum inicial en PBS (55-110
uL). En aquest punt, els anticossos es poden dialitzar contra PBS 0,5 mM (5 x 5 L) i
contra H,0 milliQ (1 x 5 L) per poder-los liofilitzar i emmagatzemar a -20°C o bé es
poden seguir purificant, com va ser el nostre cas (vegeu conjugacié de I'Ab291 a
rodamina).

Conjugacio de I’Ab291 a rodamina

El primer pas de purificacié es va fer amb (NH4),SO,4 al 45% seguit d’'un segon grau
de d’immunopurificaci6 per proteina A. Es varen utilitzar columnes
preempaquetades de Proteina A en safarosa (17-0402-03 HiTrap"™ Protein A HP, 1
mL) convenients per a la purificaciéd d’anticossos. Per a la purificacié mitjangant
proteina A es va seguir el protocol detallat per a la mateixa casa comercial. La
conjugacié de I'anticos a TRITC va tenir lloc en tampd carbonat/bicarbonat durant 2
h. Per tal d’assegurar la biofuncionalitat, es varen preparar dos bioconjugats, el
conjugat 1 amb una relaciéo molar Ab:TRITC de 1:1,8 i el conjugat 2 de 1:2,5.

Per conjugar I’Ab291 a TRITC, es va addicionar una solucié de TRITIC (1 mg mL™ en
DMSO, 3,2 pL pel conjugat 1 i 4,4 pL pel conjugat 2) sobre 'Ab291 (2 mg mL" en
tampd carbonat/bicarbonat, 1 mL) amb agitacié constant i suau. La mescla es va
deixar en agitacio durant dues hores a temperatura ambient i tapat de la llum per
evitar possibles degradacions del fluorofor. Finalment els conjugats es varen
purificar per dialisi (4 x PBS 0,05 mM) i després es varen aliquotar i congelar a -20°C.

a. Calcul de la molaritat de la proteina

« &= coeficient d’extincié molar (ex, IgG =210000 M cm™)

* Apac=Absorbancia del fluorofor en solucid mesurada a la longitud d’ona de
maxima de la molécula de fluorofor (ex, Amax TRITC=555 hm)

* FC= Factor de correccid, ajust per la quantitat d’absorcié del fluorofor a 280
nm (ex, TRITC= 0.34)

* Factor de dilucié: Dilucio aplicada. Cal aplicar dilucions per tal que les
mesures d’absorbancia siguin menors de 2.

., . A280 - (Amax X FC) i .,
Concentracié de proteina (M) = x factor de dilucié
€

b. Calcul del grau de conjugacio
* ¢’=coeficient d’extincié molar de la molécula de fluorofor (ex, TRITC=65000
M*tem?)
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Mols de fluorofor per A.x de la proteina marcada o
. = — — x  factor de dilucio
mols de proteina €' x concentracid de la proteina (M)

Assaig bidimensional en format de micromatriu

En primer lloc es va immobilitzar I'antigen PSau3-BSA a concentracions variables
d’intre d’'una mateixa matriu (de 200 a 0 pg mL " en tampé d’impressid) tal i com es
descriu en I'apartat experimental d’immobilitzacié covalent de proteines sobre
superficies de vidre. Més tard, després d’una etapa de rentat amb PBST (4 x 200 pL
pou'l), es va afegir I'As291, variant les concentracions en les diferents matrius
(dilucions de 1/50 a 1/200 en PBST, 100 pL pou'l) durant 30 min a temperatura
ambient. Després d’una segona etapa de rentat igual que la anterior, es va afegir la
solucié d’anti-IgG-TRITC (dilucié 1/250 en PBST, 100 pL pou™ durant 30 min. Per
finalitzar, es varen tornar a rentar els portaobjectes afegint un ultim rentat
addicional amb aigua purificada, a fi de minimitzar el soroll de fons en el senyal
fluorescent provinent del detergent Tween® 20 i les salts. Es varen assecar els
portaobjectes amb aire comprimit i es varen llegir a 543 nm amb un escaner de
fluorescencia.

Immunoassaig de tipus micromatriu en format indirecte competitiu per a la
deteccio de PSau7, PG i S. aureus

En primer lloc es va immobilitzar 'antigen PSau3-BSA (50 pug mL' en tampé
d’impressié) tal i com es descriu en 'apartat experimental d'immobilitzacié covalent
de proteines sobre superficies de vidre. Més tard, després d’una etapa de rentat
amb PBST (4 x 200 pL pou™), es va afegir I’As291 (diluit 1/50 en PBST, 50 pL pou™) i
les solucions estandards (50 uL pou™) de PSau7 (de 2 a 0 pg mL™ en PBT) o PG de S.
aureus (de 200 a 0 ug mL™ en PBT) 0 S. aureus (de 10° a 0 CFU mL" en PBST) durant
30 min a temperatura ambient. Després d’una segona etapa de rentat igual que la
anterior, es va afegir la solucié d’anti-IgG-TRITC (dilucié 1/250 en PBST, 100 pL pou™
durant 30 min. A partir d’aqui els portaobjectes es processen tal i com s’ha descrit
en |'apartat anterior d’assaig bidimensional, rentat final i lectura de fluorescéencia.

Immunoassaig de tipus micromatriu en format sandvitx per a la deteccié de S.
aureus

En primer lloc es va immobilitzar I’As291 (dilucié 1/50 en tampd d’impressio) tal i
com es descriu en I'apartat experimental d’'immobilitzacié covalent de proteines
sobre superficies de vidre. Després d’una etapa de rentat (4 x 200 pL pou™), es varen
afegir les solucions estandards de S. aureus (de 10° a 0 CFU mL " en PBT, 100 uL pou
') durant 30 min a temperatura ambient. Després d’una segona etapa de rentat
igual que la anterior, es va afegir la solucié d’Ab291-TRITC (dilucié 1/250 en PBST,
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100 mL pou™) durant 30 min. A partir d’aqui els portaobjectes es processen tal i com
s’ha descrit en I'apartat anterior d’assaig bidimensional, rentat final i lectura de
fluorescencia.

Trencament de la paret bacteriana amb laser

En col-laboracid amb el Super-resolution Light Microscopy & Nanoscopy Lab de
I'Institut de Ciéncies Fotoniques (ICFO) de Castelldefels es va emprar un laser de
1550 nm acoblat a un microscopi confocal amb el qual es varen irradiar extractes de
PG (500 pg mL™ en PBS, 50 uL), suspensions de S. aureus (10° CFU mL™ en PBS, 50
uL) i solucions estoc de PSau7 (845 uM en PBS, 50 uL) durant 10 min. Les mostres es
varen posar en un portaobjectes i es varen segellar amb parafina per evitar
I’evaporacio o perdua de mostra durant la irradiacié. Un cop realitzat el tractament
amb el laser, es va recuperar la mostra i es varen quantificar amb I'"ELISA PSau3-
BSA/As291.

Trencament de la paret bacteriana amb ultrasons

Mostres d’extractes de PG (500 ug mL™ en PBS, 2 mL), S. aureus (10° CFU mL™ en
PBS, 2 mL) i PSau7 (845 uM en PBS, 2 mL) es varen sotmetre a cicles d’ultrasons (10
min x 5) amb un 40% d’amplitud.

Trencament de la paret bacteriana amb enzims

Es va afegeix una solucié estoc de I'enzim lisosima o mutanolisina (50 mg mL™" en
PBS, 20 L) sobre I'extractes de PG (500 pg mL" en PBS, 1 mL), S. aureus (10° CFU
mL™ en PBS, 1 mL) i PSau7 (845 uM en PBS, 1 mL). Es deixa en agitacié orbital durant
2ha37°C.

Deglicosilacio de la fetuina bobina

Es va afegir una mescla de anisol-TFMSA (1:2; 0,5 mL) sobre la fetuina bobina (1 mg)
en condicions d’atmosfera de nitrogen. Es va deixar temperar fins a 25°C i a
continuacio es va agitar durant 30 min. Passat el temps de reaccid, es va procedir a
neutralitzar la mostra, primer diluint amb éter etilic fred (1,5 mL) i a continuacié
afegint una mescla de piridina:H,0 refredada (1:1; 2,5 mL). Per ultim, es varen fer
extraccions amb éter etilic (2,5 mL x 3) i la fase aquosa es va dialitzar contra aigua i
es va analitzar per MALDI-TOFF/TOFF-MS.

Els altres experiments posterior que es realitzaren amb el TFMSA sobre extractes de
PG, suspensions de S. aureus i PSau7 es detallen a la publicacio Ill (vegeu apartat
3.4.2).

Deteccié de mostres amb un microscopi confocal
Amb aquest proposit es varen preparar portaobjectes biofuncionalitzats
covalentment amb I’As291 seguint el procediment explicat anteriorment per a la
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immobilitzacio covalent de preteines sobre superficies de vidre derivatitzades amb
epoxisila i es va a dur a terme un assaig de tipus sandvitx (vegeu 'apartat anterior
Immunoassaig de tipus micromatriu en format sandvitx per a la deteccido de S.
aureus d’aquest mateix apartat) pero realitzant tapissant els portaobjectes
dipositant gotes directament sobre el portaobjectes amb una micropietat, sense fer
us del dispensador de nanogotes (spotter).

124



4 Establiment d’un procediment immunoquimic per a la
deteccio de Pseudomonas aeruginosa en mostres cliniques






Pseudomonas aeruginosa

4.1 INTRODUCCIO

El 1882, el bacterioleg franceés Carle Gessard va descriure les primeres soques de P.
aeruginosa a través d’un experiment en que identificava aquest microorganisme
gracies als seus pigments solubles en aigua i al canvi de color que experimentaven
els pigments en exposar-los als raigs ultraviolats'®. L'origen de la paraula
Pseudomonas no esta clar, ja que el significat etimologic no s’adiu amb la descripcid
del bacteri. Per contra, aeruginosa deriva del llati i significa verdet®, i fa referéncia a
la coloracid caracteristica dels cultius d’aquest bacteri deguts a la produccié de
diversos pigments**.

P. aeruginosa és l'espécie més comuna dels pseudomonales i és un bacil ®
gramnegatiu que mesura de 0,5 a 0,8 um per 1,5 a 3,0 um. Es aerdbic no
fermentatiu, obté I'energia de I'oxidacid, perd en condicions extremes pot créixer
anaerdbicament emprant nitrat com a acceptor d’electrons. Les condicions més
favorables per al seu creixement sén entre 25-37°C, perd també pot sobreviure en
condicions de temperatura més extremes. De fet, |la seva habilitat per créixer a 42°C
permet distingir-lo d’altres espécies de Pseudomonas. A nivell nutricional també
resisteix altes concentracions de sals, tincions i alguns dels antibiotics més comuns.
Totes aquestes propietats posen de manifest la seva naturalesa ubiqua: el podem
trobar en terres, aigua, plantes i animals, amb especial predileccid pels lloc
humits**°.

Classifiacié cientifica

Regne: Eubacteria

Filcum: Proteobacteri

Classe: Gamma Proteobacteris
Ordre: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Genere: Pseudomonas

Espécie: P. aeruginosa

Figura 4.1 Classificacié cientifica de I'espécie P. aeruginosa i imatges de I'espécie. a) Imatge de microscopi
d’escombratge d’electrons. b) Colonies de P. aeruginosa en placa d’agar de color verd caracteristic. Imatges
reproduides amb permis de™.

Estructuralment, segueix la constitucié base dels gramnegatius, amb una paret
bacteriana formada per tres capes: membrana citoplasmatica, capa de PG (més fina

P VERDET: Pigment que s’obté per I'accié de I'acid acetic sobre el coure i és essencialment un acetat basic de
coure.

9 BACIL: Bacteri que té forma de basto.
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qgue la dels grampositius) i membrana cel-lular externa. A més a més del LPS i
diversos polisacarids associats a la membrana externa (CPS, Cell wall associated
Polisacarides)*>*. P. aeruginosa és mobil per mitja d’un sol flagel polar i pot viure
formant biopel-licules, de forma lliure, flotant o planctonica, forma en la qual les

cél-lules neden independentment en algun medi liquid**2.

4.1.1 RELLEVANCIA DE P. aeruginosa

P. aeruginosa és una patogen oportunista’ de gran rellevancia en la clinica, associat
generalment a malalties nosocomials. Causa infeccions al tracte respiratori, al tracte
urinari, dermatitis, infeccions del teixit tou, més una varietat d’infeccions
sistémiques®, especialment a malalts immunodeprimits (com per exemple malalts de
cancer o amb sindrome d’'immunodeficiéncia adquirida) o victimes de cremades
greus. P. aeruginosa també és un patogen del regne vegetal.

L’habitat natural de les P. aeruginosa és el sol, on conviu amb Bacilli, Actinomycetes
i fongs. Per tant, de manera innata ha desenvolupat resisténcia a diversos antibiotics
presents en el seu medi ordinari pero alhora, a base de I'exposicié continuada a
altres antibiotics, també ha generat nous mecanismes per combatre’n
I'efectivitat™®. Els mecanismes de resisténcia als antibiotics poden ser especifics, per
una classe de droga, o generals, que afecten diferents tipus d’antibiotics com és el
cas de les bombes de sortida de flux, normalment associades a membrana i a través

de la qual el bacteri pot expulsar els antibiotics (vegeu Figura 4.2)***,

A més, és un bacteri propens a la formacié de biofilms, el quals sén una eina de
proteccié contra els agents externs i el sistema immune. El biofilm permet al bacteri
mantenir la zona d’infeccid controlada i per tant augmenta encara més la dificultat
d’eradicar la infeccié. Una de les situacions més alarmants queda il-lustrada en
pacients amb fibrosi quistica (CF, cystic fibrosis) en queé la infeccié per Pseudomonas
és en molts casos per soques resistents i la seva eradicacid practicament impossible,
com veurem en més detall a I'apartat 4.1.3.

" OPORTUNISTA: Que afecta 'organisme quan aquest té les defenses reduides per una malaltia prévia o per
depauperacid. Microorganismes oportunistes. Malaltia oportunista.

* SISTEMIC: Que afecta tot I'organisme.
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Transposons

i integrons
()

Figura 4.2 Diferents sistemes de
resisténcia antimicrobinana®.

Bomba de sortida

4.1.2 QUORUM SENSING | PRODUCCIO DE PIGMENTS

Es coneix com a Quorum Sensing (QS) el sistema de comunicacié entre cél-lules
veines que controla I'expressié genetica. Mitjancant I'alliberacié d’exoproductes, P.
aeruginosa i altres microorgansimes estableixen una xarxa de comunicacié que els
permet actuar en comunitat. La composicié quimica estructural de les molécules del
QS és diversa, pero s’han establert una serie de requisits que sén els que permeten
catalogar-les com a resultat del fenomen de QS:

i) Sintesi depenent de la densitat de cél-lules.
ii) S6n molécules de baix pes molecular reconegudes per cél-lules adjacents.
iii) Desencadenen una resposta de transcripcio.

El bacteri P. aeruginosa, i més concretament les soques PA14 i PAO1, ha estat un
dels models emprats per entendre en detall el funcionament del QS. La xarxa de
comunicacid del QS es pot explicar com una cascada de molécules de senyalitzacid
gue podem classificar en tres grups segons el creixement bacteria. En un primer
estadi, durant la fase exponencial del creixement, els sistemes de quorum sensing
Las i Rhl sintetitzen lactones de N-acil-homoserina (AHLs, N-acyl-homoserine
lactones o HSLs, homoserin lactones) com ara la lactona de la N-(3-oxododecanoil)-
homoserina (3-oxo-C1,-HSL) i la lactona de la N-butanoil-homoserina (C4-HSL) (vegeu
Figura 4.3). La 3-ox0-C;,-HSL, a més de la funcié de senyalitzacié, actua com a
determinant de viruléncia, modulant la resposta de defensa de I'hoste, inhibint
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I"activacié de les cél-lules dendritiques'i de les cél-lules T", induint I'apoptosis dels
neutrofils’ i els macrofags” i produint citocines inflamatories™. A més, el sistema Las
controla I'expressié d’altres factors de viruléncia, com ara les elastases, les

155 En una fase més tardana

proteases LasA, les proteases alcalines o I'endotoxina A
del creixement exponencial, s’activa la segregacié dels senyals quinolinics de
Pseudomones (PQS, Pseudomonas quinolone signal), essent substancies que
pertanyen a la familia de les 2-aquil-4-quinolones, entre les quals la 2-heptil-3-
hidroxi-4(1H)-quinolona anomenada PQS, ja que és el component principal d’aquest
sistema de senyalitzacid. Fins fa poc, es pensava que el PQS era el senyal terminal
del QS, pero estudis recents han demostrat que PQS és un dels reguladors de la
sintesi dels compostos fenazinics, com ara la piocianina (PYO, pyocyanin)lss. La PYO

és un dels factors de virulencia de P. aeruginosa.

Tanmateix, moltes de les soques aillades en pacients amb problemes respiratoris
cronics presenten una mutacid que inactiva el gen LasR (ALasR) i malgrat tot
segueixen produint factors de virulencia regulats per RhIR i PgsR. Aquest fet ha
portat a investigar noves rutes i descobrir el gen amb (amb genes). En condicions
normals de creixement (Figura 4.3 B), les soques mutants ALasR tenen una expressio
baixa dels genes depenents de LasR, RhIR i PqgsR, pero en condicions limitades de
fosfat (rigura 4.3 C), s’activa 'operé BCDE i es produeix 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-
carbaldehid (1QS, 2-(2-hydroxylphenyl)-thiazole-4-carbaldehyde) que interactua amb

un factor desconegut capac d’activar els sistemes RhIR i PgsR**’.

En un primer estadi de la infeccid, P. aeruginosa actua de manera planctonica, en
forma de cel-lula individual, fent Us dels primers factors de virulencia. Quan la
infeccid evoluciona, P. aeruginosa explota els sistemes d’adsorcio a la superficie com
ara el flagel i el pilis, produeix exopolisacarids alginats i comenga a formar biofilms.
En una etapa més avancada de la infeccid, P. aeruginosa actua en comunitat,
explotant la comunicacid a través del QS en la seva total complexitat. La possibilitat
d’actuar en col-lectiu augmenta les garanties de supervivencia de I'espécie i per tant
també suposa una major adversitat per combatre les infeccions.

* CEL-LULES DENDRITIQUES: S6n limfocits que protegeixen el cos de microbis invasors, tant directament com
indirectament. La seva funcié principal és processar material antigenic, retornar-lo a la seva superficie i
presentar-lo a les cél-lules T del sistema immunitari.

Y CEL-LULES T o LIMFOCITS T: Sén un tipus de limfocit que juguen un paper central en la immunitat mediada per
cél-lules. Es distingeixen d’altres limfocits per la preséncia d'un receptor de cél-lules T (TCR, T cell receptor) a la
superficie cel-lular. Sén anomenats cél-lules T, ja que maduren en el timus (encara que alguns també maduren a
les amigdales).

Y NEUTROFILS: S6n limfocits de tipus granulocit. Mesuren de 9 a 12 micres i sén els leucocits més abundants de
la sang en els éssers humans. La seva funcid principal és la fagocitosi de bacteris i fongs.

" MACROFAGS: Es una cél-lula amb capacitat immunologica present al teixit conjuntiu.

“CITOQUINES: S6n un tipus de molécules senyalitzadores utilitzades ampliament en la comunicacié cel-lular.
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Figura 4.3 Model de molécules que participen en el QS de P. aeruginosa. Figura adaptada157.

P. aeruginosa segrega quatre tipus de fenazines en I'’etapa terminal de senyalitzacio
del QS: la piocianina (PYO, pyocyanin), I'acid fenazin-1-caboxilic (PCA, phenazine-1-
carboxylic acid), la 1-hidroxifenazina (1-OHphz, 1-hydroxyphenazine) i la fenazin-1-
carboxamida (PCN, phanazine-1-carboxamide). Des del punt de vista bioquimic,
aquestes fenazines segregades per P. aeruginosa deriven de I"acid corismic*® (vegeu
Figura 4.4). La conversid de PCA a PYO passa per la codificacié dels gens phzM i phzS,
gue codifiquen la metilacid especifica d’'un dels nitrogens de la fenazina i la
transformacidé de I'acid carboxilic a un grup hidroxil, respectivament. Quan només
s’expressa el phzS el PCA es converteix en la 1-OHphz. En aquest procés de la sintesi
de fenazines, apareix un tercer gen, phzH, que controla la sintesi de la PCN a partir
de la PCA.

Les fenazines sén compostos heterociclics que contenen nitrogen en I'anell aromatic
central. Des d’una prespectiva tecnologica-biomedica, aquestes molécules
desperten un ampli interes per les seves propietats redox i pels canvis de coloracid
associats al pH, les quals han permés donar-los aplicacions tan variades com sén des
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de cel-lules energétiques fins a propietats antibiotiques**>°.

La PYO és un zwitterié format per una base fenazinica amb un grup ceto-enodlic i un
grup metil al nitrogen de la posicié 5 (vegeu Figura 4.4, vegeu Figura 4.7 per
I’equilibri tautoméric). La PYO té un color blau caracteristic a pH neutre, és
especifica de P. aeruginosa i possiblement per aquest motiu és la fenazina més
estudiada. Esta considerada un dels factors de virulencia de llarga durada, i se
segrega al medi en les fases estacionaries del creixement bacteri‘ 180 La 1-OHphz és
de color groc ataronjat, no és especifica de P. aerugmosa pero també ha estat
objectiu d’estudi per les seves propietats caracteristiques altament semblants a la
PYO. Diversos treballs evidencien els efectes negatius que ambdues molécules, PYO

i/o 1-OHphz, tenen els teixits eucariotics, tant en estudis in vitro*®**®* com in

vivo'™®'®. Una part important d’aquesta toxicitat esta relacionada amb el seu
caracter redox (potencial redox de la PYO Ey/;=-247 mV a pH 7)'*" i la seva facilitat
per travessar les membranes cel-lulars de I’hoste. Quan creua la membrana pot
oxidar els nucleotids intracel-lulars reduits, el dinucledtid de nicotinamida i adenina
en la seva forma reduida (NADH, nicotinamide adenine dinucleotide) i el dinucleotid
fosfat de nicotinamida i adenina en la seva forma reduida (NADPH, nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate), per produir anions superoxids i desencadenar

espécies d’oxigen reactives®’.
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Figura 4.4 Biosintesi de fenazines en la P. aeruginosa. Els gens que codifiquen les proteines involucrades en el
. . . 168
procés de produccio estan escrits sobre les fletxes

A causa de I'especificitat de la PYO respecte al bacteri P. aeruginosa, aquest pigment
s’ha emprat per realitzar diferents estudis relacionats amb infeccions produides pel
mateix bacteri. La PYO i la 1-OHphz s’ha detectat en mostres de P. aeruginosa
provinents de mostres de pacients™® (esputs, BAS, sang, urina, secrecions nasals,
recte, boca, cateters) amb concentracions que van des d’1,29 fins a 25,94 ug mL A
més a més, en mostres d’esput de pacients infectats amb P. aeruginosa, s’han

170-172
. En

detectat concentracions de fins a 100 uM 'estudi de Hunter i

col-laboradors'’®, s’ha comprovat que amb Iavenc de la malaltia les concentracions
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de fenazines augmenta. No obstant aixo, el contingut de fenazina a les vies
respiratories no es correlaciona amb la funcié pulmonar del pacient.

En un estudi in vivo'’?, on s’han inoculat P. aerugiosa en els pulmons d’un model de
ratoli, s’"ha observat que a base d’estar exposats a concentracions croniques de PYO,
els ratolins han desenvolupat patologies semblants a les dels pulmons fibrosos i
d’aqui s’extrapola que la PYO accelera la disfuncio dels pulmons d’aquests pacients.
Altres treballs apunten a la deteccié de la PYO com a un bon predictor dels periodes

d’exacerbacié’®.

La poblacio de P. aeruginosa dels pacients infectats cronicament amb CF presenta
una alta diversitat fenotipica'’>, fet que implica una variacié en la capacitat
productora de PYO de cadascuna d’aquestes soques'’®. Estudis del centre de CF de
Liverpool evidencien la presencia de soques de P. aeruginosa hipervirulentes amb

una disfuncié d’un fenotip del QS que es tradueix en una sobreproduccié d’alguns

177

dels productes resultants del QS™"’, com ara la PYO i les proteases LasA. Aquestes

soques es coneixen com a soques epidemiques de Liverpool (LES, Liverpool Epidemic

178 pero, tot i el seu nom, les LES també s’han detectat en altres regions com

179-181

Strain)
ara el Regne Unit i Canada . Aquestes soques estan associades a un augment de
la resistivitat als antibiotics i, per tant, a un pitjor pronostic de la infeccio'®,
especialment per als malalts de CF, als quals s’associa un major risc de mortalitat i

un increment de la necessitat de transplantament de pulmé'”®.

Tot i els estudis, la diversitat de dades obtingudes, la complexitat del tema i la
manca de models in vivo adequats, dificulta extreure conclusions sobre la viabilitat
de la PYO com a biomarcador d’infeccions causades per P. aeruginosa. Els estudis in
vivo s’han fet en condicions de normoxia’, un model no idoni si tenim en compte
que les vies aeries dels pacients amb CF estan privats del suplement normal d’oxigen
(condicions d’hipoxia®).

P. aeruginosa també produeix altres pigments, com ara la piomelanina, de color

183,184

marrd clar, i la piorubina, de color vermell-marronds , ambdods no especifics de

I'espécie. També segrega els siderdfors® pioverdina, un pigment fluorescent de

color groc—verdc')s185 caracteristic de Pseudomonas que intervé en la captacid de

186
. L

ferro, i piocelina, amb menys afinitat per captar el ferro que la pioverdina a

187,188

pioverdina té una estructura mixta composta per una part peptidica i un

¥ NORMOXIC: Condicions de concentracié normal d’oxigen, 20-21% en atmosfera i un 2-3% en contextos
fisiologics.
“ HIPOXID: Condicions en que els teixits estan privats de suplement d’oxigen normal.

® SIDEROFOR: Es un compost amb capacitat quelant de ferro segregat per microorganismes. Del grec,
transportador de ferro.
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cromofor®. Lestructura del cromofor és un derivat de quinolona, acid (1S)-5-amino-
2,3-dihidro-8,9-dihidroxi-1H-pirimido[1,2-a]quinolina-1-carboxilic, es conserva entre
les espéecies analitzades, mentre que la part peptidica varia entre especies i fins i tot
entre clons d’una mateixa especie (vegeu Figura 4.5). Actualment s’han descrit fins a

50 pioverdines diferents en base a la seva estructura peptidica™®>'®’

, que pot
contenir entre 6 i 12 aminoacids. Entre les soques de P. aeruginosa, s’han distingit
tres tipus de pioverdines, que difereixen en la composicid de ['estructura
peptidica'®. La pioverdina no només actua com a siderofor, sind que també esta
involucrada en la produccié de factors extracel-lulars de viruléncia (proteasa PrpL o
exotoxina A) i, de fet, s’ha vist que és essencial tant per a I'establiment d’infeccions

189,190

greus com per a la produccié de biofilms . La pioverdina s’ha detectat en

mostres d’esput de malalts amb infeccions croniques, i mitjangant els estudis dels
diferents tipus de pioverdina aillats en mostres d’esput de malats amb CF s’ha pogut

concloure que un pacient de CF esta infectat per una Unica soca de P. aerugionsa™®>.
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Figura 4.5 Estructures dels tres tipus de pioverdines (PVD) en P. aeruginosa: PVD grup |, PVD grup Il i PVD grup

Ill. aThr, alo-teronina; cDab, anell de tetrahidropirimidina generat per la condensacié de Dab amb el grup amino

precedent; Chr, crom. Imatges reproduides amb permis de 191

®® CROMOFOR: Agrupacié atomica insaturada d’una molecula o cromogen que absorbeix radiacié visible o
ultraviolada.

134



Pseudomonas aeruginosa

La piocelina es produeix en totes les espécies de P. aeruginosa aillades. La seva
estructura, formada per tres heterocicles, dues tiazolines i una tiazolidina, és una
estructura quimica no habitual entre els siderofors'®?, generalment compostos de
quel-ladors del ferro com ara catecolats i hidroxamats, com és el cas de la
pioverdina. Per la seva menor afinitat amb el ferro en comparacié amb la
pioverdina, s’Tha demostrat que en un primer estadi la P. aerugionsa produeix
piocelina i quan la concentracid6 de ferro és extremadament baixa aleshores
produeix pioverdina.

4.1.3 FIBROSI QUISTICA

La fibrosi quistica (CF, cystic fibrosis) és una malaltia genetica hereditaria que afecta
principalment els pulmons, alterant els conductes transmembrana reguladors de la
fibrosi quistica (CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), i
provoca un déficit en el transport de ions clorur i secrecions de bicarbonat, aixi com
també una excessiva adsorcio d’aigua, fet que provoca una deshidratacié dels liquid

que cobreix la barrera epitelial*’*%?

. Com a consequiencia d’aquesta disfuncid, hi ha
una acumulacié de moc espeés als pulmons que afavoreix la captura de bacteris en

les vies de secrecio.

En les primeres catalogacions de la CF, la malaltia es va associar principalment a les
colonitzacions per S. aureus. Més tard, al voltant del 1950, P. aeruginosa va ser
reconegut com un patogen important en la CF. Actualment les bacteries que sén
comunament més patogeniques pels malalts de CF inclouen Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Hemophilus influenzae, Stenotrophomonas
maltophilia, Achromobacter xylosoxidans i espécies del genere Burkholderia*®*.

A Espanya, unes 2.700 persones pateixen aquest trastorn, xifra que suposa un

0,00682% de la poblacié. L'esperanga de vida dels pacients amb CF ha millorat

195

significativament en els darrers anys™™ com a resultat de la major efectivitat dels

19 Les

tractaments; tanmateix aquests tenen una vida mitjana al voltant del 20 anys
noves terapies han permes eradicar infeccions de P. aeruginosa en els pacients joves
de CF, pero P. aeruginosa segueix sent cronica en la majoria de pacients de CF

majors i la seva eradicacié és practicament impossible'**.
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Figura 4.6 Prevalences de diversos patogens respiratoris comuns en la CF en funcié de I'edat™™".

4.1.4 ANTICOSSOS CONTRA P. aeruginosa

De manera similar a I'apartat homoleg per a S. aureus (apartat 3.1.4), la majoria dels
anticossos disponibles contra P. aeruginosa estan basats en la utilitzacié del conjunt
bacteria, possiblement un extracte, com a immunogen. Cases comercials com ara
Abcam, Thermo Scientific i Santa Cruz Biotechnology ofereixen una gran varietat
d’anticossos d’aquest estil. Les diferéncies entre aquests immunogens rau en la soca
de P. aeruginosa i el tractament que s’ha fet al bacteri, si s’escau. Altres estratégies
es basen en la produccié d’anticossos a partir d’extractes d’antigens del bacteri.
Segons l'origen, els podem classificar en exoproductes, capa extracel-lular, paret
cel-lular o externs de la membrana.

Dintre dels exoproductes, trobem tots els factors de virulencia excretats pel bacteri.
Alguns exemples contra els quals s’han produit anticossos sén: I'exotoxina A,
I'exoenzim S, la fosfatasa alcalina, I'elastasa, I’hemolisina i la fosfolipasa co819,
L’exotoxina A és un dels exemples més estudiats per a la produccié d’anticossos. Es
una toxina molt immunogénica i els toxoides™ que s’han preparat han demostrat

198200 per altra banda, també s’ha observat

produir un titol d’anticos alt i especific
gue un mAb produit contra la toxina extreta de la soca PA103 no reconeixia la
exotoxina purificada de les soques PAO-PR1 i PAO1, fet que suggereix I'existencia de

diferéncies estructurals entre soques’.

La capa extracel-lular que envolta la paret cel-lular esta formada majoritariament
per l'alginat, un polimer lineal que alterna unitats d’acid D-mannuronic i el seu

cc . s . . . .
TOXOIDE: Toxina que per I'accidé del formol i de la temperatura ha perdut les propietats toxiques, pero que
conserva les propietats antigeniques, la qual cosa permet utilitzar-la per a la vacunacio antitoxica.
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epl'merde| C-5, I'acid L-guluronic. En alguns estudis, s’ha identificat IgA i IgG anti-
alginat en secrecions nasals de pacients amb sinusitis’®®. La deteccié s’ha fet
mitjangant ELISA utilitzant com a Ag de tapissat extractes d’alginat, i s’ha pogut
comprovar com augmenta la produccido de IgA en el sinus quan la zona esta
infectada P. aeruginosa. Un altre treball descriu la porudccid d’'un mAb contra
alginat. S’ha descrit la producciéo d’'un mAb dirigit contra els epitops d’acid D-
mannuronic de la molécula d’alginat®®. L’anticos s’ha obtingut a partir de la
immunitzacié amb alginat purificat, s’ha evaluat I'especificitat de I'epitop per ELISA i
posteriorment en assajos in vivo com a possible reactiu terapeutic en infeccions de
P. aeruginosa.

L’accessibilitat de la paret cel-lular ha fet que els seus antigens també fossin
atractius per a la produccié d’anticossos. El LPS esta format per tres regions, 'Ag O
(també anomenat PS O-especific), el nucli d’oligosacarids i el lipid A. La diversitat
guimica dels Ags O de P. aeruginosa (més de 20 serotips majoritaris) més la baixa
immunogenicitat dels principals epitops ha fet que aquesta fos una via explorada,
principalment per a la produccié d’anticosos terapeutics, amb I'obtencio de resultats
encoratjadors perd no suficientment per implementar-se en I'ambit clinic®®*. De
Kievit et al., descriuen la produccié de diferents mAb a partir d’extractes de
diferents parts de la paret. Entre els clons obtinguts, alguns especifics per a diferents
parts del LPS, com ara el mAb 177 especific del lipid A o el mAb101 amb major

205

afinitat pel nucli d’oligosacarids™". Els mAb s’han avaluat per ELISA pero no s’han

implementat per a la deteccid de P. aeruginosa.

Per altra banda, a partir d’estudis serologics, s’ha vist que els bioreceptors dels
components extracel-lulars, com el flagel o el pilus o antigens del citoplasma com
ara els ribosomes, estimulen el sistema immunitari i generen anticossos contra
aquests antl'genslgs. Tanmateix, no hem trobat treballs on s’hagi descrit com obtenir
els immunogens per a la produccié d’anticossos contra aquests antigens.

Més recentment, altres estudis han apuntat al desenvolupament d’anticossos contra
les molecules del QS de P. aeruginosa, les HSL (vegeu apartat 4.1.2). Per les
caracteristiques d’aquestes molecules quant al baix pes molecular i la inestabilitat
hidrolitica, el sistema immune dels pacients infectats per P. aeruginosa no genera

206

anticossos contra aquestes molecules® . Els primers treballs en aquesta linia els va

iniciar el grup del Prof. Janda amb la produccié de I'anticos R$2-1G9*%

, sintetitzant
un haptée d’immunitzacié analeg a la 3-oxo-HSL. Més recentment, s’ha descrit la
produccié d’altres anticossos monoclonals contra les homoseril lactones®®. Amb

aquests segons anticossos s’ha desenvolupat un ELISA en format competitiu amb

dd £t . . . . . L - -
EPIMER: Diastereomers que es diferencien en la configuracid d’un Unic centre estereogeénic.
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una ICso de 4 nM en PBS i 10 nM en orina. Erickson et al., reporta la deteccié de
extractable 3-oxo-C;,-HSL i C4-HSL en esputs de pacients amb CF en el rang del
nanomolar (fins a 22 nM per la 3-ox0-C1,-HSL i entre 0 i 5 nM per la C4-HSL)*®.
Tanmateix, es creu que aquests valors poden variar ampliament en funcié de les
soques i per tant és necessari I'estudi més acurat per obtenir valor concloents®®.

4.1.5 APROXIMACIONS IMMUNOQUIMIQUES PER AL DIAGNOSTIC D’INFECCIONS
CAUSADES PER P. aeruginosa

La serologia, deteccio dels anticossos contra P. aeruginosa presents en el serum, és
una de les tecniques de diagnostic que s’han explorat. L’ELISA és el metode principal
que s'utilitza per a la deteccio dels anticossos en sang, seguit de |la
immunoelectroforesi i els radio immunoassajos®. Els antigens, de més a menys
utilitzats, sén I'exotoxina A, I'elastasa, I'antigen estandard (St-Ag:1-17), la fosfatasa
alcalina i el LPS. En general, I'increment dels titols d’anticos esta associat a una
infeccid persistent, perdo no sempre s’observa una diferéncia clara entre els nivells

1. Per tant, I'ds d’aquestes

d’anticos en pacients infectats i pacients contro
tecniques com a eina de diagnostic d’infeccié com s’ha comentat anteriorment, es
posa en dubte, ja que requereixen ser contrastades amb el cultiu de les mostres per
poder confirmar la persisténcia o no d’infeccié'®. La falta d’especificitat del métode
podria venir donada per un mal disseny dels antigens que s’utilitzen. Tot i la falta
d’especificitat de la tecnica, la serologia és una alternativa al cultiu d’esput, que és la
tecnica més habitual amb qué es detecten els bacteris associats a problemes
respiratoris, pero a vegades |'obtencié d’aquestes mostres és complicada i requereix

la introduccio de cateters.

Moltes cases comercials també ofereixen kits per a la deteccié de IgG humana
contra Ags de P. aeruginosa, com per exemple Mediagnost® (Reutlingen, Germany)
amb kits per a la deteccié de la fosfatasa alcalina, I'exotoxina A o I'elastasa en serum
i plasma. SSI Diagnostica (Copenaguen, Dinamarca) n’és un altre exemple amb un kit
que com a tapissat de la placa d’ELISA utilitza una barreja d’Ags dels serotips® O-1 i
0O-17 de P. aeruginosa, i una barreja d’anticosos contra P. aeruginosa com a serum
estandard.

Pel que fa al desenvolupament d’assajos immunoquimics per a la deteccié de P.
aeruginosa I'ELISA és una de les opcions més comunes, com el multiplexat per a la
deteccié simultania de la fosfatasa alcalina, I'elastasa i I’exotoxina A, amb limits de

ee R - - . . . .
SEROTIP: Subdivisié d’una espécie o d’'una subespécie de microorganismes que inclou organismes que tenen
algun caracter antigénic comu que els diferencia d’altres linies o soques.

138



Pseudomonas aeruginosa

deteccié de 18 pg mL?, 34 pg mL™ i 22 pg mL", respectivament®'’. Els anticossos
utilitzats son policlonals que han estat obtinguts a partir de la immunitzacio
d’extractes de les mateixes proteines, en el cas de |'elastasa i I’'exotoxina previament
convertides en toxoides. L’estudi de reactivitat creuada que es mostra és incomplet,
ja que només s’avalua enfront de les tres exotoxines de I'assaig perdo amb el disseny
d’'immunogen emprat és altament possible que els assajos cros reaccionin amb
I'elastasa i la fosfatasa alcalina d’altres organismes, ja que només I'exotoxina A és
especifica de I'espécie P. aeruginosa. L’assaig tampoc no ha estat implementat en
mostres biologiques.

Un altre treball descriu un immunoassaig per a la deteccié directa del bacteri,
mitjangant la deteccid de I'anticos no lligat a la bacteria amb un anti-IgG marcada
amb el fluorofor Cy5'*°, que assoleix un LOD de 4,10-10° CFU mL™. Mentre que
I’assaig és rapid, 15 min, els anticosos emprats son comercials contra un Ag de la
paret bacteriana del qual no s’especifica quin ha estat I'antigen per generar-los. No
s’han fet estudis de reactivitat creuada ni s’ha implementat a mostres reals.

Altres aproximacions apunten a la immobilitzacié dels anticossos en plataformes
sensores miniaturitzades. Bekir i col-laboradors han desenvolupat un sensor
impedimetri**® en el qual els anticossos de captura, anti-P. aeruginosa, s’han
immobilitzat sobre eléctrodes de carbd. L’assaig s’ha aplicat a I'analisi de mostres
d’aigua, i tot i la bona detectabilitat, fins a 10 CFU mL™, se’n desconeix I'antigen de
reconeixement dels anticossos; son comercials i no se’n donen detalls.

De nou, ens trobem davant d’un escenari amb diversos metodes desenvolupats
perd amb la caréncia d’'un métode competent per substituir els actuals metodes
rutinaris.

4.1.6 TREBALLS ANTERIORS PER A LA DETERMINACIO DE LA PIOCIANINA

La recerca i els resultats descrits més endavant constitueixen el primer treball
adrecat la deteccio del pigment piocianina mitjangant tecniques immunoquimiques.
Anteriorment, s’han descrit altres tecniques no especifiques per a la mesura
quantitativa i/o qualitativa del pigment PYO (vegeu Taula 4.1).

Les primeres quantificacions del pigment piocianina es van fer per absorbancia
aprofitant els maxims d’absorcié caracteristics de la molecula. La PYO és sensible al
pH, del qual deriven canvis en la coloracid del pigment i també en l'espectre

160

d’absorbancia™". S’han descrit protocols per extreure el pigment dels medis cultiu o

matrius biologiques per poder quantificar el pigment*’®.
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El 1986 Watson i col-laboradors van establir un metode per analitzar els pigments
PYO i 1-OHphz mitjangant Cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC, High

213 Aquest és el métode

Performance Liquid Chromatography Mass Spectrometry)
més acurat per a la quantificacié. Tot i els desavantatges que presenta I'HPLC a
I’"hora d’analitzar matrius biologiques, s’han descrit protocols on han estat capagos
de detectar els pigments en mostres d’esput de pacients infectats. Detectant
concentracions de piocianina de 'ordre de pg mL™ en esput'’?. Pel que fa al sistema
de deteccid, s’ha fet emprant espectroscopia d’ultravioleta-visible (UV-vis,
Ultraviolet—visible spectroscopy) o per espectrometria de masses (MS, mass
spectrometry) (vegeu Taula 4.1). Per UV-vis és necessari monitoritzar les
absorbancies de les diferents fenazines i coneixer el perfil de cadascuna d’elles,
mentre que els detectors de masses sén métodes inequivocs que permeten coneixer
la masses exacte del producte. Quant a les detectabilitats, els metodes de MS també
permeten millorar la sensibilitat. Mentre que amb MS utilitzant la monitoritzacio
d’un sol i6 (SIM, single-ion-monitoring) s’arriben a detectabilitats del nM, amb els
metodes de UV-vis la detectabilitat reportada per les fenazines és de I'ordre del uM.

Taula 4.1 Tecniques per a la deteccié de piocianina.

Tecnica Analit Matriu LOD Observacions Ref
No s’ha establert un metode
Abs PYO Medi cultiu - e 178214
quantitatiu
Inapropiada er a mostres
GC PYO Medi cultiu 10 pg Al 2 213
compexes
Tot i la compexitat de la técnica,
HPLC-UV- R e s 213
is. + GC PYO Esput 5-10 ng simplifica les dificultats d’analisi
vis.
respecte I'Gs de GC simple
PYO Esput 952 nM Les concentracions s’han calculat 47,
HPLC-MS . L
1-OHphz Esput 505 nM a partir de I'analisi UV
. . rang . . 215
VP PYO Medi cultiu M Senyal inespecific
n
VP PYO Tampd 30 nM Senyal inespecific 216
Medi cultiu 0,18 um
Urina 1,81 uM
VP PYO Esput 0,13 uMm Senyal inespecific m
BAL 0,14 uMm
Sang* 0,16 uM
VP+UV-vis. 1-OHphz Tampd 0,48 uM Senyal inespecific 27
Tampd 23,8 nM . o 218
Raman PYO Senyal inespecific
esput 23,8 nM

GC: Cromatografia de gasos (gas chromatography). Abs: Absorbancia. VP: Voltamperometria. *Sang
amb heparina.

Més tard han aparegut tecniques electroanalitiques per a la deteccio de la PYO tant

en tampod com en matriu amb limits de deteccid significativament prometedores,

215

com la voltamperometria amb un LOD de l'ordre del nM“” o un sensor de
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218 E| fonament

voltamperometria sobre fibra de carbé amb un LOD de 0,030 uM
d’ambdds metodes es basa en les propietats redox de la PYO, fet que els fa no
completament especifics ja que altres espécies redox reactives presents en el medi
també podrien generar senyals. Recentment, s’ha publicat un sistema de deteccid
optica, concretament basat en espectroscopia raman on també s’assoleixen LOD de
I'ordre de 2,38 nM en tampd i esput pero, de nou, aquest sistema tampoc disposa

d’un receptor especific**®.

4.2 OBIJECTIU | ESTRATEGIA

L’objectiu d’aquest capitol 4 era donar solucié a I'actual manca de sistemes de
deteccio de P. aeruginosa que es puguin implementar de manera facil en els
hospitals, que siguin especifics pel microorganisme en qulestid i els resultats
s’obtinguin en temps breu de manera que permetin prescriure els antibiotics més
adequats segons la infeccié6. Amb un plantejament semblant al del capitol 3,
cadascun amb els respectius microorganismes, es va proposar la tecnica d’ELISA per
donar solucié a aquest problema. Per assolir aquest objectiu, ens vam proposar els
seglients objectius especifics.

4.2.1 SELECCIO DE LA DIANA | PREPARACIO DELS IMMUNOREACTIUS

El pigment piocianina (PYO) present en la major part de les soques de P. aeruginosa i
especific del bacteri es va seleccionar com a diana per a la deteccio de P.
aeruginosa. A causa del baix pes molecular de la PYO, era necessaria la produccio
d’un hapte d’immunitzacié per posteriorment poder-ne obtenir els anticossos
corresponents.

En una primera instancia, es va abordar el disseny d’haptens d’immunitzacié contra
la PYO. Tots aquests treballs es discuteixen en I'aparat 4.3.1 i els detalls
experimentals es detallen a I'apartat 4.6. Posteriorment, la segona aproximacié va
anar dirigida a la sintesi d’'un hapté d’immunitzacié contra la 1-OHphz. El disseny i
sintesi d’aquest hapte (hapté PC1) es recull en la publicacié IX (patent; vegeu apartat
4.3.5) i la publicacié X (article; vegeu apartat 4.3.6).
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4.2.2 PRODUCCIO | AVALUACIO DELS ANTICOSSOS ESPECIFICS

L’hapteé d’immunitzaci6 PC1 es va conjugar a una biomacromolécula capag
d’estimular el sistema immunologic de I'hoste i es va immunitzar per triplicat a
conills blancs de varietat New Zealand. Un cop acabat el procés d’immunitzacio, els
antisérums (As230, As231 i As232) es van avaluar per ELISA. Tots els detalls de la
produccié dels anticossos i la seva avaluacié es recullen en la publicacié X (vegeu
apartat 3.4.1) i en la publicacid IX (vegeu apartat 3.4.2).

4.2.3 DESENVOLUPAMENT | AVALUACIO D’UN ELISA EN FORMAT DE
MICROPLACA PER A LA DETECCIO DE PYO | 1-OHPHZ

A continuacid, els anticossos es van implementar en un assaig de tipus ELISA en
format de microplaca que permetés quantificar ambdds pigments, la PYO i la 1-
OHphz. Per tal d’assolir aquest objectiu, primer es va estudiar la conversié de la PYO
a 1-OHphz per metodes cromatografics. En segon lloc, es va dissenyar un protocol
immunoquimic que permetés quantificar la 1-OHphz i la PYO emprant anticossos
contra la 1-OHphz. | en tercer lloc, es va establir un assaig immunoquimic per a la
deteccio dels pigments. Un cop establert I'immunoassaig, es van estudiar els
parametres fisicoquimics de I'assaig (pH, forca ionica, tant per cent Tween® 20,
temps de competéncia i temps preincubacié de I'analit amb I'anticos). Aquests
treballs es recullen de manera detallada en la publicacié X (vegeu apartat 3.4.1) i en
la publicacid IX (vegeu apartat 3.4.2).

Finalment, 'assaig es va implementar per a la quantificacio dels pigments en
mostres de cultius cel-lulars de P. aeruginosa i més tard en mostres d’origen biologic
(esput). Els detalls dels treballs en cultius cel-lulars de P. aeruginosa no han estat
publicats i es recullen en l'apartat 4.3.3. La implementacié en les mostres
biologiques s’inclou en la publicacié X (vegeu apartat 3.4.1) i la publicacié Il (vegeu
apartat 3.4.2).

4.3 RESULTATS I DISCUSSIO

4.3.1 DESENVOLUPAMENT D’ANTICOSSOS ESPECIFICS PER A LA DETECCIO DE P.
AERUGINOSA

La PYO, arran del seu baix pes molecular, presenta una baixa immunogenicitat, per
la qual cosa seria metabolitzada i posteriorment excretada amb facilitat per I’hoste
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escollit per produir anticossos'’>. Per aquest motiu, és necessari el disseny d’un
hapte d’immunitzacié que permet introduir un brag¢ espaiador a la molecula i
conjugar-la a una biomacromolécula d’alt pes molecular capag¢ d’estimular la
produccié d’anticossos. La Figura 4.7 mostra I'estructura quimica dels tres haptens
de piocianina proposats per a la preparacié d’'immunoreactius. Les fletxes indiquen
la posicid en que s’introduiria el brag espaiador per introduir una modificacié de
I’estructura quimica de I’analit.

0 = O
N N
N N
N (:[
N N
> | I

PYO
o o~ cooH 0
N N HOOC N
AN \ N g AN B
@*Jij @EW AN
N N N
A | |
HooC ™™
Hapte A Hapte B Hapte C

Figura 4.7 Estructura quimica dels tres haptens de PYO proposats per a la preparacié d’'immunoreactius. Les
fletxes indiquen la posicié en qué s’introdueix la modificacié de I’estructura quimica de I'analit.

a Preparacio dels haptens A i B

A partir del 'estratégia sintética de la PYO publicada per Surrey i col-laboradors**® es
van proposar els esquemes retrosintétics que es mostren a la Figura 4.8 per a la
preparacio dels haptens A i B.

El 1,2-dihidroxi-3-metoxibenzé (1) es va proposar com a compost de partida per la
sintesi dels dos haptens. Després d’una oxidacio dels grups hidroxils per formar la
guinona, aquesta es condensaria amb el 1,2-diaminobenze (3) per a I'obtencid de la
metoxifenazina (4). Una desproteccid del grup metoxi permetria obtenir la 1-OHphz
(5). A continuacid, s’introduiria el bra¢ espaiador mitjangant una reaccié d’atac
nucleofil del N-5 de la hidroxifenazina (5) sobre un ester alquinic halogenat.
Finalment, la hidrolisi de I'éster portaria a I'obtencié de I'hapté A (6). L’hapte B es
prepararia a partir de la 1-OHphz (5), introduint un brag espaiador mitjangant una
reaccié de substitucié nucleofila entre un ester alquinic halogenat i el grup fenoxid
generat en medi. Seguidament, es procediria a hidrolitzar I’ester metilic per obtenir
I’hapté B (8). Aixi mateix, la 1-OHphz (5) constitueix un intermedi clau també per a
I’'obtencié de la PYO.
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Figura 4.8 Analisi retrosintética per a la preparacié dels haptens A i B i sintesi de la PYO.

a.1 Preparacio de la 1-hidroxifenazina (5)

L’oxidacié dels dos hidroxils del 1,2-dihidroxi-3-metoxibenze (1) (vegeu Figura 4.9)
es va assajar inicialment amb PbO, seguint el procediment descrit per Surrey®"
tanmateix la reaccid no va tenir lloc. En una primera instancia, es va atribuir a la
puresa del PbO,, i per aquest motiu es va assajar amb un segon PbO, de maxima
puresa (99%), el treball dels autors no especificava la puresa del seu reactiu, pero
aquest segon intent tampoc va tenir éxit. En conseqliéncia, es va assumir a la
diferéncia d’escala de treball, Surrey utilitzava una escala elevada i treballava
emprant reactors quimics. Es va assajar una alternativa, seguint el procediment
empleat per Carlson i Miller’®, en el qual el PbO, era substituit per la 3,4,5,6-
tetracloro-1,2-benzoquinona (9) i s’obtenia aixi un rendiment del 75% en |'obtencié
de la 3-metoxi-o-benzoquinona (2). Seguidament, la condensacioé entre la o-quinona
(2) i el 1,2-diaminobenzé (3) comercial va permetre obtenir la 1-metoxifenazina (4)
tal com es desprén dels senyals de NMR *H, desplagament del grup metoxi respecte
del reactiu de partida i formacid de nous protons aromatics. Tal com descrivia
Surrey”™® la reaccié es va dur a terme en medi acid per millorar la solubilitat del
diaminobenze (3) (vegeu Figura 4.9). Va ser precis purificar el cru de reaccié per
columna de cromatografia de silice per eliminar els polimers de quinona formats en
el medi de reaccié, cosa que va permetre aillar la metoxifenazina (4) amb un
rendiment del 41%.
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Figura 4.9 Condensacio de la o-quinona (2) amb el diaminobenze (3) per obtenir la metoxifenazina (4).

La seglient etapa va consistir en la desmetilacié de la metoxifenazina (4) per a
I’'obtencié de la 1-OHphz (5). De la mateixa manera que la reaccid anterior, aquesta
etapa havia estat descrita per Surrey’”® emprant HBr com a agent desmetilant.
Seguint aquest procediment s’obtingué un rendiment del 22%. Amb la finalitat de
millorar aquest rendiment, es va assajar de nou la reacci6 emprant com a agent

221

desmetilant el BBr; ““". Aquest ultim reactiu va permetre obtenir el compost (5) amb

un rendiment de fins el 36% amb un rendiment global de la sintesi per a I'obtencio
de la 1-OHphz (5) del 16%.

OCH;  Bar,

©: :(j CH,Cly anh,

Figura 4.10 Obtencié del 1-hidroxifenazina (5) a partir de la 1-metoxifenazina (4)

5, 1-OHphz

Com a consequencia del baix rendiment es va assajar un procediment alternatiu
basat en el treball de Donald i col-laboradors®*? utilitzant la fenazina (10) com a
producte de partida (vegeu Figura 4.11) per introduir el metil a la posicid 5 i
posteriorment el grup hidroxil a la posicié 1. La metilacié d’un dels nitrogens es va
dur a terme amb (CHs),S04, emprant un excés de 2,7 equivalents de I'agent metilant
respecte de la fenazina i PANO, com a dissolvent, i es va obtenir el producte desitjat
amb un rendiment del 70%. A continuacid, es va procedir a la introduccid del grup
hidroxil en el carboni 1 del sistema aromatic, es prepara una dissolucié 4 mM del
metansulfonat de N-metilfenazina (11) en H,0 i es deixa la dissolucié durant 24 h
exposada a la llum solar. La formacié del compost (12) es va controlar mitjangant
cromatografia de capa fina (TLC, thin-layer chromatography) en observar I'aparicié
d’una taca de color blau cian. Sense aillar el producte, es va basificar la solucid
afegint NaOH 8 M (5 mL) durant 16 h per procedir a la desmetilacié del compost
(12), cosa que va permetre obtenir la 1-OHphz (5) amb un rendiment del 72%, amb
un rendiment global del 50%, significativament superior al de la primera estrategia
assajada (16%).
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La 1-OHphz (5) es caracteritza pel seu color groc i per I'aparicié de dos doblets a la
zona aromatica ad 7,20, 7,69 i 7,78 més tres multiplets també en la zona aromatica
en I'espectre de NMR 'H (vegeu detalls a I'apartat de materials i metodes 4.6).

N\ PhNO, N\
+Me,S0, ———>
~ 130°C N2
N N
10 11 |

0—S0,CH,3
H,0, 0,
hv 24h
OH 1) NaOH 16h OH
2 l +/
N N
5, 1-OHphz 12 | o 50,CH,

Figura 4.11 Esquema alternatiu per a la sintesi de 1-OHphz (5) a partir de la fenazina (10).

a.2 Reaccio de 5N-alquilacio per a I'obtencio de piocianina.

A partir de la fenazina (5) es va procedir a la 5N-metilacié d’aquest compost amb la
finalitat d’obtenir la piocianina. Novament, es va seguir el procediment descrit per
Surrey219 que s’utilitzava (CH3),SO4 en excés com a agent metilant i dissolvent de la
reaccié (vegeu Figura 4.12). La formacié de la PYO es va observar facilment
mitjangant TLC gracies a 'aparicié d’una taca de color blau cian, color caracteristic
del pigment i del qual prové el nom de la molécula. Acte seguit, es va provar de
reproduir la mateixa reaccié reduint la quantitat de (CH3),SO,4 i emprant nitrometa a
100°C com a dissolvent, perd no va resultar satisfactori. Aixi doncs el métode descrit
per Surrey en aquest cas va poder ser reproduit amb I'obtencié de la piocianina amb
un rendiment del 93%. La identificacié estructural es va fer en base a I'aparicié del
senyal corresponent al grup metil a § 4,01 en I'espectre NMR *H.

OH (CH5),S0, 0

Ny 100°C, 10 min Ny
= +-
N

N
5, 1-OHphz PYO |

Figura 4.12 Sintesi de la PYO.
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a.3 Reaccio de 5N-alquilacio per a I'obtencio del hapte A.

L’obtencio del hapte A consistia en la introduccié del brag espaiador en la posicié 5N
del conjunt aromatic de la 1-OHphz (5). El primer assaig es va realitzar amb el 5-
bromo pentanoat de metil en dioxa anhidre a reflux, perd no es va observar cap
evolucié de la reaccié ni per TLC ni per NMR 'H. Seguidament, es va assajar la
reaccié emprant agents alquilants més potents com sén els halurs d’alquil CH;CH,l i
CHsl sense obtenir el resultat esperat. La falta de reactivitat es va atribuir al fet
d’haver realitzat les reaccions a pressidé atmosferica, atés que, en aquest context
Kitahara et al.>® havien descrit rendiments del 20% en alquilacions sobre substrats
fenazinics emprant reactors a altes pressions, dels qual no disposavem en el nostre
laboratori. També es van realitzar assajos de N-alquilacié amb el compost 4-cloro-
carboxibutilmetil ester i amb acid formic, pero ni I'acilacié ni la formilacio
corresponents van poder ser apreciades. A la Taula 4.2 es mostren totes les
condicions assajades sense exit per alquilar o acilar aquest nitrogen. Aquests
resultats negatius, ens van portar a pensar que la 1-OHphz (5) és un compost
d’elevada estabilitat i conseglientment poc reactiu, motiu pel qual a la literatura es

B9 A conseqliencia

descriu que precisa altres pressions per al seu funcionament
d’aquests resultats, es va decidir abordar una nova estrategia sintetica per a la
preparacid d’haptens de piocianina on la introduccié del brag espaiador es realitzés

abans de I'etapa de ciclacié per a la formacid de I'estructura fenazina.

Taula 4.2 Condicions dels diversos experiments que es van assajar per a la N-alquilacié de 1-OHphz.

Exp A Equivalents Dissolvent Temp (°C) Resultat
1 (CH3),S0, 1:41 A 100 R=CH;
(0}
2 B,/\/\)%/ 1:1.1 Dioxa anh. 101 =
5-bromo pentanoat de metil
3 CHsl 1:2 CH,Cl,anh. 40 -
4 CHsl 1:4 Cl,CHCHCI, 100 =
5 CH3CH,! 1:2 CH5Cl 61 -
6 CH5CH,! 1:4 Nitrometa 100 =

0} o

7 CI)WJ\O/ 1:1.1 Dioxa anh. 101 -

4-cloro-carboxibutilmetil ester
(0]
8 HJ\OH 1:28 A 80 -

Acid Formic
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a.4 Reaccio de O-alquilacio per a 'obtencio del hapté B

Donada I’escassa reactivitat de la 1-OHphz (5) vers les reaccions de N-alquilacid, es
va optar per abordar la preparacido de I'hapte B, en el qual el brag espaiador
s’'introdueix en I'estructura fenazinica en la posicié del grup hidroxil mitjangant una
reaccié de substitucié nucleofila. Amb aquest proposit, es va fer reaccionar la 1-
OHphz (5) amb NaH i una vegada obtingut el corresponent anid es va afegir 5-bromo
pentanoat de metil. El seguiment per TLC i *H-NMR de la reaccié tampoc no indicava
cap canvi.

A priori, ens havia semblat que I'obtencié dels haptens A i B seria senzill, atés que
els bracos espaiadors s’introduien directament sobre I'estructura de la fenazina (5) a
través dels heteroatoms reactius. A més, la sintesi de la fenazina (5) ja havia estat
descrita anteriorment®™®. En vista de I'escassa reactivitat de la 1-OHphz (5) i de la
impossibilitat d’obtenir els haptens A i B amb els procediments assajats, es va
abordar la sintesi de I’'hapte C, en que el brag espaiador esta unit directament a
I’estructura aromatica de la fenazina (vegeu Figura 4.7). Per assolir aquest objectiu
va ser necessari dissenyar una nova estrategia sintetica. Els treballs realitzats en
aquesta direccio es troben descrits a I'apartat seglient.

b Preparacio de ’hapte C i obtencio dels anticossos corresponents.

En aquesta estrategia, tots els epitops caracteristics de la molecula queden exposats
al sistema immune de I’hoste; per tant a priori semblava que aquest hapte podria
proporcionar anticossos amb millors qualitats tant pel que fa a I'afinitat com a la
selectivitat. El coneixement adquirit durant les sintesis anteriors ens feia pensar que
el metil de la posicid (5) de la PYO era relativament labil, motiu pel qual havia estat
tan dificil alquilar o acilar aquesta posicié. Una prova d’aquest fet va ser que amb
una simple reaccié en medi basic la PYO es converteix quantitativament en 1-OHphz
en tan sols 20 min (vegeu Figura 2S de la publicacié X recollida a I'apartat 4.3.6). Aixi
doncs, es va decidir canviar d’estrategia per abordar la produccié d’anticossos
contra la 1-OHphz (5), un dels altres pigments també segregats per P. aeruginosa i el
metabolit principal de la PYO. D’aquesta manera, els anticossos generats
permetrien quantificar immunoquimicament els dos pigments simultaniament, en el
cas de la PYO després d’un simple tractament.

La sintesi de I’'hapté C (hapté PC1) es va aconseguir condensant la benzoquinona (2)
amb el 3,4-diaminobenzoat de metil (vegeu Figura 1 de publicacié X) en comptes del
1,2-diaminobenze (3) fet servir anteriorment (vegeu Figura 4.9). Els detalls
experimentals del procediment sintétic els trobareu al document de suport que
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acompanya a l'article (vegeu apartat 4.3.6). Com a resultat, I’hapte PC1 es va obtenir
amb un rendiment global del 3%. Aquest baix rendiment va ser fonamentalment
degut a les dificultats trobades durant el procés d’extraccié del medi de reaccié de
les fenazines formades.

Finalment, I’hapté PC1 (vegeu Figura 1 de l'article, apartat 4.3.6) es va conjugar
covalentment a través del grups carboxilics als residus de lisina de la HCH. El
conjugat PC1-HCH es va immunitzar a tres conills de tipus New Zealand i quan el titol
d’anticos va ser el desitjat se’n van obtenir els antiserums, anomenats As230, As231
i As232.

4.3.2 ESTABLIMENT D’UN IMMUNOASSAIG DE TIPUS ELISA PER A LA
DETERMINACIO DE 1-OHphz | PYO

L’hapteé PC1 va ser utilitzat per preparar tant I'immunogen, mitjangant la seva
conjugacié a HCH, com el competidor, mitjangant la seva conjugaciéo a BSA. Els
anticossos generats van permetre establir un protocol d’analisi per a la 1-OHphz i la
PYO. Tota la informacié relacionada amb aquest desenvolupament aixi com la
optimitzacid de I'assaig s’inclou a l'article i el document de suport adjuntats a
I'apartat 4.3.6).

Pel cas de la PYO, la mostra s’havia de sotmetre a un tractament en medi basic.
Aquest tractament va ser estudiat previament per HPLC-DAD, fet que va permetre
demostrar que es tractava d’una transformacié quantitativa (vegeu vegeu apartat
4.3.6). A més I'avaluacié de I'ELISA As230/PC1-BSA en tampd va demostrar que,
inclos aquest tractament, la técnica permetia quantificar tots dos analits 1-OHphz i
PYO amb una gran exactitud (vegeu Taula 4a de apartat 4.3.6). Amb aquests
resultats satisfactoris es va procedir doncs a avaluar el funcionament de la técnica
en matrius més complexes, incloent medis de cultiu (vegeu apartat 4.3.3) i també
mostres cliniques obtingudes de pacients (vegeu apartat 4.3.4).

4.3.3 QUANTIFICACIO DELS PIGMENTS PYO | 1-OHphz EN CORBES DE
CREIXEMENT DE MEDIS DE CULTIU DE P. aeruginosa

Aquest treball es va fer en col-laboracié amb els grups de microbiologia clinica i el
servei de pneumologia de I'Hospital Germans Trias i Pujol (HGTiP), liderats pel Dr.

Vicent Ausina i el Dr. Joan Ruiz Manzano, respectivament.

Alguns dels treballs que trobem a la literatura cientifica han estudiat com afecten els
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diferents medis de cultiu a la produccié de PYO™®*

PYO també es veu influenciada pel tipus de soca, s’ha vist que la preséncia de

. Si bé la capacitat productora de

glicerol, alanina, sulfur i ferro sén propicis per a la produccié del pigment. En base a
aquestes observacions, el medi Frank De Moss ha estat formulat i recomanat per a
la deteccid de P. aeruginosa tot i que en altres medis com ara Miiller Hinton (MH) o

Luria-Bertani (LB)*®

el pigment també s’expressa.

Tenint en compte aquesta informacid, es van fer créixer diferents soques, algunes
d’elles provinents d’hemocultius positius de I'HGTIiP i d’altres provinents de
col-leccions de bacteris obtinguts al laboratori, en medi MH. Amb |'objectiu
d’observar la secrecié de PYO en funcié del creixement de la soca i comprovar que
I"ELISA As230/PC1-BSA desenvolupat era capa¢ de quantificar-ne els pigments, es
van inocular colonies de P. aeruginosa en medi de cultiu fresc i es varen extreure
aliquotes amb intervals d’una hora (vegeu detalls experimentals a I'apartat 4.6). De
cadascuna de les aliquotes es va mesurar la densitat optica (OD, optical density) a
una longitud d’ona de 600 nm, que permet relacionar-ho amb la densitat de
cel-lules, i els pigments fenazinics, PYO i 1-OHphz.

Les mesures de PYO i 1-OHphz es van abordar fent servir els sobrenedants obtinguts
de cadascuna de les aliquotes (vegeu detalls experimentals a I'apartat 4.6). El
potencial efecte inespecific ocasionat per la matriu del medi de cultiu MH es va
avaluar preparant corbes de calibratge a diferents dilucions del medi MH en PBST i
comparant amb la corba de referéncia de I'assaig en tampd PBST. Com a resultat de
I’experiment es va decidir treballar a una dilucié de medi 1/5 (vegeu Figura 4.13 A).
Per tal de poder quantificar la PYO, una part de la mostra havia de ser tractada en
medi basic. Tal i com mostra la Figura 4.13 B, les corbes de calibratge preparades en
medi de cultiu tractat i no tractat eren molt similars, amb el mateix interval de
treball i per tant ens permetia quantificar ambdues mostres (tractades i no
tractades) en la mateixa corba.

1.0
1.00- i FESt ®  MH Tractat
MH 0.8 i Ao MH No Tractat
0.754 MH 1/2
§ MH 15 § 0.6
.3 0.50- MH 1/10 _ﬂ
< MH 120 <« 0.47
0.25+ 0.2+
A B
ooc L] L L) L) L L LJ oc L) L] L] L) L L] L
104 103 102 10" 10° 10" 102 103 104 104 103 102 10" 10° 10' 102 10% 10%
1-OHphz, nM 1-OHphz, nM

Figura 4.13 Efecte matriu del medi de cultiu Miiller Hinton. A. La figura mostra les diferents corbes de calibratge
preparades a partir de dilucions del medi MH en PBST. B. La figura mostra les corbes de calibratge en MH
(tractat i no tractat) diluit 1/5 en PBST.
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Un cop minimitzat I'efecte matriu, es va procedir a la quantificacié de les aliquotes
obtingudes del cultiu cel-lular a diferents temps. En un primer experiment es van fer
créixer en medi MH dues soques que ens va proporcionar la Dra. Dianne Newman
de I'Institut de Tecnologia de California (Caltech, Pasadena, CA). La soca DKN263 és
una soca silvestre (wild type) mentre que la soca DKN330 és una soca AphzA1-G1
AphzA2-G2, on els gens productors de fenazines s’han inactivat®®®. Tal i com mostra
la Taula 4.3 i la Figura 4.14, la concentracié de PYO (linia blava de les grafiques) i 1-
OHphz (linia groga de les grafiques) dels medis de cultiu on s’havia fet créixer la soca
DKN263 augmenta amb el temps, mentre que a aquells on s’havia inoculat la soca
DKN330, no se’n va observar la produccio, tal com era d’esperar. La linia vermella de
les grafiques correspon a OD a 600 nm (eix esquerre de la grafica). L'objectiu
d’aquesta mesura és obtenir un valor de la llum dispersada (light scattered) en el
medi, proporcional a la suspensié cel-lular. Per tant, en aquest cas parlarem de OD i
no d’absorbancia, ja que es tracta d’un concepte de turbuléncia del medi. Tal com es
pot observar, la produccié de PYO comenca a ser quantificable des del primer
moment i incrementa significativament un parell d’hores després que s’hagi produit
el creixement exponencial del bacteri. La 1-OHphz en canvi es comenga a apareixer
més tard, un cop el bacteri practicament ha entrat en estat estacionari.

Els resultats confirmen que el nostre immunoassaig és capac¢ de detectar aquests
pigments segregats per la soca DKN263 durant el seu creixement. A més a més, els
resultats negatius obtinguts amb els cultius de la soca DKN330 confirmen que
I’efecte matriu del medi de cultiu estava minimitzat, en cas contrari podriem haver
obtingut falsos positius en les mesures.

- PYO —+— PYO
- —— OD 1-OHphz
2,0—20 1-OHPhZ_ah000 3.0 Pz 10
A 65000 B
15 50000 2.5
: 35000 204 S
g 20000 3 g 2
3 .. 5000 N 8. .| N,
b 1.0 50 3 a 1.5 3
° 0 3 O, F
0.5 3 = ’ =
20 0.54
o 10
0.0l L0 0.0 ——————3==0.0
0 1 2 t3 t4 t5 t6 {7 8 0 t1 2 t3 t4 t5 t6 t7 18
temps, h temps, h

Figura 4.14 Grafiques que mostra la produccio de PYO i 1-OHphz durant el creixement de les soques DKN263 (A)
i DKN330 (B) de P. aeruginosa. La linia vermella (OD 600 nm) déna informacié sobre I'estadi de creixement
bacteria. El temps 0 correspon al moment en que s’inocula el medi de cultiu.
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Taula 4.3 Concentracions de 1-OHphz i PYO mesurades al llarg del creixement bacteria de les soques DKN263 i
DKN330 en medi MH.

DKN 263 DKN 330
T, oD Conc. bact.,, 1-OHphz, PYO, T, oD Conc. bact.,, 1-OHphz, PYO,
h 600nm° CFUmL®® nM° nM° h  600nm° CFUmL®® nM®  nM°
0 0002 1,60-10° n.d 1,36 + 0,08 0 0,004  3,2010° n.d n.d
1 0,010 8,0010° n.d 1,55 + 0,05 1 0,020  1,60-10 n.d n.d
2 0016 1,2810 n.d 2,74 0,11 2 0,032  2,56:10 n.d n.d
3 0032 25610 n.d 1,86 + 0,06 3 0,064  5,12:10 n.d n.d
4 0083 66410 n.d 2,64 0,16 4 0,166  1,33-10° n.d n.d
5 0266 2,13-10° n.d 2,65+0,12 5 0,532  4,26-10° n.d n.d
6 1,238  9,90-10° n.d 3,92 £ 0,31 6 2,476  1,9810° n.d n.d
7 1,343  1,07-10° 43,02+4,45 6457,67+10,52 | 7 2,686  2,15.10° n.d n.d
8 1,441  1,1510° 49,27 +3,59 65950,73+19,26| 8 2,882  2,31-10° n.d n.d

T= temps; n.d= no detectat. “Els valors de OD corresponen a una sola mesura. ®|a concentracié de bacteri
(conc. bac.) és un valor aproximat calculat a partir de la OD a 600 nm, considerant que 1 OD= 8108 cFu mL™. €
Les concentracions obtingudes corresponen a la mitjana i la desviacié estandard de la mesura realitzada en
tres pous diferents d’una mateixa placa.

En un segon experiment es va fer créixer una soca de P. aeruginosa que provenia
d’un hemocultiu positiu d’'un pacient de 'HGTIP. A la la Taula 4.4 i Figura 4.15 es
mostren els resultats obtinguts. De la mateixa manera que en I'experiment anterior,
les concentracions de PYO i 1-OHphz augmenten amb el temps, pero cal notar la
diferéncia en les concentracions segregades, depenent de la soca i de les condicions
utilitzades tal com s’ha descrit en la bibliografialse. En aquest cas, els valors van ser
molt més alts des d’un inici, i els nivells també es van elevar significativament
després de 7 h. Aixé no obstant, la cinetica de creixement bacteria va ser molt
diferent, i es va observar un creixement molt rapid després de tan sols 2 h de cultiu.
Aquest comportament s’assumeix a les caracteristiques inherents de la soca.

- PYO
—%— Abs 1-OHphz
3.0 40000
35000
2.5+ 30000
" 25500 &
o 20 20500 3
S 15500 N,
a 1.5+ 10500 =
o 5500 &
1.0 500 =
100 =
0.57 &
25
0.0 U T T T T T 0
t0 11 t2 t3 t4 t5 t6 t7 {8
temps, h

Figura 4.15 Representacio de la concentracié de les fenazines PYO i 1-OHphz segregades en funcid de la corba de
creixement de P. aeruginosa d’una soca provinent d’hemocultiu positiu.
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Taula 4.4 Concentracions de 1-OHphz i PYO mesurades al llarg del creixement bacteria d’una soca provinent
d’hemocultiu positiu en medi MH.

Soca d’hemocultiu positiu

Temps, min OD 600 nm° Conc. bact., CFU mL™? 1-OHphz, nM € PYO, nM €
0 0,000 0,00'101 n.d. 11,00+ 0,12
1 0,076 6,08'107 n.d. 28,72+ 0,23
2 1,366 1,09'109 n.d. 48,16 £ 0,20
3 1,806 :I.,44'109 7,00+ 0,16 7,55+0,18
4 2,698 2,16'109 6,00 £ 0,15 11,74 £ 0,28
5 2,020 :I.,62'109 10,00+ 0,11 21,38+0,33
6 2,248 1,80'109 18,00 £ 0,21 326,66 £ 8,20
7 2,488 :I.,99'109 104,00 + 4,37 5157,68 £ 15,06
8 2,854 2,28'109 294,00 £ 7,39 32653,04 £ 22,08

n.d=no detectat. “Els valors de OD corresponen a una sola mesura. ® |a concentracié de bacteri (conc. bac.) és
un valor aproximat calculat a partir de la OD a 600 nm, considerant que 1 OD= 8-10% CFU mL™. © Les
concentracions obtingudes corresponen a la mitjana i la desviacié estandard de la mesura realitzada en tres
pous diferents d’'una mateixa placa.

4.3.4 ANALISI DE MOSTRES D’ESPUT DE PACIENTS INFECTATS PER P. aeruginosa

L'esput és el producte de secrecid patologica que és expulsat de les vies

respiratories dels pulmons, compost per mucus i cél-lules**®

L’analisi de I'esput ens
déna informacid de la gravetat de la infeccid a les vies respiratories profundes i ens

permet fer un seguiment de I’evolucié del pacient de manera no invasiva?”.

Una bona part dels resultats d’aquest treballs es troben descrits a I’article adjunt

(publicacio X, vegeu apartat 4.3.6).

L'esput és una mostra heterogeénia que primerament ha de ser solubilitzada i
homogeneitzada. Amb aquest fi, els esputs un cop pesats son solubilitzats amb una
solucié aquosa de ditiotreitrol (DTT, dithiothreitol) tal com es descriu a la part
experimental de [Iarticle, seguidament les solucions sén centrifugades i els
sobrenedants utilitzats per I'analisi (relacié final 125 pug de esput per uL). En una
primera instancia es va avaluar I'efecte matriu d’aquestes mostres i es va trobar que
era possible analitzar els sobrenedants després de diluir-los amb PBST 20 vegades
(relacio final 6,25 ug de esput per uL), tant en el cas de sobrenedants tractats amb
NaOH 1 M per la conversio de PYO a 1-OHphz, com pels sobrenendants no tractats.
Amb aquesta situacio el limit de deteccid de la nostre técnica és de 4,80 + 0,08 nmol
de 1-OHphz per Kg d’esput (0,60 + 0,01 nM en el sobrenedant, vegeu Taula 1 de
I'article, apartat 4.3.6), i el mateix limit de deteccid es pot atribuir pel que fa a la
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PYO atés que la conversié és quantitativa i la recuperacid molt propera al 100%
(vegeu Taula 2 de I'article).

A continuacio, es van preparar una serie de mostres cegues en les quals els
sobrenedants s’havien dopat amb PYO i/o 1-OHphz. Els resultats van demostrar que
I’"ELISA proporciona mesures forga exactes, fins i tot en medis complexos com sén
els sobrenedants d’esput (vegeu Taula 3B de I'article).

Amb aquest escenari forga prometedor, es va procedir a la quantificacié de 1-OHphz
i PYO a mostres d’esput de pacients amb problemes respiratoris colonitzats per P.
aeruginosa i no colonitzats, segons dades obtingudes dels laboratoris de
microbiologia amb els quals estavem col-laborant. En un primer estadi, es va
treballar amb mostres de pacients amb quadres de sepsia d’origen respiratori
provinents de I'HGTiP. Es van mesurar 12 mostres, cap de les quals va resultar
positiva. Totes les mostres havien donat positiu en el cultiu cel-lular, i tenien
carregues bacterianes variables, classificades segons tres categories: baixa, mitjana
o alta. Aquest fet ens va sorprendre, ja que d’acord amb els estudis que es recullen a
I'apartat 4.1.6, les concentracions de fenazines detectades en mostres biologiques
sén molt superiors al LOD de I'ELISA As230/PC1-BSA desenvolupat en aquesta tesi
doctoral. En base a aquest resultat negatiu, ens vam plantejar treballar amb mostres
de pacients infectats per P. aeruginosa de llarga durada, ja que tots els treballs
previs en que s’han descrit mesures de fenazines en mostres biologiques sense previ

cultiu cel-lular eren infeccions de llarga durada, normalment pacients de CF'7%*"2,

Ates que el projecte NanoBioSepRes tenia com a objectius fer aquests estudis amb
mostres de pacients amb estadis de seépsia, va ser molt dificil tenir accés a mostres
caracteritzades de malalts cronics. Malgrat tot, es van poder obtenir dues mostres,
un pacient amb malaltia pulmonar obstructiva cronica (COPD, chronic obstructive
pulmonary disease) i un altre pacient amb infeccié de llarga durada, amb carrega
bacteriana alta i mitjana, respectivament. Malauradament, ambdues mostres es van
mesurar i també van donar negatiu a la presencia de pigments fenazinics.

Aquests resultats, ens van portar a contactar amb I'equip del Dr. Xavier de Gracia,
cap de la seccié de pneumologia de I'Hospital de la Vall d’"Hebron de Barcelona, que
és I'hospital de referencia de CF i malalties croniques respiratories de Barcelona.
Com a resultat d’aquesta col-laboracié vam poder tenir accés a mostres d’esputs
provinents de deu pacients cronics amb infeccions de P. aeruginosa confirmats i deu
esputs de pacients amb problemes respiratoris pero no colonitzats per P.
aeruginosa, segons les proves microbiologiques, que van ser usats com a controls

154



Pseudomonas aeruginosa

negatius. Malauradament, un cop més, les vint mostres mesurades donaren negatiu
en el test d’ELISA.

Aquests resultats negatius demostren que és necessari fer una validacié del metode
desenvolupat fent servir tecniques analitiques de referencia de tipus cromatografic
acoblats a masses, com els que s’han utilitzat en treballs previs. No obstant aixo,
també cal tenir en compte molts altres factors que podrien explicar la discordanga
dels nostres resultats amb els publicats anteriorment. Entre les hipotesis
plantejades hi podrien mencionar les seglients:

* Les soques amb que estan infectats els pacients dels quals hem obtingut les
mostres no son productores de PYO i 1-OHphz o les produeixen en més baixa
quantitat.

» Aquesta hipotesi, tot i que possible, té en contra que segons dades
reportades a la literatura el 90-95% de les soques de P. aeruginosa
produeixen aquest pigment®®. Per altra banda, tot i que poc
significatiu, els estudis de creixement bacteria i produccio de PYO
descrits anteriorment, en els quals s’havia utilitzat una soca d’un
pacient infectat indicaven que la soca era productora.

* El métode amb el qual s’han tractat les mostres no és adequat o és molt
diferent de l'utilitzat pels altres grups.

» S’ha de mencionar que els procediments emprats per obtenir la
mostra freqlientment no es troben ben descrits als articles,
particularment pel que fa a saber la quantitat d’esput emprada en
cada mesura, pero també pel que fa a tractaments addicionals. En
aquest sentit, ens vam posar en contacte amb la Dra. Newman
(California Institute of Technology), que havia publicat alguns treballs
molt interessants en que es descrivien nivells de I'ordre de 20-50 uM
en mostres d’esput. Ella ens va proporcionar detalls addicionals del
protocol que empraven per al tractament de I'esput, fet que ens va
permetre constatar que el métode que empravem nosaltres no era
tan diferent, a més de comparar els nostres resultats amb els seus.
Aix0 va confirmar que la nostra técnica tenia una detectabilitat molt
alta i que hauria d’haver estat suficient per poder quantificar la PYO i
la 1-OHphz en mostres d’esput.

* Els pigments han degradat.
» Aquesta hipotesi no sembla gaire possible ja que en la nostra
experiéncia, quan haviem treballat amb mostres dopades, aixo no
s’havia produit. A més a més, en cas que la PYO degradés, el més
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probable és que perdés el metil i es convertis en 1-OHphz, fet que
s’hauria pogut demostrar amb el nostre ELISA. Una altre hipotesi
podria ser la possibilitat que la PYO hagués format part d’alguna
reaccié redox i per tant es trobés en la seva forma reduida®®’?*.
Aquesta forma sembla que és un producte incolor, fet que encaixaria
amb [l'aspecte de les mostres analitzades, i a causa de [lalta
especificitat de I’As230 per la 1-OHphz, no seria capag de detectar-la.
Assumint, a més, que la PYO reduida no es pot convertir a 1-OHphz
amb el tractament en medi basic. Aquesta segona hipotesi també
implicaria el fet que la 1-OHphz no s’hagués segregat o bé també
hagués patit algun tipus de transformacio.

* L’entorn en que es troba la infeccié no és favorable per a la segregacio dels

pigments

» Se sap que I'entorn en qué es troba la P. aeruginosa és un factor clau

per a la produccié dels pigments'®, per tant potser I'entorn en qué
han crescut les soques testejades no ha estat propici per excretar la
PYO ni la 1-OHphz.

* Les concentracions de fenazines sén baixes i caldria fer un precultiu de la

mostra per poder-les detectar.

» Aquesta podria ser una hipotesi relacionada amb I'anterior, en la qual

I’entorn no ha estat el més idoni per a la produccio dels pigments. En
aquest cas es podria comprovar fent un precultiu dels esputs per
veure si aixi augmentava la concentracio en el medi. Millora el LOD de
la tecnica seria una alternativa si es confirmés la hipotesi. Tanmateix,
el LOD de I’ELISA és inferior al reportat per les altres técniques amb
que s’han detectat els pigments en mostres de pacients. Aixi doncs,
d’entrada no sembla que sigui un problema de detectabilitat de
I'assaig.

El que sembla clar de tots aquest estudis és que futures investigacions adregades a

implementar la tecnologia desenvolupada a I'ambit clinic precisen d’una validacio

exhaustiva de la técnica, fent servir metodes de referéncia, perd també una clara

implicacié de grups clinics tant de I'ambit assistencial com dels corresponents

serveis de microbiologia, per tal de poder discutir els resultats i per una valoracié

critica que permeti anar re-orientant el projecte adequadament. No podem tampoc

obviar la necessitat de disposar de finangament per realitzar aquesta investigacid,

aixi com la necessaria implicacid del sector privat en aquest tipus de recerca.

L’aproximacio tecnologica desenvolupada en aquesta tesi doctoral pel diagnostic de

malalties infeccioses causades de P. aeruginosa, es troba patentada i diverses
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empreses tant europees com dels Estats Units han mostrat interés. Esperem, doncs,
gue sigui possible tornar a la societat la inversio, i el treball realitzat es tradueixi en
una tecnica de diagnostic que podria representar un gran benefici en favor de la
salut dels malalts.

A continuacio, en les seglients publicacions, es descriu el treball realitzat per a
I'obtencié d’un hapte d’immunitzacié contra la 1-OHphz i el posterior
desenvolupament d’'un immunoassaig per a la deteccié de 1-OHphz i PYO i se’'n
discuteixen els resultats obtinguts.
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4.3.5 PUBLICACIO IX: HAPTENS | CONJUGATS DERIVATS DE LA PIOCIANINA,
ANTICOSSOS CONTRA ELS MATEIXOS, | METODE IMMUNOQUIMICA PERA A
LA DETECCIO D’INFECCIONS PROVOCADES PER Pseudomonas aeruginosa

Haptenos y conjugados derivados de piocianina, anticuerpos de los
mismos, y método inmunoquimico para la deteccion de infecciones
provocadas por Pseudomonas aeruginosa
M.-Pilar Marco, Nuria Pascual, Carme Pastells, Francisco Sanchez, Antonio
Pedro Villaverde i Escarlata Rodriguez

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) 76%
Centro de Investigacién Biomédica en Red en Bioingenieria, Biomateriales
y Nanomedicina (CIBER-BBN) 21,5%
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) 2,5%

Numero de sol-licitud: PCT PCT/ES2014/070161

Resum:

Aguest treball patenta els immunoreactius de la piocianina i la 1-hidroxifenazina,
aixi com també els anticossos produits contra aquests analits i el metode
immunoquimic desenvolupat que permet per primera vegada la deteccié d’aquests
dos analits mitjangant un assaig immunoquimic. Aquest treball ha estat
posteriorment enviat a la revista Analytical Chemistry per ser publicat (vegeu
apartat 4.3.6 pels detalls del treball desenvolupat).
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también hace referencia a un método para la deteccion y/o cuantificacion de 1-hidroxifenazina y/o piocianinaque utiliza los
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4.3.6 PUBLICACIO X: DETERMINACIO IMMUNOQUIMICA DE PIOCIANINA | 1-
HIDROXIFENAZINA COM A POTENCIALS BIOMARCADORS D’INFECCIO PER
Pseudomonas aeruginosa

Immunochemical Determination of Pyocyanin and 1-Hydroxyphenazine
as Potential Biomarkers of Pseudomonas aeruginosa Infections
Carme Pastells, Nuria Pascual, Francisco Sdnchez i M.-Pilar Marco

Enviat a la revista Analytical Chemistry

Resum:

Aquest article descriu el desenvolupament d’un assaig per a la deteccié d’infeccions
causades per P. aeruginosa mitjangcant un ELISA en placa en format competitiu
indirecte. Els anticossos desenvolupats sén especifics per a la 1-OHphz, i s’ha
establert un protocol que permet la deteccid simultania de 1-OHphz i PYO.
Mitjangcant un pretractament de mostra de 20 min amb una solucié alcalina
s’elimina el grup metil de la piocianina per convertir-la en 1-OHphz. L’As230 amb
que s’ha desenvolupat I'assaig detecta la 1-hidroxifenazina amb un LOD de 0,04 *
0,01 nM en tampd. La reactivitat creuada amb la piocianina és < 0,1%.

Com a prova de concepte el metode s’ha aplicat a mostres d’esput de pacients amb
problemes respiratoris. L'efecte matriu de I'esput en I'ELISA s’ha minimitzat amb
una dilucié de la mostra, previament tractada amb DTT per trencar els enllagos
disulfur de I'esput. Els parametres de detectabilitat assolits en I’esput han estat LOD
0,60 0,01 nM (4,80 % 0,08 pmol Kg™* esput).

L’exactitud del metode ha estat avaluada en mesurar mostres fortificades a una

concentracio coneguda en tampd i en esput, i en ambdds casos s’han obtingut bons
resultats.
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Immunochemical Determination of Pyocyanin and 1-Hydroxyphenazine as

Potential Biomarkers of Pseudomonas aeruginosa Infections

Carme Pastells*®, Nuria Pascual®®, Francisco Sanchez-Baeza*®® and M.-Pilar.
Marco®"*
Nanobiotechnology for Diagnostics (Nb4D), IQAC-CSIC®. Networking Research Center
on Bioengineering, Biomaterials and Nanomedicine (CIBER-BBN), Spain ® Jordi

Girona, 18-26, 08034-Barcelona, Spain
*This work is dedicated to the memory of Dr. Francisco Sanchez-Baeza.
*To whom correspondence should be sent:

M.-Pilar Marco

E-mail: pilar.marco@cid.csic.es

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Pyocyanin, 1-Hydroxyphenazine, Cystic

Fibrosis, Immunoassay, sputum

ABSTRACT

A novel immunochemical approach to diagnose Pseudomonas aeruginosa infections
is reported, based on the quantification of relevant and specific virulence factors
secreted by this microorganism. Specific antibodies have been raised using hapten
PC1, designed to recognize 1-hydroxyphenazine (1-OHphz) which is the main
metabolite of pyocyanin (PYO), one of the most important virulence factors
produced by nearly all P. aeruginosa strains. With these antibodies an
immunochemical analytical procedure able to quantify both, 1-OHphz and PYO, in
complex clinical samples has been developed. 1-OHphz can be directly measured in
solubilized sputum samples diluted 20 times with the assay buffer. Quantification of
PYO is accomplished after conversion to 1-OHphz in just 20 min under basic
conditions. A LOD of 0.60 + 0.01 nM (4.80 + 0.08 nmol Kg™ sputum) is reached for
both biomarker targets under the conditions established, much below the reported
concentration values found on sputum samples obtained from infected patients (up
to 100 uM). The assay can be run in about 2 h and many samples can be measured
simultaneously.
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INTRODUCTION

Healthcare-associated infections (HAI) are still today one of the first causes of death
in the developing countries. Each year, in the European Union (EU), 4 million
patients are estimated to acquire HAl and approximately 37000 of them die as direct
result of the infection **°. Pseudomonas aeruginosa is between the microorganisms
most frequently isolated in intensive care units (ICU) and in a variety of diseases or
injuries such as severe burn wounds, AIDS, lung cancer, chronic obstructive

227

pulmonary disease, bronchiectasis, pneumonia, cystic fibrosis (CF)**" and urinary

and bloodstreams infections.

Currently, pathogen identification methods are based on classic cell culture
enrichment followed by identification by biochemical means. These methods are
time consuming and the detectability achieved is often not sufficient unless long cell
culture enrichment periods (minimum of 24 h) are employed, which are
unacceptable in certain situations. Hence, in the case of a sepsis the patient can
enter in shock within a frame period of 24-48 h. Moreover, lacking of identification
of the causative agent, leads to prescription of broad spectra antibiotics contributing
to increase antibiotic resistance. PCR methods that sequence and amplify a specific
DNA of the microorganism?®?® require high qualified personnel and prior tedious DNA
extraction and purification steps. In spite of the efforts invested to implement these
procedures on point-of-care (PoC) diagnostic devices, suitable for small local
laboratories, no reliable easy to use tools have been made available. Alternatively,
immunochemical analytical methods, already well implemented in clinical
laboratories, have evolved towards sophisticated and efficient immunosensor
devices able to provide real-time responses in the presence of a particular target
(i.e. 229-232
and approaches, the benefits can be expanded to satisfy the needs for the clinical
diagnostic field**>*%.

). In combination with recently discovered nanobiotechnological principles

P. aeruginosa expresses a wide variety of virulence factors that are powerful
manipulators and destroyers of the host cells, including proteases, hemolysins,
exotoxin A and secondary metabolites such as pyocyanin (PYO, 1-methoxy-5-methyl
phenazine) and 1-hydroxyphenazine (1-OHphz; see figure 1). PYO has been
recognized as one of the main virulence factors produced by this microorganism.
Due to its zwitterionic nature and redox properties PYO can penetrate cell
membranes and generate reactive oxygen species in the intracellular redox cycling,

producing a wide spectrum damage on human cells'®***

. P. aeruginosa is the only
microorganism known to produce PYO, for which reason some authors have pointed
at the use of this phenazine for phenotypic identification of this bacteria and as a

potential biomarker of infectious diseases caused this pathogen. Thus, PYO has
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always been found to be secreted at significant concentrations by cultured clinical

isolates 24%2%

. On a study performed with patients hospitalized in intensive
treatment units of Brazilian hospitals, the isolates taken from different samples
(rectum, tracheal aspirate, mouth, blood, urine, venous catheter, pleural secretion,
eschar, lung of CF, sputum and nasal secretion) showed a mean production of 9.61 +
4.32 pg mL™ (ranging from 1.29 to 25.94 pg mL™)*®°

the use of PYO also to predict exacerbation periods or assess response to treatment
244

. Moreover, certain studies claim

. Furthermore, concentrations up to 50-100 uM of PYO and 1-OHphz have also

been detected measuring directly sputum samples obtained from P. aeruginosa

246-248

infected patients , observing a certain correlation between concentration levels

and the severity of the disease®*.

The most frequently used methods for phenazine analysis are based on the
measurement of their characteristic absorbance spectra®*®**? and also by HPLC-DAD
(or MS) 246248253,254 11t these methods are not suitable for routine clinical
diagnostic since previous extraction and purification procedures are required which
significantly increase analysis time and complicates the examination. More recently,
247,255,256

, that
exploit the particular redox properties of PYO, and surface-enhanced raman

2>’ SERS reaches high detectability, although the sample has

other approaches have been reported such as electrochemical sensors

spectroscopy (SERS)
also to be extracted with an organic solvent (i.e. chloroform) and added on top of a
plasma cleaned silver nanorod substrate before the SERS spectra is acquired. Even
though the novelty of the approaches, any of these methods have readily been
implemented on in vitro or in vivo (animal models or human patients) studies as
diagnostic tools. Moreover, none of these sensors are completely specific since they
lack of a specific receptor.

With this scenario, we have addressed development of specific antibodies for PYO
and 1-OHphz and use them to develop a high-throughput screening (HTS)
immunochemical assay. Thus, in the present paper, we report for the first time a
HTS-ELISA method to determine PYO and 1-OHphz in biological samples. Moreover,
we assess performance of this method in a complex clinical sample such as sputum
showing the potential of this approach to diagnose P. aeruginosa caused infections.
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EXPERIMENTAL SECTION
General methods and instruments. See Supporting Information

Buffers. Unless otherwise indicated phosphate-buffered saline (PBS) is 10 mM
phosphate buffer with 0.8% saline solution, and the pH is 7.5. PBST (assay buffer) is
PBS with 0.05% Tween 20. 10X PBS is PBS ten times concentrated. Coating buffer is
50 mM carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6. Citrate buffer is a 40 mM solution of
sodium citrate pH 5.5. The substrate solution contains 0.01% TMB (3,3°,5,5'-
tetramethylbenzidine) and 0.004% H,0, in citrate buffer. Borate buffer is 0.2 M boric
acid/sodium borate pH 8.7.

Chemicals and Immunochemicals. The chemical reagents were obtained from Sigma
Aldrich Co (St. Louis, MO) and Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany). 1-OHphz and PYO

258,259
as

used as standards were synthesized following described procedures
described in the Supporting Information. Biochemicals and immunochemicals as
well as certain phenazines used for cross-reactivity studies were obtained from
Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO). Other phenazines were obtained from Acros
Organics (Geel, Belgium). The antibodies have been developed making use of the
ICTS “NANBIOSIS”, specifically the Custom Antibody Service (CAbS) Unit, of the
CIBER in Bioengineering, Biomaterials & Nanomedicne (CIBER-BBN at the IQAC-

CsIC).

Hapten synthesis. The 1-OHphz hapten was obtained following a similar synthetic
route to the one described by Surrey®® with slight modifications (see figure 1 and
Supporting Information for details).

Examination of the Conversion of PYO into 1-OHphz. Solutions of PYO (2.5 mM, 100
ML) were prepared in PBS and phenazine (0.5 mM, 150 pL) was added as internal
standard. The solutions were treated with 2 M NaOH (250 pL) at RT and samples (10
ML) were taken from the reaction media at every 5 min interval, diluted with 100
mM PB (100 pL) and neutralized with 1 M HCI (aprox. 10 HL) before to inject them
into the HPLC system.

Protein Bioconjugates

PC1-HCH (MA) and PC1-BSA (MA): Hapten PC1 was covalently attached through its
carboxylic group to the lysine residues of HCH (horseshoe crab hemocyanin) and
BSA (bovine serum albumin) following the mixed anhydride (MA) method as
previously described®®. Briefly, tributylamine (1.3 ML, 5.5 pmol) and
isobutylchloroformate (0.77 UL, 6 pmol) were added to a solution of the hapten (1.2
mg, 5 pmol) in anhydrous DMF (100 L) placed in an ice bath, afterwards the
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mixture was left to reach room temperature for about 30 min. The activated hapten
was added dropwise to a solution of HCH or BSA (5 mg) in borate buffer (0.9 mL) for
4 h at RT. The conjugates were dialyzed against 0.5 mM PBS (4 x 5L) and the final
amount of protein recovered after dialysis was quantified by Bradford protein assay.
Aliquots prepared at 2 mg mL™ in 10 mM PBS were stored at -80°C and working
aliquots were kept at 4°C. Both, the BSA and HCH conjugates were prepared
simultaneously. The BSA conjugate was used to assess conjugation by MADLI-
TOF/TOF-MS as described below.

PC1-BSA (AE): The hapten PC1 was coupled to BSA using the active ester (AE)
method. Briefly, the hapten (1.2 mg, 5 pMmol) was reacted with
dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 5.2 mg, 6 pmol) and N-hydroxysuccinimide (NHS,
1.44 mg, 6 pmol) in anhydrous DMF (100 pL) under stirring for 1 h at RT. The
suspension formed was centrifuged at 10000 rpm for 10 min and the supernatant
was added dropwise to a solution of BSA (10 mg) in borate buffer (1.8 mL) and
stirred for 4 h at RT. The bioconjugates were dialyzed and stored as described
before. Hapten density was characterized by MALDI-TOF/TOF-MS.

MALDI-TOF/TOF-MS analysis of the bioconjugates. The hapten densities of the BSA
conjugates were calculated by MALDI-TOF/TOF-MS by comparing the molecular
weight of the unreacted protein with those of the conjugates. MALDI spectra were
obtained by mixing 2 uL of the matrix (trans-3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid,
10 mg mL™" in 70:30 CH3CN:H,0, 0.1% TFA) with 2 pL of a solution of the conjugate or
protein (10 mg mL™ in 70:30 CH5CN:H,0, 0.1% TFA). The hapten densities obtained
were 20 and 10 for PC1-BSA (AM) and PC1-BSA (AE), respectively.

Polyclonal antibodies. Three female New Zealand white rabbits weighting 1-2 Kg
were immunized with PC1-HCH (MA) according to the immunization protocol
previously reported”®®. The antisera obtained from the immunization with PC1-HCH
(MA) were labeled as As230, As231 and As232. Evolution of the antibody titer was
assessed by measuring the binding of serial dilutions of the antisera to microtiter
plates coated with PC1-BSA (MA) conjugates. After an acceptable antibody titer was
observed, the rabbits were exsanguinated and the blood was collected in vacutainer
tubes provided with a serum separation gel. Antiserum was obtained by
centrifugation 15 min at 4000 rpm and stored at -80°C in the presence of 0.02%

NaNs. Working aliquots were stored at 4°C.

Titration and two-dimensional experiments. The appropriate dilutions of the
antisera and the PC1-BSA coating Ag for the indirect competitive ELISA were
established after a 2D checker board titration assay performed with the three

antisera obtained®®°.
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1-OHphz ELISA [As230/PC1-BSA (AE)]. Microtiter plates were coated with PC1-BSA
(AE) (0.25 pg mL" in coating buffer 100 uL well™®) for 4 h at 25°C. Then, the plates
were washed with PBST (4 x 300 uL) and solutions of the PC1 standards (from 3200
nM to 0 nM) or the samples, treated as described below and diluted with the assay
buffer, were added (50 pL well™), followed by the solution of the antiserum As230
(1/8000 in PBST, 50 uL weII"l). After 30 min at room temperature, the plates were
washed as before and the anti-IgG-HRP solution (1/6000 in PBST, 100 pL well™!) was
added and incubated for 30 min more. After another cycle of washes, the substrate
solution was added (100 pL well™), and the enzymatic reaction was stopped after 30
min at room temperature with 2 M H,SO4 (50 pL well™®). The absorbances were
measured at 450 nm.

Cross reactivity determinations. Stock solutions of different compounds structurally
related to PYO and 1-OHphz were prepared (10 mM in dimethyl sulfoxide) and
stored at 4°C. Standard curves were prepared in PBST and run in the ELISA following
the protocol described before. The cross-reactivity values were calculated according
to the following equation (/Csp 1-OHphz [nM]/ICso phenazinic compounds [nM]) x
100.

Sputum Samples. The sputa collected was solubilized as follows: a solution of DTT
(0.1% w/v in water, 600 pL) was added to the sputum samples (150 mg) and stirred
for 30 min at RT. Afterwards, PBS (600 pL) was added and the solution passed
through a 48 pum nylon gauze filter and centrifuged (10 min, 4000 G). The
supernatant collected was aliquoted and stored at -40°C. After this treatment, 1 mg
of sputum corresponds to a solution of 8 uL. Representative blank sputum was
prepared by mixing equal volumes of samples from 10 different patients diagnosed
as not having P. aeruginosa infection.

Sample (PBS or sputum samples) Treatment: Samples were split in two parts, one
of them (A) was directly used for 1-OHphz quantification after appropriate dilution
with the assay buffer while the other one (B) was used to measure the total 1-
OHphz in the sample after conversion of PYO into 1-OHphz. For this purpose, 10 M
NaOH (10 L) was added to the sample (100 pL) and the mixture was stirred for 20
min at RT. Afterwards, 10X PBS (100 pL) was added followed by the addition of 10 M
HCI to adjust the pH (aprox. 10 pL) and mixture diluted with milliQ water up to 1 mL.
After this treatment the sample could be aliquoted and stored at — 80°C until
analysis.

Matrix Effect Studies. Nonspecific interferences produced by the treated and non-

treated sputum have been assessed by preparing standard curves of 1-OHphz in
sputum supernatant diluted several times (1/5 to 1/200) with PBST. The curves were
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run in the ELISA to compare the parallelism with the standard curve prepared in
PBST.

Accuracy studies. Blind buffer (5) or sputum supernantant (17) samples were
prepared by spiking them with 1-OHphz and/or PYO at several concentrations (0.5
nM to 100 uM), treated as described above and measured in the 1-OHphz ELISA to
know the 1-OHphz and PYO concentration. The last value was obtained by
substrating the 1-OHphz found to the total 1-OHphz measured on part B (see Sl for
additional details of this procedure).

Recovery studies. a. Sample treatment: The recovery of the sample treatment
(conversion of PYO into 1-OHphz) was evaluated spiking PBS samples (10) with 1-
OHphz or PYO (from 0.5 to 250 nM) and treating them as described above. b. Whole
process: The recovery of the whole treatment process was evaluated by spiking
sputa (150 mg) with 1-OHphz and PYO (from 0.08 to 800 pmol Kg™ sputum),
solubilizing the sputa and treating the sample as described above before ELISA
measurements

RESULTS AND DISCUSION

A novel immunochemical strategy to diagnose Pseudomonas aeruginosa infections
has been developed. The assay is based on the detection of 1-OHphz and PYO, two
phenazines excreted by this microorganism. PYO is one of the most important
virulence factors and has been found to be specific of P. aeruginosa. Antibodies
have been raised against PC1, a hapten mimicking 1-OHphz. PYO only differs from 1-
OHphz on the methyl group at N5. A simple treatment allows eliminating this methyl
group from PYO to render 1-OHphz, which permits the quantification of both
analytes using a single antibody.

The synthesis of PC1, as 1:1 isomeric mixture of hydroxyphenazine carboxylic acids
5 (see Supporting information for experimental details), was accomplished following
the procedure described by Surrey in 1995%° for PYO with slightly modifications (see
figure 1). The strategy consisted on the condensation of the methoxy-
[1,2]benzoquinone 1 with the methyl 3,4-diaminobenzoate 2. The benzoquinone 1
was obtained from 3-metoxycathecol (step i) using o-chloranil as oxidative agent *®*.

Previous attempts using Pb0,**’

rendered very poor yields. Condensation of the
benzoquinone 1 with the methyl 3,4-diaminobenzoate 2 (obtained from the
corresponding commercial carboxylic acid derivative, step ii) allowed to obtain the

methoxyphenazine carboxylates 3 (step iii), as a 1:1 mixture of positional isomers
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with a 41 % yield. Separation of the two isomers could be accomplished by HPLC,
however, since the molecule epitopes exposed to generate antibodies were
practically the same for both isomers we decided to immunize with the 1:1 mixture.
This moderate yield was due to the benzoquinone 1 tendency to polymerize,
reducing the equivalents available for the condensation with the methyl 3,4-
diaminobenzoate 2, plus the difficulties to extract the phenazine from the crude
media. The methoxyl group was then converted to a hydroxyl group (step iv) with a
10% vyield by treating the mixture with BBrs; in CH,Cl;; HBr was also tested giving
even poorer reaction yields. Finally the methyl esters of the hydroxyphenazines 4
were hydrolyzed (step v) with KOH to obtain the desired hapten PC1 as 1:1 isomeric
mixture regarding the position of the carboxyl group. The overall yield of the whole
synthetic procedure was only 3% due to the difficulties encountered for extraction
of the phenazine as mentioned above, but mainly due to the low yield of the
hydrolysis of the methoxy group which could not be improved in spite of the efforts.
Previously, we attempted to synthesize a PYO hapten alkylating the N-5 position of
1-hydroxphenazine, however this reaction failed due to the low reactivity of this
nitrogen. Although Kitahara et al described N-alkylation of several phenazines*®*
under high pressure conditions, these results could not be reproduced in our
laboratory.

Antibodies (As230-As232) were raised in White New Zealand rabbits immunized
with PC1-HCH (MA). The avidity of antibodies versus PC1-BSA (AE and MA) was
assessed with the intention to find out the most appropriate conditions for the
competitive immunochemical assay. As a result of those experiments, five usable
competitive immunoassays (see table 1S) were obtained and the As230/PC1-BSA
(AE) antiserum/bioconjugate combination was selected for further studies. The
effect of different physico-chemical conditions on the assay (such as the
concentration of the surfactant Tween 20, the ionic strength and the pH of the PBS)
were evaluated (see figure 1S) with the intention to assess performance of the assay
in several media and to improve the features of the assay. Hence, the assay is stable
between pH 5 to 9.5, it is not significantly affected by the content of Tween 20,
however the detectability is better in media with ionic strength values over 10 mS
cm™’. Under the conditions established 1-OHphz could be analyzed in buffer samples
in just about 1.30 h with a LOD of 0.01 + 0.01 nM (N= 3 days, see table 1 and figure
2B). Moreover, specificity studies demonstrated that the assay was very specific for
1-OHphz (see table 2). Other phenazines tested, including PYO, showed cross-
reactivity values below 0.1%.

Since PYO was our specific target, we investigated the conversion of PYO into 1-

hydroxyphenazine. The N-5 desmethylation was monitored by HPLC-DAD using
phenazine as an internal standard. 1M NaOH accomplished the quantitative
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conversion in just 20 min at RT (see graph in figure 2S). To ensure a good
quantification of both phenazines in a single sample the procedure designed,
schematized in figure 2A, consisted on splinting the samples in two parts, one (A) for
direct quantification of 1-OHphz, after appropriate dilution with the assay buffer,
while the other (B) was treated with 1 M NaOH to convert the PYO into 1-OHphz to
guantify total 1-OHphz. The difference between both values would correspond to
the concentration of PYO in the sample ([PYO]= Total 1-OHphz — [1-OHphz]). Prior
the ELISA, sample B was buffered and neutralized as described in the experimental
section. As result of this treatment, the sample was 10 times diluted in PBS.
Subsequent dilutions to avoid potential matrix interferences or to place the samples
within the dynamic range of the assay were performed with PBST.

The recovery of the conversion of PYO into 1-OHphz was also evaluated by ELISA,
quantifying a set of 1-OHphz and PYO spiked samples, treated as described above
and quantified with the As230/PC1-BSA (AE) ELISA (see table 2S). Samples spiked
with either PYO or 1-OHphz gave very good recoveries demonstrating that 1-OHphz
is not destroyed in this process and that the conversion of PYO to 1-OHphz was
qguantitative, as previously demonstrated by the HPLC-DAD when setting up the
conditions (see figure 2S graph).

With these results we approached the implementation of this methodology to the
analysis of sputum samples. Patients with Pseudomonas aeruginosa infection have
been reported to have high content of PYO in their sputum as demonstrated by

246248 Thys, sputum samples from patients not infected with P.

HPLC analysis
aeruginosa were obtained, solubilized and pooled to investigate the potential
nonspecific interferences caused by this matrix. Hence, the solubilized sputum
samples were splinted in two parts (A and B), treated as described above, and
subsequently diluted at different dilution factors with PBST to prepare standard
curves. The distinct curves were run in the As230/PC1-BSA (AE) ELISA and compared
with the standard curve prepared in PBST. As it can be observed, a dilution of 20
times was found to be sufficient to avoid the interferences caused by the sputum
components (see figure 3S). Therefore, for further quantification of unknown
sputum samples fraction A, for the quantification of 1-OHphz, could be directly
diluted 20 times with PBST, while fraction B, used to quantify the total 1-OHphz,
after the conversion of PYO into 1-OHphz (B), had to be diluted 1/2 with PBST, since

the conversion procedure already dilutes the sample 10 times.

Both, A and B fractions behave similarly in the assay, as it can be observed in figure
4S, indicating that quantification, 1-OHphz, initially present in the samples, and total
1-OHphz, obtained after PYO conversion, can be quantified with the same standard
curve, independently from the sample treatment applied. Under these conditions, 1-
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OHphz and PYO can be analyzed in sputum samples, with a LOD of 0.60 £ 0.01 nM
(4.80 + 0.08 nmol Kg* sputum, N= 2 days)(see table 1, figure 2B), much below the
reported values found in sputa samples obtained from patients infected with this

microorganism 246-248,

Recovery studies of the whole analytical process was performed by spiking solid
sputum samples with 1-OHphz and/or PYO at different concentrations, treating
them as described in the experimental section and analyzing them by ELISA. As it
can be observed in table 3, the recoveries were very good for almost all of the
samples, except for those close to the detection limit (i.e. sample #1, 10 nM and 0.5
nM after 1/20 dilution of the sputum supernatant) demonstrating the potential of
the immunochemical analytical procedure developed to analyze PYO and 1-OHphz in
this complex clinical sample.

Finally, accuracy studies were performed by analyzing a set of blind samples
prepared by spiking buffer and pooled blank solubilized sputa with 1-OHphz and/or
PYO. Prior the ELISA analysis the samples were treated as described above. For the
case of the buffer samples the application of a 1/20 dilution factor was not
necessary, being possible to directly analyze the samples. The accuracy was
excellent as it can be observed in table 4a-b.

CONCLUSIONS

A new promising immunochemical analytical strategy for the diagnostic of infectious
diseases caused by P. aeruginosa has been developed and implemented for the
analysis of complex clinical samples, such as sputa. The immunochemical approach
is addressed to detect PYO and 1-OHphz two of the most important and specific
virulence factors secreted by this microorganism and reported to be found in culture
media where this bacteria growths and in biological fluids from infected patients.
The results here reported demonstrate that the microplate-ELISA is reliable and able
to quantify both biomarker targets accurately in a complex sample such as sputa at
levels below those reported on samples from infected patients. Further studies will
be addressed to investigate other potential sample matrices, as well as to probe the
diagnostic value of the targets selected. Thus, P. aeruginosa is the most common
and important pathogen in chronic pulmonary infections. Detection of the presence
of this pathogen at early colonization stages could reduce morbidity and eventual
mortality for these patients by prescribing more appropriate and specific antibiotic
treatment while reducing the appearance of resistant strains. The availability of
rapid, selective and sensitive diagnostic methods for infectious diseases remains a
challenge. In this context, it is worth noting that the antibodies and the technology
here reported shows great potential due to the possibility to detect the

172



Pseudomonas aeruginosa

microorganism without the need of culture and enrichment steps. Moreover, the
immunoreagents developed could be implemented in distinct analytical
configurations depending on the requirements. Thus, point-of-care (PoC)
immunosensor devices could be developed to rapidly indicate the presence of the
bacterium in a particular sample. Overall, the performance of the immunoreagents
reported in this work, could improve the quality of life of the patients infected by P.
aeruginosa, reducing exacerbation and acute episodes related to the disease and
favoring their survival.
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FIGURES

Figure 1. Chemical structures of PYO and 1-OHphz (blue box). Scheme for the
synthesis of Hapten PC1. (i) o-chloranil in anh. Et,0, -20°C, 15 min. 79% yield. (ii)
thionyl chloride in MeOH, reflux, 11h, 94% vyield. (iii) CH3COOH:Et,0, r.t., 1.5h.
41% yield. (iv) BBr3 in CH,Cl,. 10% yield. iv) 1M KOH in THF, r.t., 30 min. 97% yield.
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Figure 2. Graph A: Schematic representation of process for the quantification of
PYO and 1-OHphz in sputum sample quantification. Graph B: 1-OHphz calibration
curves of the As230/PC1-BSA (AE) ELISAs to quantify the initial concentration of
1-OHphz and the total 1-OHphz after the conversion of PYO into this metabolite.
PBST: Calibration curve to quantify buffer or sputum diluted 1/20 spiked samples.
Sputum 1/20: Calibration curve performed with sputum diluted 1/20; showing an
almost completely minimized matrix effect. The data shown are the average and
standard deviations of assays performed in different days (N= 3 days for PBST and
N= 2 days for sputum) and each concentration point was run on triplicates on
each microplate. See table 1 to know the immunoassay parameters. The sputum
is a pool of sputa from 10 healthy individuals

A
(:[Qij C[ujj e PBST

Sputum sample

CH. -
Pyocyar:in 1-OHphenazine ° 0.8 . Sputum 1/20
3 0.64
S DTT & ), B/ % 0.4
A/ Centrifugation < :
vV 0.24
1. NaOH treatment, 20 min
1. Diluti ith 2. Buffer and neutralization 0.0 ' " '
. Dilution with PBST (10X PBS and Hcl) 104 102 100 102 10%

3. Dilution with PBST 1-OHphz, nM

ELISA

2 4

[1-OHphz] [PYO]
+[1-OHphz]
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TABLES

Table 1. Parameters of the As230/PC1-BSA (AE) ELISA in buffer and in sputum
samples”.

d,
PBST Sputum diluted 1/20 ¢
Amax 0.78 £ 0.03 0.83+0.04
Amin 0.18 £0.03 0.09£0.01
Slope -0.87 £0.04 -0.71£0.01
ICso 0.53+0.04 11.2 £ 1.03 (89.6 £ 8.24/)

1.59+0.24 t0 85.38 £ 6.23
Dynamic range 0.06 £0.01t0 3.57+£0.51
(12.72+1.97 t0 683.04 49.84f)

b
ICs (LOD) 0.01+0.01 0.60+0.01 (4.80 = 0.08f)
RZ 0.992 £ 0.003 0.997 £ 0.003

’ The sputum sample is a pool of sputa collected from 10 individuals testing

b
negative for P. aeruginosa. All the concentrations are expressed in nM unless
specified. The parameters shown are the average and standard deviation of
assays performed on three © or two ? different days and each point of the

calibration curve was run on three-well repIicates.eThe concentration values have
been multiplied by twenty, to provide the real detectability in the original sample,
taking into consideration the dilution factor applied prior the analysis to avoid the
interferences caused by the matrix. ! Concentrations expressed in nmol of 1-
OHphz per Kg ™ of sputum.

Table 2. Cross-Reactivity of different phenazinic compounds in the As230/PC1-
BSA (AE) ELISA

Phenazine ICs50, nM CR, %
1-Hydroxyphenazine 0.62 100
Pyocyanin >800 <0.1
Phenazine >800 <0.1
Phenazine-2-carboxilic acid >800 <0.1
5-Methylphenazinium methyl sulfate 140 0.4
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Taula 3. Recovery of the whole analytical process for the analysis of 1-OHphz and

PYO in sputum samples °.

Sputum SamplesY Conc. Spiked Recovery, %
# 1-OHphz PYO 1-OH phzd PYO
1 0.08 0.08 155 60
2 0.8 0.8 135 70
3 2.4 2.4 81 150
4 24 24 97 83
5 80 80 79 75
6 200 200 101 106
’ 240 240 84 105
8 800 800 104 110

“Sputum samples are individual sputum obtained from patients not infected with P.
aeruginosa. Solid sputum samples spiked with 1-OHphz and PYO, solubilized with DTT,
treated as described in the experimental section and measured with the As230/PC1-
BSA (AE) ELISA. ® The results are the average and standard deviation of measurements
made in three-well replicates during two different days. All the concentrations are
expressed in umol of 1-OHphz per Kg ™ of sputum.

Table 4a. Results from the accuracy studies of the As230/PC1-BSA (AE) ELISA in

buffer.

Conc. Spiked

b
Conc. Measured

Samples

[PYO] =

Total 1-OHphz°=

A4 1-OHphz PYO 1-OHphz [Total 1-OHphz]
[PYO]+[1-OHphz]
-[1-OHphz]
0.5 0.5 0.51+0.09 1.06 £0.30 0.54+0.31
1 1 0.78+0.34 2.56+0.46 1.78 £0.56
Buffer” 5 5 4.26 £ 0.65 10.68 £ 2.60 6.42 +2.68
50 50 61.69+1.16 110.43 +5.84 48.74 £ 5.93
200 200 269.26 £6.01 494.31+4.66 225.05+7.06

’ Buffer samples were spiked with 1-OHphz and PYO treated as described in the

b
experimental section and measured by ELISA. The results are the average and
standard deviation of measurements made on three-well replicates on 3 different

days. All the concentrations are expressed in nM.
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Table 4b. Results from the accuracy studies of the As230/PC1-BSA (AE) ELISA

analyzing sputum samples

Conc. Spiked Conc. Measured
Samples [PYO]
Total 1-0thzd
\4 1-OHphz PYO 1-OHphz* ([Total 1-OHphz] -
([PYO]+[1-OHphz])
[1-OHphz])
0.5 - 0.48 £ 0.05 0.48 £ 0.05 -
0.5 0.5 0.512 £ 0.09 1.92+£0.80 1.41+£0.81
- 2.5 - 2.34+£0.37 2.34+£0.37
5 - 4.32 £0.56 4.32 £0.56 -
- 5 - 4.25+1.15 4.25+1.15
5 5 4.42+1.13 12.86 +4.73 8.44 + 4.86
50 - 51.66 £ 2.38 51.66 £ 2.38 -
- 50 - 55.57+7.5 55.57+7.5
Sputum
B 50 50 46.61 £ 4.01 111.52 +9.92 64.91 +£10.70
samples™
250 - 246.09 £43.14 246.09 £ 43.14 -
- 250 - 179.63 +17.17 179.63 +17.17
- 500 - 555.66 + 88.49 555.66 + 88.49
250 250 247.51 £ 55.60 493.95 + 103.81 246.44 £ 117.76
- 1000 - 1035.88 + 25.39 1035.88 + 25.39
- 10000 - 7219.19 £ 829.25 7219.19 + 829.25
- 50000 - 50146.19 + 1685.17 50146.19 + 1685.17
- 100000 - 72434.53 £ 1347.23 72434.53 +1347.23

a
Sputum samples obtained from individuals testing negative for P. aeruginosa infection were solubilized with
DTT, pooled and subsequently spiked with 1-OHphz and/or PYO. The spiked samples were, treated as described

in the experimental section and measured by ELISA.

b
The results are the average and standard deviation of

measurements made on three-well replicates on 3 different days. All the concentrations are expressed in nM. ©
For the samples that did not contain PYO, the 1-OHphz concentration values shown correspond to the average
and standard deviation of the results obtained for treated (total 1-OHphz) and non-treated fractions (1-OHphz).
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Supporting information

1. GENERAL METHODS AND INSTRUMENTS.

Thin-layer chromatography (TLC) was performed on 0.25 mm pre-coated silica gel
60 F254 aluminum sheets (Merck, Darmstadt, Germany), and the separations of the
different compounds synthesized were done by column chromatography with silica
gel (pore size 60 A, 230-400 mesh particle size). "H NMR spectra were recorded on a
Varian Inova-500 (Varian Inc., Palo Alto, CA) spectrometer (500 MHz for *H). Exact
masses were acquired using a Waters Acquity ultra-performance liquid
chromatographic (UPLC) system (Waters Corp., Milford, MA) using as detector a
Waters LCT Premier XE ESI-TOF-MS in positive mode. The column used was Acquity
UPLC C18 2.1 X 100 mm (1.7 um; Waters, Milford, MA). HPLC-UV analysis was
performed using a LaChrom Elite L-2130 HTA pump with a diode array L-2455
detector and L-2200 autosampler and a D7000 interface (Merck, Darmstadt,
Germany). The elution of PYO and 1-OHphz was monitored at 314 and 294 nm,
respectively. The chromatograms were processed with the EZChrom Elite software
(Merck, Darmstadt, Germany). The column used was Lichrosphere 100 RP-18
Endcaped 125 X 4 (5 um; Merck; Darmstadt, Germany). The analyses were
performed at a flow rate of 1.0 mL min™ using the following program gradient as
mobile phase: min 0: 15:85 ACN: 0.1 N NH3/NH4Cl buffer (adjusted to pH 9 with
HCI); min 2: 15:85 ACN: 0.1 N NH3/NH,Cl buffer; min 8: 40:60 ACN: 0.1 N NH3/NH,CI
buffer; min 14: 90:10 ACN: 0.1 N NH3/NH4Cl buffer; min 16: 90:10 ACN: 0.1 N
NHs3/NH4Cl buffer; min 18: 15:85 ACN: 0.1 N NH3/NH,4Cl buffer; min 20: 15:85 ACN:
0.1 N NHs3/NH4Cl buffer. The system was calibrated by injecting under these
conditions PYO and 1-OHphz standard solutions (5 vials from 15 to 250 uM, in PBS)
using phenazine (final concentration 13.6 uM) as internal standard.

The MALDI-TOF/TOF-MS/MS (matrix assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometrer) used to characterize the protein conjugates was an
AutoFLEX Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) equipped with a 200-Hz smart
beam laser. The pH and the conductivity of all buffers and solutions were measured
with a pH meter pH 540 GLP and a conductimeter LF 340, respectively (WTW,
Weilheim, Germany). Polystyrene microtiter plates were purchased from Nunc
(Maxisorp, Roskilde, Denmark). Washing steps were carried out using an ELx405 HT
microplate washer (BioTek, Vinooski, VT). Absorbances were read using a
SpectamaxPlus (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) at a single wavelength mode of
450 nm. The competitive curves were analyzed with a four-parameter logistic
equation using the software SoftmaxPro v2.6 (Molecular Devices), and GraphPad
Prism (GraphPad Sofware Inc., San Diego, CA). The standard curve was fitted to a
four-parameter logistic equation according to the formula Y = [(A-B)/1 - (x/C)"D] + B,
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where A is the maximal signal, B is the minimum signal, C is the concentration
producing 50% of the maximal signal, and D is the slope at the inflection point of the
curve. Data presented correspond to the average of at least two well replicates.

2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1. Synthesis
1-Hydroxyphenazine. 1-Hydroxyphenazine was synthesized following the synthesis
described by Vivian in 1956%%. A yellow powder was obtained with a 94% yield. ‘H-
NMR (500MHz, CDCl5); & ppm): 7.20 (dd, 1Ha, J=1.5Hz, J=7.4Hz), 7.69 (dd, 1Ha
J=1.5Hz, J=8.7Hz), 7.78 (dd, 1Ha,, J=7.2Hz, J=8.7Hz), 7.94 (m, 2Hx), 8.21 (m, 1Ha),
8.29 (m, 1Ha,) UPLC ESI(+) calculated for C;,HgN,0 (M+) 196.0637, found 197.0696.

Pyocyanin. Pyocyanin was obtained from 1-hydroxyphenazine by selective
methylation of the N5 in order to obtain the blue toxin following the procedure
already described®® to obtain the desired compound with 53% yield. UPLC ESI(+)
calculated for C13H1oN,0 (M+) 210.0793, found 211.0862.

Hapten synthesis:

Methyl 9-methoxyphenazine-2-carboxylate and methyl 6-methoxyphenazine-2-
carboxylate methyl ester (from now on methoxyphenazine carboxylates 3). 3,4-
Diaminobenzoic acid (2 g, 13.14 mmol) was converted to methyl 3,4-
diaminobenzoate 2 (2.04 g, 12.27 mmol, 94% yield) using thionyl chloride (1.24 mL,
17.1 mmol) in MeOH (50 mL) at reflux for 11 h. In parallel, a solution of 3-
methoxycatechol (2 g, 14.27 mmol) in anhydrous Et,0 (50 mL) at -20°C was oxidized

261,263
to

using o-chloranil (3.65 g, 14.84 mmol) as described by Ansell and Carlson
obtain 3-methoxy-[1,2]benzoquinone 1 (1.56 g, 11.29 mmol, 79% vyield) as a dark
green solid separated by filtration. The solid was washed with Et;0 and the final
residue obtained (700 mg, 5.06 mmol) was immediately redissolved in CH,Cl, (30
mL) and added dropwise to a solution of the methyl ester 2 (660 mg, 3.97 mmol) in
the same solvent (10 mL) slightly acidified with acetic acid (5 drops). After stirring
for 1.5 h at RT, the solution was diluted with water (20 mL) and extracted with
CH,Cl, (10 mL), dried (Mg,S04) and the solvent removed in vacuo. The product was
purified by flash silica gel chromatography using 1:1 EtOAc:hexane as mobile phase
to obtain the desired compound as a 1:1 mixture of isomers in the form of a yellow
solid (110 mg, 0.43 mmol, 41% yield). *H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.03 (s, 6H, 2-
COOCHs3), 4.18 (s, 6H 2-OCHs), 7.09 (dd, 2Ha, J=7.51Hz, J=11.75Hz), 7.9 (m, 4Ha,),
7.82 (M, 4Ha), 8.95 (s, 1Har) 9.15 (s, 1Ha).
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Methyl 9-hydroxyphenazine-2-carboxylate and methyl 6-hydroxyphenazine-2-
carobxylate (from now on hydroxyphenazine carboxylates 4). A solution of the 1:1
mixture of the methoxyphenzine carboxylates 3 (81 mg, 0.30 mmol) in anhydrous
CH,Cl, (2 mL) was cooled to -75°C and a solution of 1 M boron tribromide in CH,Cl,
(410 pL, 0.41 mmol) was added. After stirring for 15 min, the reaction mixture was
allowed to reach room temperature and then stirred for 10 h more. Afterwards, the
reaction flask was submerged on an ice bath (02-42C) and distilled water was added
dropwise, until the excess of boron tribromide was destroyed. The residue was then
extracted with CH3Cl (2 mL), dried (Mg,S0,4) and the solvent removed in vacuo. Flash
silica gel chromatography was employed to purify the reaction mixture yielding the
desired mixture of isomers 4 as a red/brown solid (23 mg, 90.6 umol, 10% yield) ***.
'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 4.03 (s, 3H, 2-OCH3), 4.05 (s, 3H, 2-OCH3), 7.27 (m, 2Ha),
7.80 (m, 3Ha), 8.24 (m, 3Ha(), 8.38 (m, 2Har), 7.92 (s, 1Ha), 8.98 (s, 1Har).

9-Hydroxy-phenazine-2-carboxylic acid and 6-Hydroxy-phenazine-2-carobxylic acid
(from now on hydroxyphenazine carboxylic acids 5, Hapten PC1). The 1:1 mixture
of hydroxyphenazine carboxylates 4 (20 mg, 78.7 umol) was dissolved in a solution
of 0.5 M KOH in THF (1mL) and stirred for 30 min at RT. Afterwards, the THF was
removed by distillation and the aqueous solution remained was washed with
saturated NaHCO; (5 mL) and EtOAc (5 mL x 3 times). The yellow aqueous phase was
then acidified to pH 3 with 5 M HCl and extracted with EtOAc (3 x 5 mL). The
combined EtOAc organic extracts were dried over Mg,SO,4 and the solvent removed
in vacuo until dryness. The resulting orange powder was washed with Et,O (5 mL)
and filtered through a filter plate to give a 1:1 mixture of the expected hapten 5 (13
mg, 54.2 umol, 97 % yield) as a 1:1 mixture of positional isomers. *H-NMR (500 MHz,
DMSO) & 7.26 (dd, 2Ha,, J=7.5Hz, J=5Hz), 7.74 (dd, 2Ha, J=10Hz, J=10Hz), 7.85 (m,
2Har), 8.33 (m, 4Hp:), 8.77 (s, 1Ha;), 8.84 (s, 1Ha;). UPLC ESI(+) calculated for
C13HsN,03 (M+) 241.0613, found 241.0606.

2.2. Accuracy studies

a. Buffer Samples. 5 blind samples prepared in PBS were spiked with 1-OHphz and
PYO at several concentrations, and measured in the As230/PC1-BSA (AE) ELISA.
Samples were split in two portions (90 PL each). One was directly measured by
ELISA (A), while the other (B) was treated with 1 M NaOH (10 uL) for 20 min.
Afterwards, 10X PBS (90 uL) was added followed by the addition of 10 N HCI (10 L)
and filled up to 900 uL (1/10 dilution) with milliQ water. After the treatment, sample
B was ready to be measured by ELISA.

b. Sputa Samples. 17 blind samples prepared with blank pooled sputa supernatants
were spiked with 1-OHphz and/or PYO at several concentrations and measured in
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the PBST-III ELISA. Like the buffer samples, each sample was splinted in two portions
(90 uL each). One was directly diluted 20 times with PBST (A) to minimize the matrix
effect of the sputum, while the other (B) was treated with 1 M NaOH (10 pL) for 20
min, after, 10X PBS (90 pL) was added followed by the addition of 10 N HCI (10 uL)
and filled up to 900 uL (1/10 dilution) with milliQ water. After that, sample B was
additionaly diluted 1/2, to finally obtain a total 1/20 dilution of the sample and
ensure a minimized sputa matrix effect.

184



Pseudomonas aeruginosa

RESULTS
Table 1S: Conditions and features of the five usable indirect competitive ELISA
obtained”.
Coating b .
PC1-BSA (AE’) | PC1-BSA (AE) PC1-BSA (AE) | PC1-BSA (MAS) | PC1-BSA (MA)

lAntigen,

4 (0.125) (0.125) (0.125) (0.125) (0.062)
(ug mL™) >
Antibody As230 As231 As232 As231 As232
(dilution) (1/8000) (1/8000) (1/8000) (1/8000) (1/16000)
Amax 0.78 £ 0.03 1.02£0.02 1.36£0.01 1.03£0.01 0.631+0.02
Amin 0.18 +0.03 0.08 +0.03 0.04 +0.02 0.51+0.02 0.274 +0.02
ICs (NM) 0.53+0.04 8.73+0.08 7.62 +0.05 3.25+0.11 0.724 £0.17
LOD (nM) 0.01+0.01 0.19 +0.01 0.15+0.03 0.09+0.13 0.01+0.01
Slope -0.87 £ 0.04 -0.71+0.08 -0.57 £ 0.03 -0.72+0.12 -0.541+0.11
lid 0.992+0.003 | 0.987+0.047 | 0.997+0.029 | 0.973+0.041 0.962 +0.031

°. The parameters were extracted from the four-parameter logistic equation used to

fit the standard curves. The data shown is the average and standard deviation of

assays of three-well replicates. ®AE means active ester. “MA means mixed anhydride
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Figure 1S. Effect of different physico-chemical paramenters on the ELISA. The
studies were performed by varying the composition of the buffer used in the
competitive step. (A) Effect of the ionic strength, the concentration of saline
concentration was varied while the concentration of phosphate salts remained
constant (10 mM). (B) Effect of the pH; the pH of the PBST buffer was modified by
adding small volumes of 1 M HCl or 1 M NaOH. (C) Effect of the concentration of
Tween 20 in the assay buffer. Data presented are extracted from the four-
parameter equation used to fit the standard curve. pH data correspond to the
average effect observed for each pH value, on three assays run in separate
microtiter plates. Tween 20 and ionic strength assays were run on duplicate in the
same microtiter plate and data shown correspond to the average of the assay run
on three different plates. The corresponding axis for each of the parameters (ICso
and An.x) is indicated in the top graph legend. The ICsg values are expressed in nM.
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Figure 2S. Conversion kinetics of the conversion of PYO into 1-OHphz using 1M
NaOH as described in the experimental section. The reaction was monitored by
HPLC-DAD. The analyses were performed using a flow rate of 1.0 mL min™ and the
mobile phase was the following program gradient: min 0: 15:85 ACN: 0.1 N
NHs/NH,4Cl buffer (H,0 with 0.3% aq NHs, adjusted to pH=9 with HCI); min 2: 15:85
ACN: 0.1 N NH3/NH4CI buffer; min 8: 40:60 ACN: 0.1 N NH3/NH,4Cl buffer; min 14:
90:10 ACN: 0.1 N NH3/NH4CI buffer; min 16: 90:10 ACN: 0.1 N NH3/NH,CI buffer; min
18: 15:85 ACN: 0.1 N NH3/NH,4Cl buffer; min 20: 15:85 ACN: 0.1 N NH3/NH4CI buffer.
Calibration was performed as described in the experimental section using phenazine
as internal standard. Sample aliquots were removed from the reaction media, mixed
with the internal standard and injected in the HLPC for quantification.
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Table2S: Results from the recovery studies related to the conversion of PYO to 1-
OHphz.

Conc. Spiked Recovery, %
Samples
1-OHphz, nM PYO, nM 1-0thzd PYO
0.5 - 138 -
- 0.5 - 110
5 - 121 -
- 5 - 103
50 - 100 -
Buffer
- 50 - 98
117 - 70 -
- 117 - 137
250 105 -
250 - 107

Spiked samples were prepared in PBS buffer and quantified in the As230/PC1-BSA
(AE) ELISA
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Figure 3S. Sputa matrix effect on the As230/PC1-BSA ELISA. The potential
nonspecific interferences caused by the sputa were assessed in the As230/PC1-BSA
ELISA. 1-OHphz standard curves were prepared with solubilized sputa as described
in the experimental section and subsequently diluted with PBST several times. The
distinct curves were run in the ELISA and compared with the standard curve
prepared in PBST. As it can be observed, the sputa diluted 20 times showed very
similar features to that run in PBST.
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Figure 4S. Plots showing the similarities between treated (NaOH treatment to
convert PYO into 1-OHphz) and non treated samples (directly diluted) in sputum.
The graph shows the curves prepared in treated and non treated sputum samples
diluted 20 times with PBST. As it can be observed, the procedure how you prepare
the sputa sample does not influence on the sample and therefore both samples can
be quantified in a single calibration curve.
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0.8+ ®  Sputum Treated
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Abs 450
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4.4 RESUM DELS RESULTATS DEL CAPITOL 4

S’ha desenvolupat un immunoassaig per a la deteccié de 1-OHphz i PYO emprant
anticossos produits contra 1-OHphz. La similitud quimica de les dues estructures,
permet que amb un simple tractament basic on la PYO perd el grup metil del
nitrogen a la posicid 5 es converteixi en 1-OHphz i per tant, quantificar els dos
analits amb un Unic anticos.

Els anticossos es varen produir en conills New Zealand immunitzant el bioconjugat
PC1-HCH. L’haptée PC1l és una mescla isomerica 1:1 de I'acid carboxilic
hidroxifenazina 5, el qual va ser dissenyat i sintetitzat. De la immunitzacié de I’hapte
PC1-HCH es varen obtenir tres antiserums etiquetats com a As230, As231 i As232, i
aquests antiserums combinats amb dos competidors de PC1-BSA conjugat
mitjangant el metode de I'ester actiu o de I'anhidrid mixta varen resultar en cinc
combinacions d’assajos competitius. La combinacié As230/PC1-BSA (AE), presentava
una de les millors parametres i va ser l'escollida per als desenvolupaments
posteriors.

Per poder detectar la PYO es va estudiar la reaccié de desmetilacid en medi basic. El
protocol final consisteix en tractar les solucions de PYO amb solucions de NaOH 1M
durant 20 min a temperatura ambient. La reaccié va ser estudiada inicialment per
HPLC-DAD i confirmada mitjanant estudis de recuperacio en I'ELISA. Les mostres es
dopaven a una concentracid coneguda de PYO, es tractaven i posteriorment es
guantificaven amb I'ELISA, obtenint per a tots els casos una bona correlacid. Per tal
de poder quantificar ambdds analits, les mostres es divideixen en dues parts, una es
mesura directament per quantificar la 1-OHphz i I'altre es tracte amb medi basic
abans de ser analitzada, de manera que la PYO es converteix en 1-OHphz i en I'ELISA
mesurem la concentraci6 de 1-OHphz. La diferencia entre les dues mesures
correspon a la concentracio de PYO en la mostra.

L'assagi es va optimitzar per tal de poder quantificar les dues mostres en una Unica
corba de calibratge. Despes de minimitzar els efectes matriu provinents d’aquest
tractament de mostra i considerant la conversidé quantitativa de la PYO a 1-OHphz,
podem concloure que I'assaig te un LOD 0,01 + 0,01 nM (N=3 dies).

Amb |'objectiu de demostrar la capcitat de I'assaig per detectar la PYO i la 1-OHphz
d’origen bacteria, es varen preparar corbes de creixement de diferents soques de P.
aeruginosa i se’n varen quantificar ambdds pigments. El medi MH necessita ser
diluit 1/5 en PBST per minimitzar les interaccions no especifiques del medi en
I'ELISA. La produccié de 1-OHphz és menor a la quantitat de PYO segregada pero les
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concentracions d’ambdds pigments augmenta amb el temps en les condicions

estudiades.
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Figura 4.16 A. Representacid grafica del pretractament de mostres per poder mesurar 1-OHphz i PYO en una
mateixa mostra. B. Representacié del format indirecte competitiu de I'immunoassaig As230/PC1-BSA. C. Corbes
de calibratge en PBST i efecte matriu de I'esput.

Degut a la rellevancia de P. aeruginosa present en pacients amb problemes
respiratoris es va decidir aplicar 'ELISA desenvolupat a la quantificacié de mostres
d’esput. El tractament d’aquestes mostres consisteix en primer lloc un trencament
dels enllagos S-S del mucus amb DTT i posteriorment una dilucié en tampd que
permet minimitzar I’efecte matriu. Tenint en compte el factor de dilucié aplicat, el
LOD de I'ELISA en esput és de 0,60 + 0,01 nM (4,80 + 0,08 nmol per Kg d’esput; N=2
dies).
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Tot seguit, es varen fer estudis de recuperacid, on es fortificaven mostres d’esput
amb concentracions conegudes de PYO i 1-OHphz. S’obtingueren bones
recuperacions, demostrant que el protocol desenvolupat pot ser aplicat a la
quantificacié de mostres d’esput.

Taula 4.5. Parametres de I'immunoassaig per a la deteccidé de 1-OHphz i PYO en tampd, esput i en medi MH.

Parametres PBST Esput 1/20° Miiller Hinton 1/5
Anax 0,75+ 0,03 0,83 0,04 0,82 + 0,05
A 0,18 £ 0,03 0,09 +£0,01 0,16 £ 0,03
Pendent 0,87 +£0,04 -0,71+£0,01 -0,88 £ 0,14
1C5o, NM 0,53 + 0,04 11,2+ 0,03 (89,6 + 8,24)" 4,75+ 1,59
LOD, nM 0,01+0,01 0,60 £ 0,01 (4,80 + 0,08)b 0,32+0,23

R’ 0,992 £ 0,003 0,997 £ 0,003 0,981 £+ 0,009

“ Les concentracions han estat multiplicades pels factors de dilucié aplicat per obtenir el valor de detectabilitat
en la mostra original. ® Concentracions expressades en nmol de 1-OHphz per Kg d’esput.

Per ultim, l'assaig es va intentar implementar en mostres reals de pacients
colonitzats per P. aeruginosa perd no es va poder detectar PYO ni 1-OHphz en les
mostres examinades.

4.5 PRINCIPALS APORTACIONS DEL TREBALL DESCRIT EN D’AQUEST
CAPITOL 4

Les principals aportacions d’aquest capitol son les seglients:

- Es la primera vegada que s’obtenen anticossos contra la 1-OHphz i que
s’apliquen a la deteccié de 1-OHphz i PYO. Per a I'obtencié dels anticossos
contra la 1-OHphz va ser necessari el disseny i sintesi d’un hapte
d’immunitzacié (PC1) el qual es va conjugar a la proteina HCH per obtenir els
immunogens desitjats.

- S’ha desenvolupat una eina rapida, sensible, especifica i cost-efectiva per a la
deteccio de la piocianina i 1-OHphz. Si bé a la bibliografia trobem altres
metodes per a la deteccid de d’aquests pigments cap d’ells reuneix les
qualitats que presenta I'ELISA. Per un costat trobem tecniques com I'HPLC o
la GC*"**" que sén tecniques laborioses i presenten dificultats per a I’analisi
de mostres biologiques o per un altre costat, sensors amb una sensibilitat de
lorde de I'ELISA*™™?'®?* amb la possibilitat de ser aplicats a mostres
biologiques perd no presenten cap element de bioreconeixement especific i
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per tant, altres elements presents en la mostra podrien donar lloc a falsos
positius.

- L’ELISA desenvolupat s’ha pogut aplicar per a la quantificacié de
sobrenedants de cultius cel-lulars. S’ha quantificat 1-OHphz i PYO provinent
de diferents soques de P. aeruginosa en medi MH.

- Com a prova de concepte, I'ELISA desenvolupat s’ha aplicat a mostres
d’esput. S’ha minimitzat I'efecte matriu de la mostra amb un simple
tractament de trencament dels enllagos disulfur de I'esput i dilucid que
permet mesurar aquests compostos en esput de manera rapida i facil. A més
els estudis d’exactitud mostren que, tot i el tractament, I'ELISA és que capacg
de quantificar de forma forga acurada el contingut de PYO en aquestes
mostres complexes.

S’ha aconseguit, doncs, posar a punt un eina de diagnostic rapida, especifica per a la
deteccio de PYO i 1-OHphz. Els ELISAs en microplaca presenten |’avantatge de poder
processar un gran numero de mostres i per tant ser Utils per al cribatge. En el cas de
I'esput, els limits de deteccid aconseguits tant en tampd com en matriu sén molt
bons, assolint valors significativament inferiros als contiguts de PYO reportats per
mostres d’esput de pacients malalts. A més a més, I'immunoassaig es podria aplicar
a altres matrius que siguin de rellevancia en infeccions causades per P. aeruginosa.
El treball desenvolupat també obre les portes a una possible aplicaciéo de
I'immunoassaig a un dispositiu tipus PoC, en format de tira reactiva o
immunobiosensor.

Per altra banda, el desenvolupament d’una técnica per a la deteccio de la PYO té un
ampli ventall d’aplicacions a més del nostre objectiu inicial, el diagnostic de P.
aeruginosa. La tecnica desenvolupada pot ser de gran interés en altres tipus
d’estudis on es requereixi la monitoritzacié i/o quantificacié6 de la PYO com ara
I'avaluacié de nous farmacs contra P. aeruginosa, estudis de toxicitat, eina per a
I’estudi de la rellevancia o funcions basiques implicites del pigment o monitoritzacio
de la PYO en les infeccions de P. aeruginosa com a possible prediccié de I'evolucid
del pacient.
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4.6 MATERIALS | METODES

En aquest apartat es descriuen els materials i métodes emprats per a la sintesi de
I’hapte PC1 i per a les corbes de creixement de P. aeruginosa que no es recullen en
les publicacions dels apartats 0i 4.3.6.

Reactius i immunoreactius

L’antiserum As230, I’'hapte PC1-BSA i la 1-OHphz han sigut motiu d’estudi d’aquesta
tesi doctoral i la seva preparacié ha estat previament descrita (vegeu publicacid X,
apartat 4.3.6). Els reactius quimics emprats foren adquirits a la casa comercial Sigma
Aldrich (St. Louis, MO). Les soques DKN263 i DKN330 han estat facilitades per la Dra.
Newman de I'Institut de Tecnologia de California (Caltech, Pasadena, CA, EEUU).

Tampons i dissolucions
Per a la realitzacio dels immunoassajos es varen utilitzar els seglients tampons:

PBS és tampé fosfat 10 mM amb una solucié de NaCl 140 mM a pH 7,5. PBST és
tampd PBS amb 0,05% de Tween® 20. 10X PBS és PBS 10 vegades concentrate.
Tampd carbonat/bicarbonate és Na,CO3/NaHCO3; 0,05M a pH 9. Tampd citrat és
citrate de sodi 40 mM a pH 5,5. La solucidé substrat conté 0,001% TMB (3,3°,5,5"-
tetrametilbenzidina) i H,0, al 0,004% en tamp? citrat.

Instrumentacio i altres

Les TLC es va realitzar en lamines d’alimina recobertes de 0,25 mm de silica gel 60
F254 (Merk, Darmstadt, Alemanya) i la separacié dels diferents compostos
sintetitzats es va realitzar mitjangant columnes de cromatografia de silica gel
(tamany de por 60 A, 230-400 mesh particle size). Els espectres de NMR 'H es varen
realitzar en un espectrometre Varian (Palo Alto, California, USA) Unity-300 (300
MHz) o en un espectrometro Varian Inova 500 (500 MHz).

Les microplaques de poliestiré es varen obtenir de Nunc (Maxisorp, Roskidle,
Dinamarca). El rentat de les plaques es va realitzar amb un rentador de plaques
ELx405 HT (BioTek, Vinooski, VT). Les absorbancies o OD es varen llegir usant un
espectrometre SpectamaxPlus (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a una longitud
d’ona fixe, 450 nm per als immunoassajos i 600 nm per les corbes de creixement
bacteria. Les corbes de calibracié de I'ELISA es varen analitzar mitjangant una
equacio logistica de quatre parametres amb el software de GraphPad PrismTM
(GraphPad Software Inc. San Diego, CA, USA). Les corbes estandards es varen ajustar
a una equacio logistica de quatre parametres regint-se per la férmula: Y = [(A-B)/1 -
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(x/C)"D] + B, on A és el senyal maxim, B és el senyal minim, C és la concentracié
produint el 50% del senyal maxim, i D és la pendent al punt d’infeccié de la corba. La
ICso i la ICyg es varen calcular com a la concentracié corresponent d’analit per inhibir
I’assaig obtenint el 50 o 90% d’absorbancia respectivament. El pH dels tampons i
solucions s’han mesurat amb un pH-metre 540 GLP.

3-Metoxi-o-benzoquinona (2)

En un matras de tres boques (100 mL) provist d’un nucli magnetic, un embut
d’addicié de pressid compensada i un tub de CaCl, es va dissoldre la 3,4,5,6-
tetracloro-1,2-benzoquinona (3,68 g, 14,9 mmol) en éter anhidre (50 mL).
Seguidamente, una solucié de 1,2-dihidroxi-3-metoxibenzé (2,00 g, 14,3 mmol) en
éter anhidre (10 mL) es va afegir gota a gota sobre la solucion anterior fent Us de
I’embut d’addicé compensada. Un cop acabada I'addicid, es va refredar la solucié —
20°C en un bany de gel i sal durant 15 min. Els cristalls es varen filtrar en una placa
filtrant del n. 4 i es varen rentar amb éter anhidre fred, obtenint un rendiment del
75% (1,50 g).

NMR *H (300 MHz, CDCl3) & ppm: 3,79 (s, 3H, CHs) 5,92 (dd, 1Har, J=0,6 Hz, J=7,2 Hz)
6,09 (dd, 1Ha, J=1,2 Hz, J=10,2 Hz) 7,02 (dd, 1Ha, J=7,2 Hz, J=10,2 Hz).

1-Metoxifenazina (4)

En un marag de tres boques (100 mL) provist de ntcli magnetic, un embut d’addicié
de pressido comppensada i un tub de CaCl,, es va dissoldre la 3-metoxi-o-
benzoquinona (2) (1,30 g, 9,4 mmol) en CH,Cl; anhidre (15 mL). Seguidament, es va
afegir gota a gota una solucié de 1,2-diaminobenze (3) (0,79 g, 7,3 mmol) dissolta en
una mescla de CH,Cl, anhidre:acid acetic (10 mL : 6 mL) i es va deixar evolucionar la
reaccid a temperatura ambient durant 1,5 h. A continuacid, el cru de reaccié es va
rentar tres vegades amb una solucién de NaOH al 5% i després tres vegades més
amb H,0. Després d’assecar la fase organcia amb MgSO,anhidre, es va filtar i es va
concentrar a sequedat. Es va obtener un solid marrd que es va purificar mitjangant
una columna de silica gel usant com a fase maévil una mescla AcOEt: hexa (1:1). Les
fraccions corresponents a la 1-metoxifenazina (4) es varen rotavaporar, obtenint un
rendiment del 41% (700 mg).

NMR *H (300 MHz, CDCl5) & ppm: 4,19 (s, 3H, CHs) 7,09 (d, 1Ha, J=7,5 Hz) 7,77 (t,
1Har, J=9 Hz) 7,84 (m, 3Hy,) 8,24 (dd, 1Ha,) 8,40 (dd, 1Hx,).

1-Hidroxifenazina (5, 1-OHphz)

Ruta sintetica A

El BBr3 (8 mL, 5,6 mmol) es va afegir gota a gota a una solucié de 1-metoxifenazina
(4) (340 mg, 1,61 mmol) en CH,Cl, anhidre (15 mL), a temperatura ambient i sota
atmosfera d’argd. La reaccié es va mentenir en agitacio durant 8 h i transcorregut
aquest temps, es varen afegir unes gotes d’H,0 per comprobar que tot el BBr3
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s’havia consumit. Es va rentar la fase orgdnica en aigua (3 x 20 mL) i seguidament
amb NaOH 1 M (3 x 20 mL). Es va neutralitzar la fase aquosa amb HCI 1 M i es va
extreure amb CH,Cl; (3 x 20 mL). Després de secar la fase orgdnica amb MgSQO,
anhidre, es va filtar i es va concentrar a sequedat. Es va obtenir un solid groc
corresponent a la 1-OHphz (5) amb un 36% de rendiment (114 mg).

Ruta sintética B **

En un ampolla de vidre transparent es va dissoldre metansulfonat de N-
metilfenazina (11) (500 mg, 2,5 mmol) en H,O (400 mL) i es va exposar a la llum
solar durant 3 dies sense tancar I'ampolla (aproximadament 24 h de llum). A
continuacio, es va adicionar una solucié de NaOH 8 M (5 mL) i es va agitar durant 16
h a temperatura ambient. Es va filtar la mostra i es va extreure amb éter. La fase
aquosa es va acifificar amb acid acetic i es va extreure amb éter (3 x 300 mL).
Després de secar la fase organica amb MgSO, anhidre, es va filtar i es va concentrar
a sequedat. Es va obtenir la 1-OHphz amb un 72% de rendiment (231,7 g).

NMR *H (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7,20 (dd, 1Ha,, J=1,5 Hz, J=7,4 Hz) 7,69 (dd, 1Ha
J=1,5 Hz, J=8,7 Hz) 7,78 (dd, 1Ha J=7,2 Hz, J=8,7 Hz) 7,94 (m, 2Ha;) 8,21 (m, 1Ha)
8,29 (m, 1Hx,).

Metansulfonat de N-metilfenazina (11)

En un matras de fons rodd (100 mL) provist amb un nucli magneétic es va escalfar
PhNO; (25 mL) a 130°C. Seguidament, es va afegir (CH3),SO4 (7 mL) i es va deixar
agitant durant 5 min ente 105-110°C. A continuacidén, es va deixar atemparar la
solucio, es varen filtar els cristalls taronges en una placa filtrant del n. 4 i es va
obtenir el producte amb un 70% de rendiment (6 g).

NMR *H (300 MHz, CDCls) & ppm : 3,67 (s, 3H, S-CHs) 4,79 (s, 3H, N-CHs) 8,27 (t, 2Ha,
J=8,1 Hz) 8,48 (t, 2Hx() 8,57 (d, 2Ha, J= 8,7 Hz) 8.68 (d, 2Ha, J=9,3 Hz).

1-Hidroxi-5-metilfenazina (PYO)

En un matras (10 mL) provist d’un nucli magnétic i tub de CacCl, es va dissoldre 1-
OHphz (5) (300 mg, 1,5 mmol) en (CH3)3S0O4 (1,3 mL) i es va escalfar a 100°C durant
10 min. A continuacién, es va refredar el matras de la reaccid i una cop atemparat es
va afegir I’éter (10 mL). Es va filtar i es va afegir H,O (5 mL) i una solucié de NaOH al
10% (1 mL). Seguidament, la fase aquosa es va extreure amb CHsCI. La fase organica
es va secar amb MgS0O, anhidre, es va filtra i es va concentar a sequedat. Es va
obtenir un residuo cristali de color blau amb un 93% de rendiment (300 mg).

NMR *H (300 MHz, CDCl5) & ppm: 4,01 (s, 3H N-CHs) 6,50 (d, 1Ha,, J=8,4 Hz) 6,58 (d,
1Hp, J= 8,4 Hz) 7,71 (dd, 1Ha,, J=8,2 Hz, J=8,2 Hz) 7,88 (d, 1H,, J=8,2 Hz) 8,05 (dd,
1Hp,, J=8,4 Hz, J=8,4 Hz) 8,05 (dd, 1Ha, J=8,2 Hz, J=8,2 Hz) 8,30 (d, 1Ha, J=8,2 Hz).
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Cultius de P. aeruginosa

Aquests experiments els varen realitzar els colaboradors clinics del projecte
NanoBioSepRes de I'HGTiP.

En primer lloc es va preparar un pre-cultiu de bacteria inoculant una colonia fresca
en un erlenmeyer amb medi MH (20 mL) i es va deixar tota la nit a 30°C amb
agitacié. El segon dia, es va inocular medi MH (100 mL) amb el pre-cultiu (1 mL) del
dia anterior. A partir d’aquest moment es va llegir densitat optica a 600 nm en
intervals d’una hora (Temps O correspdn a la lectura al inocular amb el pre-cultiu).
Per a cada hora es va apartar una aliquota del cultiu (2 mL) va centrifugar per
obtenir el pellet de cel-lules (300 G x 5 min), i es va separar el sobrenedant per esser
congelat a -20°C.

Avaluacio de I'efecte matriu del medi MH en ’ELISA As230/PC1-BSA

Es varen preparar corbes estandandar de 1-OHphz amb medi MH a diferentes
dilucions (desde 1/2 a 1/20) amb PBST. Les corbes es varen analitzar amb I'ELISA
As230/PC1-BSA (vegeu procediment 1-OHphz ELISA [As230/PC1-BSA (AE)] descrit en
I'apartat experimental de la publicacié X) per comparar el paral-lelisme amb la corba
estandar de PBST.

Comparativa de l'efecte matriu del medi MH tractat i no tractat en I'ELISA
As230/PC1-BSA

Es varen prepara dues corbes estandards de 1-OHphz amb medi MH tractat i no
tractat (vegeu procediment Sample treatment descrit en la part experimental de la
publicacié X) diluit 1/5 en PBST. Tot seguit, les corbes es varen analitzar amb I'ELISA
As230/PC1-BSA (vegeu procediment 1-OHphz ELISA [As230/PC1-BSA (AE)] descrit en
I'apartat experimental de la publicacié X) per comparar el paral-lelisme entre les
dues corbes.
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Conclusions

A continuacié es recullen les conclusions que s’extreuen de la investigacié realitzada

en aquesta tesi doctoral, que ha abordat el desenvolupament d’assajos

immunoquimics per a la deteccié de S. aureus (5.1) i d’infeccions causades per P.

aeruginosa (5.2).

5.1 ESTABLIMENT D’UN PROCEDIMENT IMMUNOQUIMIC PER A LA

DETECCIO DE Staphylococcus aureus EN MOSTRES CLINIQUES

Els immunoreactius desenvolupats contra el pont de cinc glicines de S.
aureus han demostrat tenir un elevat potencial per a la deteccié de S. aureus
i han permes el desenvolupament d’assajos immunoquimics, robustos i
reproduibles.

El fragment peptidic constituit per dos stem peptides i un peptid pont de cinc
glicines caracteristic de S. aureus, unitat que es repeteix a |'estructura del PG
d’aquest bacteri, ha resultat ser un excel-lent epitop diana per a la produccié
d’anticossos especific contra aquest bacteri.

El disseny d’hapte realitzat que incorpora un residu de Cys a I'extrem
terminal d’un dels stem petides ha permeés generar anticossos d’alta afinitat
contra aquest epitop, que a mes han resultat ser utils per detectar-ho també
en el conjunt de I'estructura del PG i del microorganisme.

Tots dos haptens d’'immunitzacid, PSau5 i PSau7, generats contra el
fragments terminals (DAla-DAla) o doblement lligats a d’altres unitats (tan
sols una DAIla) han mostrat ser igualment adients per produir anticossos
capagos de reconeixer el bacteri, al qual cosa indicaria que el nombre de
fragments terminals es forga significatiu en la paret bacteriana, o bé que
aquest fragment es troba més accessible. En qualsevol cas, tots dos haptens
han generat assajos amb les mateixes caracteristiques analitiques pel que fa
a la detectabilitat i I'especificitat.

Pel que fa al desenvolupament de I” immunoassaig competitiu, els resultats
obtinguts indiquen que I’heterologia de I"hapte de competicié no té un paper
important en aquest cas, ja que tots els bioconjugats preparats per ser usats
com a competidors van proporcionar assajos molt similars des d’un punt de
vista analitic.

L'ds dels peptids sintetics PSau5 i PSau7, corresponents als epitops
seleccionats, com a referéncies per calibrar I'assaig ha mostrat ser una millor
estrategia que I'Us del mateix PG, per assegurar la reproduibilitat i la fiabilitat
de I'assaig. Aix0 es degut a la puresa i homogeneitat de la referéncia de tipus
sintetic, que no es pot assegurar en el cas del PG procedent d’extractes de
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bacteri. A més, els resultats demostren que existeix una bona correlacio
entre els equivalents d’'immunoreactivitat del PSau7 (PSau7 IR equiv.) i els
CFU mL" de S. aureus, la qual cosa déna suport I'Gs d’aquests péptids com a
calibradors en cas de desenvolupar una eina diagnostica.

S’ha demostrat que el tractament amb TFMSA millora la disponibilitat pel
reconeixement immunoquimic dels péeptids de la paret bacteriana. Aixo s’ha
posat en evidéncia tant per a extractes de PG com en mostres de S. aureus. A
mes els resultats obtinguts en tampd ha estat corroborats pels aconseguits
qguan els mateixos estudis s’ha fet en matrius biologiques, concretament de
BAL i BAS. Aixi doncs, aquest tractament permet incrementar |Ia
detectabilitat de I'assaig en gairebé 3 ordres de magnitud i s’assoleix una
LOD de 10" CFU mL™ en suspensions bacterianes preparades en tampd. En
mostres cliniques la detectabilitat assolida és lleugerament inferior que en
tampd (10°> CFU mL™ per BAS i 10° CFU mL™ per BAL) perd encara millor que
si no s’aplica el tractament.

L’ELISA As291/PSau3-BSA de S. aureus pot constituir una excel-lent eina per
al cribratge de pacients infectats per aquest bacteri aixi com també per a la
caracteritzacio de diferents batchs d’extractes de PG.

ESTABLIMENT D’UN PROCEDIMENT IMMUNOQUIMIC PER A LA
DETECCIO DE Pseudomonas aeruginosa EN MOSTRES CLINIQUES

Els immunoreactius desenvolupats contra la 1-OHphz han demostrat ser
altament especifics per aquesta molecula i han permes el desenvolupament
d'assajos immunoquimics especifics per a la deteccio d'infeccions causades
per P. aeruginosa.

La incorporacié d’un grup carboxilic a la posicid 4 o 5 de la 1-OHphz per
obtenir I’hapte PC1 i generar anticossos d’alta afinitat contra la 1-OHphz,
gracies al seu acoblament covalent a una macrobiomolecula, ha permeés que
es produis una resposta immune en I'animal hoste.

La quantificacié de PYO és possible gracies a un tractament rapid i senzill que
aconsegueix convertir en 1-OHphz de manera quantitativa. Per tant, totes
dues molecules poden ser quantificades simultaniament en una mateixa
mostra.

Tot i la complexitat de les mostres d’esput, s’ha aconseguit implementar
I'assaig per I'analisi d’aquest tipus de mostres biologiques, s’ha assolit una
detectabilitat adient i uns resultats fiables. A causa de la complicada
manipulaciéo de I'esput, s'ha establert un protocol amb DTT que permet
trencar |'estructura mucolitica. El LOD assolit en esput és de 0,60 + 0,01 nM
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(4,80 + 0,08 nmols Kg'1 esput), lleugerament superior al assolit en tampd
(0,01 £ 0,01 nM) pero significativament rellevant per a la seva implementacié
en I'ambit clinic.

* L'assaig també ha estat aplicat a la quantificaci6 de PYO i 1-OHphz en
mostres de sobrenedants provinents de medi de cultiu Miiller Hinton. Els
LOD assolits en aquest medi han estat de I'ordre del nM i s'ha demostrat la
quantificacié de 1-OHphz i PYO excretats per P. aeruginosa en el decurs del
seu creixement.

* L’ELISA As230/PC1-BSA desenvolupat per a la deteccié de 1-OHphz i PYO és
una potencial eina de cribratge per a la deteccio d'infeccions causades per
P. aeruginosa.

5.3 CONCLUSIONS GENERALS

Els immunnoareactius desenvolupats per a la deteccié d’infeccions causades per S.
aureus i P. aeruginosa han demostrat tenir un elevat potencial per a la deteccié de
les respectives bacteries en mostres biologiques emprant immunoassajos de tipus
ELISA.

La tecnica d’ELISA desenvolupada per a la detecciéd d’infeccions causades per
patogens aporta nous avantatges respecte a les tecniques habituals. Els anticossos
emprats s’han caracterizat detingudament i se’n coneix detalladament
I'especificitat. Es una técnica efectiva de baix cost i de facil implementacié en un
laboratori clinic.

Els immunoreactius desenvolupats es podrien aplicar a d’altres formats
d’'immunoassaig si els objectius que es volguessin abordar fossin lleugerament
diferents als plantejats en aquesta tesi doctoral. Un format de tipus tira reactiva ens
permetria obtenir un resultat en menys temps i la lectura del resultat es podria fer a
ull nu. Per altra banda, els immunoreactius també es podrien aplicar en un sensor
en cas de necessitat d’obtencié de dispositius miniaturitzable, portables i amb
possibilitat de millora de la detectabilitat.

Per I'objectiu d’aquesta tesi, els immunoreactius desenvolupats han estat aplicats a
tecniques de deteccid de patogen pero la técnica desenvolupada també podria tenir
altres aplicacions dins del camp de la biomedicina, com ara I'avaluacié de farmacs
contra els bacteris corresponents o la caracteritzacio d’antigens.
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Al 2013, gracies a una beca BE-DGR de la Generalitat de Catalunya va ser possible
una estada de recerca de quatre mesos en el grup del Prof. Kim Janda al The Scripps
Research Institute (TSRI). El principal objectiu de I'estada era complementar el
treball de recerca obrin noves perspectives relacionades amb I'Us terapéutic dels
anticossos que, com alguns dels produits en aquesta tesi, poden interaccionar amb
el sistema del quorum sensing (QS). En aquest context, el grup del Prof. Kim Janda
ha demostrat un ampli coneixement recolzat per un gran nombre de publicacions
relacionades amb el mateix ambit. Per altre banda, tal com s’ha descrit al Capitol 4,
en aquesta tesi doctoral es va assolir amb exit la produccié d’anticossos especifics
contra la PYO i la 1-OHphz, dos factors de viruléncia especifics de P. aeruginosa i,
gue a més, son considerats factors claus en el sistema del QS d’aquest bacteri
(vegeu apartat 4.1.2).

La piocianina, es un dels factors de major viruléncia d’aquest bacteri'®®*’’ i la seva
produccié esta regulada pel QS ***. S'ha demostrat que la toxicitat de PYO i 1-OHphz
implica també la interferencia amb el sistema immunologic mamifer i efectes

apoptotics de neutrofils i altres ceél-lules **%13,

6.1 Objectius i estrategia

En base a tot I'anteriorment esmentat es va proposar com a objectiu per aquesta
estada predoctoral I'avaluacio dels anticossos contra la 1-OHphz com a potencials
agents terapeutics. Aquest objectiu requeria abordar una serie d’objectius especifics
en primer lloc:

1) Purificacié per immunoafinitat dels antiserums a fi d’obtenir Unicament els
anticossos especifics.

2) Establiment d’un assaig de citotoxicitat emprant cél-lules mamaries, per
avaluar la funcidé citotoxica d’aquests factors de viruléncia, mitjancant
microscopia i tests de citotoxicitat adients.

3) Avaluacid la capacitat de I'anticds anti- 1-OHphz per neutralitzar els efectes
toxics que les molécules PYO i la 1-OHphz tenen sobre les cel-lules mamaries.

6.2 Resultats i discussio

6.2.1 Preparacio i caracteritzacio d’un suport solid
L'anticos contra la 1-OHphz és un anticos policlonal, perdo el seu possible us
terapeutic requereix en primer lloc immunopurificar I'anticds per aillar Unicament la

fraccié d’lgGs especifiques. Per aguest motiu es va abordar la preparacido d’un
I'immunosorbent usant com a suport solid columnes HiTrap™ NHS-activated HP (GE
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Healthcare). Es tracta de columnes disponibles comercialment pre-empaquetades
amb safarosa (agarosa molt entrecreuada, 6% aprox.) activada amb grups NHS (10
UM de grups NHS mL™ de medi) que permeten la unié de lligands a través de les
seves amines primaries. L'antigen (PC1-BSA, préviament preparat i caracteritzat,
vegeu capitol 4) es va unir covalentment a la safarosa a través dels grups amino de
la lisina de la proteina formant un enllag amida estable. La quantitat d'antigen unit
al suport es va calcular comparant la mesura d'absorbancia a 280 nm de la solucid
de I'antigen abans de ser carregat a la columna HiTrap i la primera solucid de rentat
després de l'etapa d'acoblament. El rendiment obtingut va ser del 85%
d'acoblament, el que proporcionava una capacitat teorica de la columna
d’aproximadament 15 mg d'anticos especific.

6.2.2 Purificacio de 'As230 per immunodfinitat

L'objectiu de I'elucié és tenir una desorcidé eficient, sense que es produeixi una
desnaturalitzacié de I'anticos per preservar-ne la seva immunoreactivitat. Un cop
s’hagi produit la carrega d'anticos, el complex Ab230-PC1-BSA esta format per forces
electrostatiques, enllagos d'hidrogen secundaries i forces de Van der Waals. Per
desorbir I'anticos s’han de trencar aquests enllagos i, d’acord amb la literatura **° els
eluents més comuns sén tampons acids o basics, solucions d'alta forga ionica,
dissolvents organics i agents desplagadors.

Es va optar per un tampd de dissociacié de glicina-HCl 0,1 M a pH 2,5, i va ser
avaluat per tal d’aconseguir desorbir els anticossos amb el minim volum possible i
amb una alteracié també minima de 'activitat de I'anticos. Amb aquestes condicions
fixades es va procedir a fer passar la solucié d’antiserum (préviament purificat
(NH4),SO4 al 45%, vegeu part experimental descrita en apartat 3.7) i es va
guantificar la quantitat total d'lgGs immobilitzada mesurant la diferencia en
I’absorbancia a 280 nm entre la solucié carregada i la fraccié no retinguda a la
columna, un cop s’havia passat la solucid. Els resultats obtinguts varen correlacionar
perfectament amb les expectatives teoriques, ja que per cada 1 mL carregats havien
quedat immobilitzades aproximadament 10 mg d’IgG especifica, la qual cosa
concorda amb el fet de que aproximament un serum policlonal te un 10% de IgGs
especifiques.
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6.2.3 Avaluacio de la citotoxicitat de la 1-hidroxifenazina en cél-lules mamaries

Aqguests treball es va fer amb dues linies cel-lulars, macrofags RAW 264,5 i
fibroblasts A549. Es van seleccionar macrofags perqué és coneguda I'accid citotoxica

173

qgue la PYO exerceix sobre aquestes cel-lules **". | els fibroblasts perque era una linia

cel-lular disponible al laboratori i per comprovar si les fenazines també mostraven

accié citotoxica com si que s’havia observat amb les AHLs *°.

Quan les cel-lules s’incubaven en presencia de 1-OHphz, I'efecte citotoxic es podia
comengar a observar al microscopi al cap de dues hores de I'addicio, les cel-lules es
reproduien en menor quantitat i adoptaven formes poc convencionals. Al mateix
temps es determinava la viabilitat cel-lular mitjangant l|'assaig de proliferacié
cel-lular MTT d'acord amb les instruccions del fabricant (Promega). Aquest assaig es
basa amb la reduccié del la salt de bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazol (MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) per
produir formazan ((E,Z)-1-(4,5-dimetiltiazol-2il)-3,5-difenilformazan), un compost
blau, del que se’n pot mesurar I’'absorbancia a 570 nm i és directament proporcional
al nombre de cél-lules viables (vegeu Figura 6.1). Tot i la controvérsia entorn de la
localitzacié i I'agent reductor que permet que la reaccié tingui lloc, diversos estudis
apunten que la reaccid tindria lloc a nivell mitocondrial i el NADH seria I'agent

reductor principal®®’.

ﬂ\ N Agent reductor
S l}l/ Q mitocondrial HN_'\\|>_®
N= 3
j N N=N
Br
MTT Formazan

Figura 6.1 Reacci6 de reduccié del salt de MTT per donar formazan.

Les imatges de la Figura 6.2 mostren la resposta dosis-depenent de citotoxicitat de
les cel-lules tractades amb 1-OHphz en les cel-lules RAW 264,5 i A549. Es pot
apreciar com I'efecte de toxicitat és major a més quantitat de 1-OHphz per ambdues
linies cel-lulars. L'efecte es veu més acusat per les RAW 264,5, on per la mateixa
quantitat de 1-OHphz les cel-lules adopten una morfologia més allunyada de la
forma estandard. Els grafics de la Figura 6.3 mostren els valors quantificats de
viabilitat mitjangant I'assaig MTT, on podem apreciar el major grau de mortalitat en
les cel-lules RAW 264,5 respecte les A549. El mateix comportament citotoxic havia
estat descrit pel la lactona de homoserina 3-oxo-C;,-HSL (C12; vegeu apartat 4.1.2),
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producte del QS de P. aeruginosa, que s’ha afegit als experiments com a control
268,269

positiu
Com a conseqliencia d'aquests resultats, els subseqlients estudis es van fer
Unicament amb la linia cel-lular RAW 264,5, degut a la major sensibilitat mostrada
per la 1-OHphz. A més, es va fixar una concentracié de 50 uM, que és la que
produeix la mort d'aproximadament el 50% de les cel-lules. Comparant amb el
control positiu C12, la 1-OHphz provoca una mortalitat semblant en les cel-lules
A549, mentre que en les RAW 264,5 la C12 és més citotoxica que la 1-OHphz.

I 0o uM I

control 100M 200 M

Figura 6.2 Imatges de microscopia de la toxicitat dosi depenent de la concentracié de 1-OHphz de les cél-lules
RAW 264,5 (imatges superiors) i A5491 (imatges inferiors) després de 3 dies de I'addicid de la 1-OHphz.

A549

p.| Y.
] ControlAS49 A § EEA control RAW B
2. 1-OHphz .| 1-OHphz
o . B3 C12 (control positiu) - E3 C12 (control positiu)
5 : : 5
P | ‘ q pH -
3 1 HE 8 5
< i H HE me = :
A 0 OH ;
1 H H H B - ¢
odE 5 FE HE B 4 % ] :
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concentracio d'agent citotoxic, uM concentracié d'agent citotoxic, uM

Figura 6.3 Resultats de l'assaig de proliferaci6 MTT en les cel-lules A549 (A) RAW 264,5 (B) a diferents
concentracions de 1-OHphz després de tres dies de I'addicié del compost. En ambdés casos, s’ha posat el control
de cél-lules corresponent a la no addicié de 1-OHphz i un control positiu de I'addicié de 3-oxo-Cy,-HSL (C12), un
compost que també és citotoxic.

Fins aleshores, els assajos s’havien realitzat en volums de 1 mL. Tanmateix, pensant
les quantitats d’Ab230 que s’haurien d’utilitzar era necessari treballar amb un volum
d’assaig més reduit. La 1-OHphz que s’afegeix esta dissolta en DMSO, i per tant, el
fet de reduir el volum també condicionava a realitzar un estudi previ del
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percentatge de tolerancia de les cel-lules al DMSO. En els estudis anteriors el volum
total de 1-OHphz dissolt en DMSO que s’havia afegit representava un 0,5% del
volum total. L'estudi es va realitzar comparant el comportament de tres volums de
treball diferents, 1 mL, 200 pL i 100 pL. Com queda demostrat en la Figura 6.4, les
cel-lules sén sensibles al DMSO, pero el 0,5% la viabilitat cel-lular és encara
practicament igual al 0%. En vistes dels resultats, vam assumir que no podiem
incrementar més el % de DMSO de I'assaig. Com es pot apreciar en la grafica 6.4, els
tres volums d’assaig estudiats donen resultats practicament iguals de viabilitat
cel-lular i per tant, es decideix treballar a volums d’assaig de 100 uL per als futurs
experiments.

0% DMSO
0,5% DMSO
E3 1% DMSO
[ 2% DMSO
5% DMSO

Abs 570

100 200 1000
volum d'assaig pou™!, uL

Figura 6.4 Estudi de la tolerancia del % de DMSO de les cél-lules RAW 264,5 a diferents volums d’assaig (100 pL,
200 pL i 1000 pL).

6.2.4 Avaluacio de la capacitat inhibitoria de I’Ab230 en assajos de citotoxicitat
en cél-lules mamaries en presencia de 1-OHphz

Per a |'assaig de citotoxicitat les cel-lules RAW 264,5 es van incubar en microplaques
de cultiu cel-lular i passades les 2 h, el medi es va retirar i es va addicionar ’Ab230
dissolt en medi de cultiu a dos concentracions diferents (10 i 5 mg mL™" (66 i 33 puM,
respectivament) seguit de I'addicié del 1-OHphz (50 uM de concentracié final). Les
cel-lules RAW es van tornar a incubar durant 24 hores amb atmosfera humida i
passat aquest temps, es va observar que el control negatiu d'anticos (on no s’havia
addicionat 1-OHphz) s’observava un efecte altament toxic sobre les cel-lules,
evidenciat una disgregacid practicament immediata de les cél-lules al entrar en
contacte amb I’Ab230. Aquest fet es va atribuir a la presencia d’algun tipus de
contaminant, present en la solucié de l'anticos, que estaria produint efecte
prejudicial per a les cel-lules, el que apuntava a la necessitat de purificar més
I’anticos.

Per eliminar aquests possibles agents en una primera instancia es va fer servir
columnes HiTrap MabSelect Sure (GE Healthcare), pre-empaquetades amb
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MabSelect SuRe, un tipus de proteina A pensada principalment per a la purificacio
del medi de cultiu amb anticossos monoclonals, ja que sol ser el més habitual en
aquests tipus de treballs perdo també eficient per pAb. Amb aquesta etapa addicional
vam pensar que aconseguiriem millorar la qualitat de la puresa de I'anticos. Un cop
purificat, es va repetir I'assaig de citotoxicitat amb les cel-lules RAW 264,5 i tot i que
les cel-lules semblava que mostraven una major tolerancia a I'anticos purificat, ja
que es tardava més en observar mortalitat cel-lular, la toxicitat no desitjada seguia
sent altament apreciable. | passats 30 minuts de I'addicié de I'anticos les cel-lules
s’havien disgregat per complet. La Figura 6.5 mostra els valors obtinguts en la
quantificacié amb I'assaig de viabilitat cel-lular MTT, on es pot apreciar que I'anticos
exerceix un efecte més toxic que no pas el que provocat per I'addicié de 1-OHphz.
Vegeu també les imatges de la Figura 6.6 A (control), B (citotoxicitat provocada per
1-OHphz) i C (addicié de I’Ab230) de la Figura 6.5.

S

i 1-OHphz
Ab230+ 1-OHphz
E Ab230

Abs 570

0 10 25 50 100 200
1-OHphz, uM

Figura 6.5 Resultats de I’assaig de viabilitat cel-lular MTT dels efectes d’addicié de 1-OHphz i ’Ab230 en cél-lules
RAW 264,5 després de 30 minuts de d’assaig.

Tot i la puresa de l'anticds, moltes vegades aquests efectes observats venen
provocats per la contaminacié amb endotoxines (pirogens) sobretot si el producte
ha estat manipulat en ambients no esterils. Els pirogens solen ser moléecules d’alt
pes molecular que freqiientment s’identifiquen com lipopolisacarids procedents de
la paret cel-lular dels microorganismes. Per tal de confirmar aquesta hipotesi, es va
procedir a la quantificaci6 d'endotoxines amb el kit comercial LAL (Limulus
Amebocyte lysate) de la casa Pierce, que genera un senyal cromogenic en preséncia
d'endotoxines. Aquest kit es basa en la activacié del proenzim modificat del lisat de
amebocits™ de Limulus polyphemus. Quan aquest proenzim esta activat, és capacg de
catalitzar el trencament d’un peptid especific que conté p-nitroanilina, el qual un

 AMEBOCIT: Cel-lula propia de la sang i d’altres liquids organics dels invertebrats, generalment funcions
fagocitaries.
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cop alliberat té un color groc que pot ser quantificat a 405 nm. L’activacié és
proporcional a la concentracié d’endotoxina proporcional a la mostra. Per aquest
motiu, I'assaig es calibra amb una endotoxina provinent de E. coli el que permet
expressar els resultats en forma d’unitats d'endotoxina per mL (UE mL™), a on una
unitat és igual a aproximadament 0,1 ng d'endotoxina mL™ de solucid.

El test va confirmar la presencia d’endotoxines en la soluci6 d’Ab230 a una
concentracié de 18,36 + 2,74 UE mL™ (12 mg Ab230 en 6,5 mL; 596,7 UE totals).
Aguest resultat indicava la necessitat de fer purificacions addicionals si voliem evitar
aquest efecte negatiu dels anticossos, i voliem continuar avaluant el seu possible
valor terapéutic actuant com a possibles inhibidors de I'efecte citotoxic de la 1-
OHphz.

La eliminacié d’endotoxines es va encarregar al Servei de Cultius Cel-lulars,
produccié d’Anticossos i Citometria (SCAC) de la UAB indicant que el nostre objectiu
era reduir els nivells d’endotoxina a concentracions inferiors 0,1 UE mL™, que segons
I’experiencia del grup del Prof. Janda és la concentracié per sota de la qual no
afecten a les cel-lules. Per assolir aquest objectiu, es varen utilitzar columnes
comercials (High Capacity Endotoxin Removal Spin Column, Pierce), les quals
contenen una resina amb una alta capacitat d’eliminacié d’endotoxines. En concret,
sén particules de cel-lulosa empaquetades que contenen poli (g-lisina) amb una gran
afinitat per capturar selectivament les endotoxines.

control +50 pM 1-OHphz +Ab230 (18,36 + 2,74 UEmL1)  +Ab230 (0,21 + 0,02 UE mLY)

Figura 6.6 Imatges de microscopia dels assajos amb I’Ab230 en cel-lules RAW 264,5 en estudis de citotoxicitat en
preséncia de 1-OHphz. Les imatges mostres cél-lules RAW 264,5: control (A), en preséncia de 50 uM de 1-OHphz
(B), en preséncia de Ab230 amb una concentracié d’endotoxines de 18,36 + 2,74 UE mL™ (€)i0,21+£0,02 UE mL?
(D).

Després de la primera purificacié amb aquestes columnes es va aconseguir reduir la
concentracié d’endotoxines 2,43 + 0,43 UE mL™ (12 mg Ab230 en 9 mL), i després
d’'una segona purificacié es va poder obtenir una mostra d’anticos amb una
concentracié d’endotoxines de 0,23 + 0,04 UE mL™ (11 mg Ab230 en 9 mL). Una
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tercera purificacié, després de reduir el volum (1 mL) i no va aconseguir millorar el
contingut d’endotoxines (0,21 + 0,02 UE mL?, 10 mg Ab230, 1 mL) i per tant vam
decidir continuar endavant amb aquesta mostra d’anticos. Es va decidir liofilitzar
I’Ab230 purificat i es va tornar a avaluar el seu efecte sobre les cel-lules, pero
malauradament, els efectes citotoxics seguien sent evidents a concentracions de 10
i 5 mg mL* d’Ab230 purificat, el que significa que la concentracié d’endotoxines
afegides a I'assaig era de 2,1i 1,0 UE mL?, respectivament, valors baixos pero que
seguien afectant de manera massa acusada la viabilitat de les cél-lules i impedint
I’avaluacid terapeutica de I’Ab230 sobre les cel-lules. La Figura 6.6 mostra una
lleugera millora de viabilitat cel-lular en I'addicié de I’Ab230 després de la ultima
purificacid, pero es segueixen apreciant moltes cel-lules disgregades.

En vistes dels resultats vam assumir que possiblement, donat I'origen policlonal dels
anticossos potser no es podria eliminar mai aquest efecte. Generalment, per aquest
tipus d’estudis es fan amb anticossos monoclonals, els quals s’obtenen per un
procés molt més net i en condicions esterils, fet que fa que la concentracio
d’endotoxines inicials ja sigui practicament inexistent i alhora fa innecessaria I'etapa
d’'immunopurificacié que també suposa un risc de contaminacido. Amb aquests
resultats poc esperangadors vam decidir abandonar aquesta linia d’investigacio fins
que en un futur poguéssim disposar d’anticossos monoclonals per reprendre els
estudis en el punt on s’han deixat.
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6.3 Materials i metodes

En aquest apartat es descriuen els materials i metodes emprats per als assajos de
citotoxicitat amb linies cel-lulars descrits en el capitol 6.

Tampons i dissolucions

El tampd d’acoblament és NaHCO3; 0,2 M i NaCl 0,5 M a pH 8,3. El tampd A és
etanolamina 0,5 M i NaCl 0,5 M a pH 8.3. El tampd B és acetat de sodi 0,1 M i i NaCl
0,5 M a pH 4. El tampdé C és citrat de sodi 0,1 M a pH 3-3,6. El tampd
d’emmagatzematge és Na,HPO, 0,05 M i NaN3 0,1% a pH 7. PBS és tamp6 fosfat 10
mM amb una solucié de NaCl 140 mM a pH 7,5. Tots els tampons han estat filtrats
per un filtre de 0,45 uM. El medi de cultiu és DMEM amb un 4,5% de glucosa
suplementat amb 10% de sérum fetal bovi (FBS, fetal bovine serum), L-glutamina,
penicil-lina/estreptomicina i aminoacids no essencials.

Preparaci6 suport solid HiTrap™™ NHS-activated HP

a. Acoblament del lligand PC1-BSA

El lligant es va acoblar covalentment a la columna HiTrap™ NHS-activated HP segons
les recomanacions de la casa comercial GE Healthcare. Resumidament, es va
preparar una solucié de PC1-BSA (1 mL, 1,45 mg mL™ en tampo d’acoblament) i es
va injectar a la columna a un flux de 1 mL min™. La columna es va cloure amb els
taps superior i inferior i es va deixar reaccionar durant 30 min a 25°C. Posteriorment
es va procedir a la desactivacié de I'excés de grups actius que no havien reaccionat i
al rentat dels lligands que no s"havien unit especificament a la columna. Es varen
injectar alternativament tres cicles de tampd A (3 x 2 mL) i tampd B (3 x 2 mL).
Finalment, la columna es va rentar amb PBS (1 x 2 mL) i es va guardar amb tampd
d’emmagatzematge (2 mL).

b. Columna HiTrap™ desalting

La primera fraccio de rentat després de carregar el lligand PC1-BSA es va passar per
una columna HiTrap™ desalting per eliminar la NHS i poder saber la quantitat
d’anigen no unit. La solucié es va passar per columna HiTrap™ desalting (5 mL)
seguint les recomanacions de la casa comercial GE Healthcare. Breument, la
columna es va equilibrar amb PBS (25 mL), es va carregar la mostra (1,5 mL) i es va
eluir amb MilliQ H,0, recollint fraccions de 500 pL. Les fraccions es varen analitzar
mitjangant el test de Bradford i les fraccions on hi havia proteina es varen ajutar i
se’n va mesurar I'absorbancia a 208 nm (vegeu seguent apartat c. Calcul de I'antigen
unit).
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c. Calcul de I'antigen unit

La quantitat d'antigen unit al suport es va calcular comparant la mesura
d'absorbancia a 280 nm de la solucid de |'antigen abans de ser carregat a la columna
HiTrap™ NHS-activated HP i la primera solucié de rentat després de l'etapa
d'acoblament, purificat per columna de HiTrap™ desalting.

* A= Carrega del lligand (Absorbancia a 208 nm de la solucié d’acoblament x
volum injectat (mL)).

A = A,z xvolum injectat

* B= Quantitat no unida (Absorbancia a 208 nm de la solucié de rentat x volum
(mL))

Aygo X volum després de I'acoblament

volum carregat a la desalting

El rendiment de la columna es calcula amb la seglient formula:

A-B
% = x 100
B

d. Calcul de la capacitat teorica de la columna
La capacitat de la columna es calcula en funcié de la quantitat de lligant PC1-BSA
carregat a la columna i en funcié del rendiment d’acoblament de la columna.

Purificacio de I’As230 per immunoafinitat amb la columna NHS-Hp PC1-BSA
La immunopurificacié de As230 per tal I'obtenir Ab230 es va fer amb la columna
NHS-Hp amb I'antigen PC1-BSA covalentment immobilitzat.

a. La columna d'immunoafinitat es va rentar amb PBS (5 x 1 mL). Després, es va
fer una "Pre-elucié" amb tampd glicina-HCl 0,1 M a pH 2,5 (2 x 1 mL). |
finalment, es varen fer rentats amb PBS fins que el pH de I'’eluat era el mateix
que el pH de la PBS, pH 7,5.

b. L'As230 purificat (NH4),SO4 al 45% (vegeu materials i métodes del capitol 3)
es va fer passar per la columna (1 mL), la sortida de la columna es va tancar, i
es va incubar a temperatura ambient durant 15-30 min.

c. Les IgGs no especifiques es varen eliminar de la columna amb rentats de PBS
(5 x 1 mL) i el contingut de proteina dels rentats es va controlar usant
I'instrument Nanodrop.

d. Quan la concentracié de proteina va assolir un valor baix (0,01 mg mL"), la
interaccid lligant-IgG va ser interrompuda mitjangant I’elucié amb glicina-HCl
0,1 M, recollint fraccions (500 pL) en tubs que contenien Tris 1 M a pH 8,8
(60 pL). El contingut de proteina es va controlar usant el Nanodrop.
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e. Una vegada que les IgGs especifiques havien eluit de la columna es va rentar
amb PBS fins que I'eluent era PBS a pH 7,5.
La columna es va guardar amb tampo6 d’emmagatzematge (3 x 1 mL).

g. Les fraccions que contenien IgG especifica es varen dialitzar contra PBS 0,5 M
(2L x4),H,0MQ (2 Lx1)ies varen liofilitzar.

Purificacié de I’Ab230 per columnes Mabselect SuRe™

Ab230 es va purificar amb les columnes Mabselect SuRe™ segons les
recomanacions de la casa comercial GE Healthcare. Resumidament, la columna es va
equilibrar amb tampé PBS (1 x 10 mL), es va carregar el Ab230 (1 mL) i es va eluir
I’anticos amb el tampd C, recollint fraccions (500 pL) en tubs que contenien Tris 1 M
a pH 8,8 (60 uL). El contingut de proteina es va controlar usant el Nanodrop. Una
vegada que I’Ab230 havia eluit de la columna es va rentar amb PBS fins que I'eluent
era PBS a pH 7,5 i la columna es va guardar amb tampd d’emmagatzematge (3 x 1
mL).

Quantificacio de la concentracio d’endotoxines amb el kit comercial LAL
Chromogenic Endotoxin Quantitation.

La quantificacié es va fer segons les recomanacions de la casa comercial Pierce. De
manera breu, es va preparar una recta de calibratge (de 1 a 0,1 EU mL™? en H,0
comercial lliure d’endotoxines) a partir dels vials estocs d’endotoxina de E. coli. Per
altra banda es va preparar una solucié del reactiu de LAL afegint H,0 comercial lliure
d’endotoxines (1,4 mL) al preparat liofilitzat i el substrat cromogénic (7 mg)
reconstituint el preparat liofilitzat en H,0 lliure d’endotoxines (6,5 mL) obtenint una
concentracio d’aproximadament 2 mM. Un cop preparades les solucions es va
procedir a la quantificacié. En primer lloc, la microplaca on es realitzaria I'assaig es
va escalfar amb un bloc a 37°C durant 10 min. Després, es va dispensar les solucions
estoc de concentracions conegudes d’endotoxina i les mostres a quantificar (50 pL
pou™ de cada una d’elles) i es va incubar la placa 5 min a 37°C. Passat el temps
d’incubacio, es va afegir el reactiu LAL (50 pL pou'l) i es va incubar 10 min més a
37°C. Aleshores, es va afegir el substrat cromogénic (100 pL pou™) i després de 6
min es va parar la reaccié afegint acid acétic al 25% (50uL pou™). La placa es va llegir
2405 nm.

Cultius cel-lulars
Per aquest objectiu, es varen cultivar cel-lules RAW 264,5 i A549 en flascons de
cultiu T25 amb medi de cultiu. Totes les cél-lules es van cultivar a 37°C en un

ambient humidificat amb un 5% de CO,.

Assaig de citotoxicitat de la 1-OHphz a les linies cel-lulars RAW 264,5 i A459
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Es varen sembrar cel-lules RAW 264,5 i A459 (1 mL de medi de cultiu, 5 x 10°
cél-lules pou™) en plaques de cultiu de 24 pous i es van incubar durant 2h. El medi es
va retirar després de les 2h, es va afegir medi fresc (1 mL pou™) i tot seguit es va
procedir a I'addicié de la concentracié apropiada de 1-OHphz (5 L pou™, de solucié
mare en DMSO a concentracions variants de 10-0 nM), mantenint el percentatge de
DMSO tan constant en cada vaset. Les cel-lules es varen incubar durant 3 dies a 37°C
en un ambient humidificat amb 5% de CO, i se’n va determinar la viabilitat cel-lular
mitjangant I'assaig MTT d'acord amb les instruccions del fabricant (Promega).

Assaig de citotoxicitat del DMSO a les linies cel-lulars RAW 264,5 i A459

L’estudi es va realitzar comparant el comportament a 1 mL, 200 pL i 100 uL de
treball. Es varen sembrar cél-lules RAW 264,5 (5 x 10° cél-lules pou'l) en volums
diferents (1 mL, en plaques de 24 pous i 200 pL i 100 pL en plaques de 96 pous). Les
plaques es van incubar durant 2h. El medi es va retirar després de les 2 h, es va
afegir medi fresc (el mateix volum inicial, 1 mL, 200 uL o 100 pL) i tot seguit es va
procedir a l'addicié de diferents quantitats de DMSO (0, 0,5, 1, 2 i 5% respecte el
volum total de treball). Les cél-lules es varen incubar durant 3 dies a 37°C en un
ambient humidificat amb 5% de CO, i se’'n va determinar la viabilitat cel-lular
mitjancant I'assaig MTT d'acord amb les instruccions del fabricant (Promega).

Assaig d’avaluacio de la capacitat inhibitoria de ’Ab230 en assajos de citotoxicitat
de 1-OHphz en RAW 264,5

Es varen sembrar cél-lules RAW 264,5 (100 uL en medi de cultiu, 5 x 10° cél-lules
pou™) en microplaques de cultiu cel-lular de 96 pous i es varen incubar durant 2 h a
37°C amb atmosfera humida amb un 5% de CO,. Passades les 2 h, el medi es va
retirar i es va addicionar ’Ab230 (100 pL pou™, 10 mg mL™ (66 uM) i 5 mg mL™* (33
uM) dissolt en medi de cultiu) i la 1-OHphz (1 pL pou™, 5 mM en DMSO (50 uM
concentracio final al pou)). Les cél-lules RAW es van tornar a incubar durant 24
hores amb atmosfera humida i es varen anar observant per microscopia.

Assaig Cell Titer 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT)

La quantificacio de la viabilitat cel-lular es va fer segons les recomanacions de la casa
comercial Promega amb els reactius provistos en el mateix kit. Pels assajos amb
volums de cultiu cel-lular de 100-200 pL pou™, es va afegir la solucié de tintura (15
UL pou™) i es varen incubar les cél-lules durant 4 h a 37°C amb atmosfera humida
amb un 5% de CO,. Després, es va parar la reaccié amb afegint la solucié de parada
(100 pL pou) i es va llegir afegir 'absorbancia a 570 nm. Pels assajos amb volums
de cultiu cel-lulars de 1 mL, el procediment va ser el mateix descrit anteriorment
afegint 150 pL pou™ de solucié de tincié i 1 mL de solucié de parada.
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