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RESUM

Al camp alimentari hi ha una creixent demanda de metodologies analitiques que siguin
rapides, selectives i economiques, que permetin la deteccié de diferents contaminants
alimentaris per a garantir la seguretat del producte al llarg de la cadena alimentaria de
produccio. En aquest context, els biosensors electroquimics s’alcen com a candidats
ideals com alternativa a la instrumentacié analitica convencional per a I'analisi fora de
I'ambit del laboratori.

En aquesta tesi es van desenvolupar nous dissenys biomoleculars basats en
biosensors electroquimics per a la seguretat alimentaria abordant tres aspectes critics
dels dispositius biosensors, que convergeixen cap a la simplificaci6 metodologica: la
immobilitzacié orientada del biomaterial, la marcacio i la transducciéo del senyal
electroquimic.

Donada I'experiencia del nostre grup d’investigacié en la fabricacié de compaosits de
grafit-epoxi (GEC) i els avantatges electroquimics demostrats d’aquest material, es van
construir nous transductors electroquimics basats en compdsits rigids per a la
immobilitzacié orientada de biomolécules per aconseguir la simplificacié6 metodologica
en la detecci6 de DNA i immunoespécies. Els nous transductors construits es van
basar en: i) biocomposits de grafit-epoxi modificats en volum amb la proteina avidina
(Av-GEB), i ii) composits amb un element magnétic integrat (m-GEC). Els biocomposits
d'avidina constitueixen una plataforma universal per a la immobilitzacié directa
orientada de material biologic biotinilat, mitjancant la forta uni6é avidina-biotina. El propi
transductor actua com a reservori de material bioldgic i es pot renovar amb un simple
procediment de polit, obtenint una nova superficie per cada assaig. Els magneto
eléctrodes permeten la integraci6 de particules magnétiques als procediments
biosensors per tal de realitzar les reaccions biologiques de biorreconeixement en
solucid, reduint la complexitat de la matriu de les mostres i preconcentrant I'analit,
obtenint aixi, una deteccio més sensible.

Es va dissenyar una nova estratégia de deteccié de DNA provinent de mostres reals
dels bacteris patogens Salmonella i Escherichia coli, mitjancant la incorporacio

d’encebadors marcats a la mescla de reaccié de la PCR. A part d’amplificar la quantitat
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de DNA, es va aconseguir marcar doblement el producte amplificat amb biotina i
digoxigenina, per aconseguir la immobilitzacio posterior a particules magnétiques
recobertes d’estreptavidina o Av-GEB i la unié d’'un conjugat enzimatic (antiDIG-HRP)
per a detectar el producte amplificat. Aixi es van obtenir uns protocols simples, rapids i
molt sensibles. Aquests protocols van proporcionar limits de deteccié més baixos en
comparacio amb la tecnica classica de gel d’electroforesi i la PCR quantitativa amb
sistema TagMan.

També es van obtenir resultats molt prometedors incorporant a la PCR un encebador
magneétic, encebador unit a particules magnetiques. Aixi, es va aconseguir
'amplificacié directa a la superficie de les particules magnétiques, simplificant la
metodologia. Aquesta estratégia presenta potencial aplicabilitat per a la deteccié
directa electroquimica de productes amplificats al termociclador de la PCR.

A I'tltim bloc de la tesi es va desenvolupar una estratégia immunosensora simplificada
amb deteccié electroquimica, en la que I'hapte es va immobilitzar a particules
magneétiques recobertes de grups quimics tosil, formant un enlla¢g covalent amb la
molecula de naturalesa hapténica. Amb aquesta estratégia es va aconseguir
quantificar I'acid folic en mostres cegues de llet enriquida, obtenint valors de
recuperacio propers al 100%; i quantificar I'acid folic en mostres reals de llet enriquida,

obtenint valors molt propers als indicats a la composicio dels productes.
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1 INTRODUCCIO

1.1 EL GENOMA

La genética moderna va néixer arrel dels descobriments de Gregor Mendel a mitjans
del segle XIX. Els principis de la heréncia bioldgica es van descriure a partir de I'estudi
de la transmissié de caracters discrets en plantes de pésols, com ara si la llavor era
llisa o rugosa o les flors resultants eren vermelles o blanques. Mendel va determinar
que I'heréncia era deguda a unitats portadores d’informacid, que posteriorment es van
anomenar gens [1,2].

La paraula gen prové del terme grec genos que significa naixement. A finals del segle
XIX'i principis del XX es va anunciar la teoria cromosdomica de I'heréncia que estableix
que els gens estan situats als cromosomes i que es disposen linealment en posicions
determinades dels mateixos. La natura de cada organisme depén de la suma dels
efectes dels seus gens expressats en un determinat ambient. El conjunt de gens d’un
organisme s’anomena genoma. En organismes simples com bacteris, el genoma el
formen de 2000 a 6000 gens, mentre que en organismes complexos com plantes o
animals el nombre augmenta fins aproximadament 50000 gens [3]. Els gens estan
formats per la molécula de DNA (acid desoxiribonucleic) que es troba compactada en
forma de cromosomes al nucli de les cél-lules dels organismes, tal i com es mostra a la
Figura 1.1. Els gens contenen la informacié necessaria per a la sintesi de proteines les

quals doten de funcionalitat a les cél-lules.
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Figura 1.1: Representacioé del genoma a la cél-lula a nivell de cromosoma, gen i molécula del DNA.

1.1.1 La molécula del DNA

La molécula del DNA és un polimer llarg lineal format per la successié de quatre
unitats monomeériques diferents. Aquestes unitats son els nucleodtids, formats per un
grup fosfat, una pentosa (desoxiribosa), i una base nitrogenada, que pot ser del tipus
adenina (A), citosina (C), guanina (G) o timina (T).

Els nucledtids s’'uneixen entre si mitjangant un enlla¢ covalent fosfodiester entre el
carboni 3’ d’'una desoxiribosa i el carboni 5 de la seglient unitat monomeérica. Els
quatre tipus de bases nitrogenades es troben fixades a la cadena repetitiva de sucres
fosfatats, amb un enllag entre el carboni 1° de cada desoxiribosa i un atom de nitrogen
especific de cada base nitrogenada. Les quatre bases nitrogenades es classifiquen en
purines o pirimidines. Les bases purines (adenina i guanina) presenten una estructura
d’anell doble, mentre que les bases pirimidines (citosina i timina) tenen una estructura
d’anell unic.

La cadena generada per la unié successiva de nucleoétids es llegeix en direccié 5" a 3.
A I'extrem 5’ es troba un grup fosfat i a 'extrem 3’ un grup hidroxil que pertany a una
desoxiribosa. La direccié 5’ a 3’ de la cadena té importancia funcional i bioldgica, ja
que la sintesi enzimatica del DNA té lloc en aquest sentit, aixd vol dir que cada
nucleodtid que s’uneix al polimer ho fa per I'extrem 3'. A la Figura 1.2 es mostra

I'estructura de la molécula del DNA (A) i la forma esquematica de representar-la (B).
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Figura 1.2: A. Estructura de la cadena del DNA formada per la unié de nucleotids que contenen les quatre
bases nitrogenades, purines (adenina i guanina) i pirimidines (citosina i timina). B. Representacié
esquematica en la que només es mostren els carbonis que intervenen en I'enllag fosfodiéster i el tipus de

base nitrogenada.

A la cadena de DNA es compleix que la relacié del nombre de bases adenina i timina, i
la relacié de citosina i guanina, son propers a la unitat [4]. Per tant el nombre de bases
adenina és similar al de bases timina. El mateix fendmen es repeteix amb bases
citosina i bases guanina. Aquest fet juntament amb les dades obtingudes per
cristal-lografia de raigs X proporcionades per Rosalind Franklin [5], van portar al
descobriment del model de doble hélix del DNA establert per Watson i Crick I'any 1953
[6].

Dit model estableix que el DNA esta format per una espiral formada per la unioé de
dues cadenes polimériques de nucleotids en sentit oposat. A la part exterior de I'espiral
estan situats els grups de pentoses i fosfats i a la part interior les bases nitrogenades.
Les dues cadenes s’uneixen mitjangcant ponts d’hidrogen establerts entre les bases
nitrogenades veines. Per raons estériques i per la capacitat de formar ponts
d’hidrogen, només és possible I'aparellament entre adenina (A) i timina (T) i entre
guanina (G) i citosina (C). A i T s’'uneixen amb dos ponts d’hidrogen i G i C amb tres

ponts d’hidrogen, tal i com es mostra a la Figura 1.3.
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Figura 1.3: Aparellament especific de les bases nitrogenades del DNA mitjangant enllagos de pont

d’hidrogen.

Les caracteristiques més importants de la doble hélix del DNA sén les seguents:

Les dues cadenes del DNA s’uneixen especificament per la complementarietat
de les bases nitrogenades (A-T i G-C). Aquest fenomen es coneix amb el terme
d’hibridacié.

Les dues cadenes del DNA s’estenen en sentits oposats, s6n cadenes
antiparal-leles. Per tant, en un extrem de la doble hélix es troba I'extrem 5 d’'una
cadena i el 3’ de la cadena complementaria.

La forma més estable de la héelix del DNA és en espiral helicoidal dextrogira
enroscada al voltant del seu eix en sentit contrari a les agulles d’un rellotge. Per
cada volta de I'hélix hi ha aproximadament 10 parells de nucledtids (1 volta = 36
A ) i apareixen dues cavitats de diferent mida, el solc menor i el solc major
(Figura 1.4).

Els grups fosfats i les pentoses es troben a la part exterior de I'espiral, degut al
caracter hidrofil d’'aquesta estructura. A pH fisiologic, la doble hélix té una carrega
neta negativa deguda als atoms d’oxigen dels grups fosfats situats a I'exterior de
la cadena. En canvi, les bases nitrogenades es situen a l'interior de I'hélix pel seu

caracter hidrofobic, tot augmentant aixi I'estabilitat de la doble cadena.
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= EI diametre de la cadena és manté constant degut a la mida de les bases

nitrogenades i la seva unié complementaria [7,8].
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Figura 1.4: Uni6 de dues cadenes complementaries de nucledtids per a formar I'estructura de doble hélix
del DNA.

En condicions fisiologiques, excepte en els moments de replicacid i transcripcid (§
1.1.2), el DNA es troba en forma de doble hélix. Cal destacar que el DNA pot adoptar
una forma lineal oberta o circular tancada. Gran part del DNA dels bacteris i virus
adopten formes circulars, tot i que de forma general a les cél-lules eucariotes (cél-lules

amb nucli), el DNA s’organitza en unitats llargues de cadena lineal oberta.

1.1.2 Funcions biolégiques del DNA

La molécula de DNA d’un organisme esdevé funcional quan es capag de realitzar tres
funcions bioldgiques fonamentals: la replicacié, la transcripcid i la traduccid.

Cadascuna d’aquestes funcions fonamentals es descriuen a continuacio.



Nous dissenys biomoleculars en genosensors i imunosensors per a la seguretat alimentaria

Replicacié

El DNA s’ha de multiplicar abans de la divisié cel-lular per tal de que cada cél-lula filla
obtingui la mateixa informacié genética. La doble hélix de DNA es separa i es
construeixen dues noves cadenes fent servir com a motllo cadascuna de les cadenes
del DNA original (Figura 1.5).

La replicacié es realitza addicionant desoxiribonucleodtids complementaris (A-T i C-G) a
I'extrem 3’ d’'una de les cadenes del DNA original; aquesta reacci6 esta catalitzada per
un enzim anomenat DNA polimerasa. Cada nucledtid addicionat és en realitat un
desoxiribonucleotid trifosfat. La separacié del pirofosfat d’aquest nucledtid activat i la
seva hidrolisi posterior proporciona la energia necessaria per a replicar el DNA, sent
una reaccio irreversible. La informacié genética es duplica en la seva totalitat, formant-
se dues hélixs completes de DNA, cadascuna de les quals té la mateixa seqléncia
que el DNA motllo. Donat que la nova cadena de DNA esta formada per una cadena
original i una altra sintetitzada es diu que la replicacié és semiconservativa.

Una de les caracteristiques més importants de la replicacio és I'exactitud en I'addicio
de nucledtids. Per exemple en la replicacié del bacteri Escherichia coli es comet un
error per 10° a 10" nucledtids addicionats. Per a corregir els nucledtids situats

incorrectament es fan servir diferents mecanismes correctors de tipus enzimatic.
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Figura 1.5: Replicacid6 semiconservativa del DNA en la que es mostra la formacié de dues copies

idéntiques al DNA original.
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Transcripcio

La informacié genética esta en un medi segur com és el nucli cel-lular, perd s’ha de
traslladar al citoplasma per a realitzar la sintesi de proteines. Per a poder traslladar
dita informaci6, part del DNA que correspon a un 0 més gens es transforma en una
altra molécula anomenada RNA (acid ribonucleic).

El RNA esta format per una sequéncia lineal de nucledtids semblant a la del DNA,
amb les seglients diferéncies: els nucleotids estan formats per una ribosa en comptes
d’'una desoxiribosa (la ribosa a diferéncia de la desoxiribosa conté un grup hidroxil al
carboni 2’ de la pentosa) i la base timina esta substituida per uracil (U), que també és
complementaria a la base adenina. EI RNA conté tota la informacio de la seqliéncia de
DNA de la qual s’ha copiat i manté la propietat d’'unir-se a bases complementaries.

La molécula de RNA es sintetitza de forma similar a la replicacié del DNA ja que una
de les cadenes es fa servir com a motllo i la sintesi té lloc amb I'addicié consecutiva de
nucleodtids. La transcripcié del DNA a diferéncia de la replicacié es diferencia en els

seguents fets:

= ElI RNA produit no es manté unit al DNA. Després d’incorporar els nucleotids,
I'helix original de DNA es torna a formar i la molécula de RNA es separa. Per
tant, la molecula de RNA formada té una Unica cadena.

= Les molécules de RNA son relativament curtes en comparacié amb les de DNA,
ja que nomeés es copia una regio limitada de DNA. Es transcriuen un o diversos
gens que intervenen en la produccio de proteines.

» Les molécules de RNA no es troben al nucli cel-lular.

» Existeixen diferents tipus de molécules de RNA: RNA missatger (mMRNA), RNA
de transferencia (tRNA) i RNA ribosomic (rRNA). EI mRNA conté la informacio
dels gens per a la sintesi de proteines i dirigeix la sintesi juntament amb el tRNA i

rRNA tal i com es descriu a la seccio seguent.

La quantitat de RNA sintetitzat a partir d’'una regié determinada de DNA esta
controlada per unes proteines reguladores, que s’uneixen a llocs especifics del DNA,
prop de la sequéncia codificant del gen. En funcié de la situacio en la que es troba la
cél-lula es dona la sintesi especifica de certs RNA, com per exemple en una infeccid
bacteriana es sintetitzen grans quantitats de RNA relacionats amb la produccio
d’anticossos (§ 1.2.1).
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Traduccio

La informacié codificada al RNA s’ha de transferir a molécules operatives com les
proteines. Les regles a partir de les quals es tradueix la sequiéncia de nucledtids a la
sequéncia d’aminoacids que forma part d’una proteina, anomenat codi genétic, es van
desxifrar a principis del 1960.

La seqliéncia de nucledtids de la molécula de mRNA es llegeix en ordre consecutiu i
en grups de tres (triplet). Cada triplet de nucledtids, anomenat codo, determina un
aminoacid. Per exemple el codd UGG (uracil-guanina-guanina) es tradueix a
'aminoacid triptofan (Figura 1.6). La traduccié del mRNA a una proteina depén del
RNA de transferéncia (tRNA) que adapta cada triplet a un aminoacid. El mRNA es
tradueix a una proteina amb un conjunt de reaccions molt complex que té lloc al
ribosoma, que és un complex de més de 50 proteines associades a diverses
molécules de RNA ribosomic (rRNA). El ribosoma tradueix codé per codd la seqiéncia
del mRNA a una sequéncia d’aminoacids, fent servir molécules de tRNA per

addicionar aminoacids a la cadena de péptids fins a I'obtencié de la proteina final [7,8].
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Figura 1.6: Etapes que intervenen en la sintesi de proteines mitjangant la traduccié del mRNA format a la

transcripcio. A la dreta es mostra en detall la traduccié dels triplets de nucledtids del mRNA a aminoacids.

1.1.3 Mutacions i polimorfismes

La replicacio del DNA és un procés altament efectiu regulat per un sistema enzimatic
complex que elimina nucledtids situats incorrectament durant la sintesi de cadenes

complementaries. No obstant aix0, degut a I'elevat nombre de nucledtids incorporats,
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es donen errors que provoquen canvis a la sequéncia de DNA, anomenats mutacions.
Quan la molécula de DNA es replica aquests canvis es transfereixen a la nova
generacié de cél-lules. Hi ha molts tipus de mutacions provocades per la duplicacio,
inversio, intercanvi o eliminacié de nucleodtids. Alguns canvis afecten a cromosomes
sencers i altres a una sola base. També poden produir-se canvis en el nombre de
cromosomes (la majoria de casos de sindrome de Down son deguts a una copia
addicional del cromosoma 21) o redistribucions de grans segments de DNA que poden
donar lloc a defectes de naixement.

Cal destacar que moltes de les mutacions no tenen efectes negatius ja que es troben
en regions de DNA que no formen part de gens i per tant no produeixen cap canvi
durant la sintesi de proteines [9]. Aquestes alteracions de DNA que no tenen cap
efecte negatiu a 'organisme s’anomenen mutacions silencioses. Per altra banda, una
mutacié també pot proporcionar avantatges, com ara una millor adaptacié al medi o
una millora fisioldgica. Aquest és un dels principals mecanismes de I'evolucié, gracies

al qual han aparegut noves espécies i grups taxondmics al llarg de la historia.

Les diferéncies entre les sequéncies de dos organismes de la mateixa espécie
s’anomenen polimorfismes. Dits polimorfismes sén els responsables de les diferéncies
dels organismes d’'una mateixa espécie. En I'esser huma per exemple es poden
relacionar amb I'aspecte fisic o amb la tendéncia a desenvolupar una malaltia. Els
polimorfismes d'un sol nucledtid (SNPs, “snips”, de Il'anglés Single Nucleotid
Polymorphisms) corresponen a un canvi d’'una sola base entre fragments del genoma
d’'individus d’'una mateixa espécie. Aproximadament hi ha un polimorfisme d’'un sol
nucleodtid per cada 1000 o 2000 bases del genoma [3]. L'analisi de SNPs resulta
important ja que aquests petits canvis en la sequéncia estan relacionats amb el risc de
patir malalties hereditaries i permeten determinar a priori la reaccié d’'un individu

respecte certs farmacs [10].

1.1.4 Seqiienciacié del DNA

Cada espécie posseeix un DNA caracteristic, que es diferencia del DNA de les altres
espécies en la proporcio de les quatre bases nitrogenades, la massa molecular i 'ordre
de les bases nitrogenades. La sequéncia de nucledtids que forma el DNA determina el
missatge genétic i controla el desenvolupament de I'organisme.

Al llarg de les décades passades es van dirigir molts esforgos cap a la determinacio de

la sequéncia de centenars de milers de gens d’'una gran varietat d’organismes. La
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comunitat cientifica va assumir el projecte massiu de determinar la seqiéncia
completa del genoma de determinats organismes que es fan servir assiduament en
estudis de bioquimica, biologia molecular i genética. La gran quantitat d’informacio
generada en aquest projecte necessitava el desenvolupament de bases de dades
bioldgiques que poguessin emmagatzemar, organitzar i fer accessible la informacié a
la comunitat investigadora mundial. En aquest context es va crear la primera base de
dades de seqliencies genétiques anomenada GenBank [11]. Aquesta base de dades
és molt completa i recull les sequiéncies dels gens que es descobreixen abans de ser
publicades a les revistes cientifiques. Cada gen s’identifica amb un nom i es cataloga
amb un numero especific d’aquesta base de dades.
Sens dubte el projecte més ambicids es va realitzar amb la seqlienciacié del genoma
de l'ésser huma per part de cientifics del consorci internacional public Projecte
Genoma Huma (PGH) i I'empresa privada Celera Genomics, d’Estats Units. L'any
2001 es va aconseguir desxifrar gairebé la totalitat del genoma huma obtenint una
sequéncia de consens després de 10 anys de treball [12,13]. Posteriorment, el 2003 es
va obtenir la sequienciacié completa del genoma huma.
Els resultats més rellevants obtinguts indiquen que:
= El genoma huma conté aproximadament 30000 gens. Tot i que I'esser huma és
molt complex el nombre de gens és similar als obtinguts en genomes més petits
(els ratolins tenen només 300 gens menys que ’home).
= Aproximadament només un 2 % del genoma codifica proteines.
= Més del 50 % del genoma no té cap funcio bioldgica.
= Els essers humans son idéntics en un 99.9 %. La majoria de les diferéncies entre
persones es poden explicar per canvis discrets de nucledtids basats en SNPs
(§1.1.3) [14].
= Es coneixen aproximadament 1000 mutacions que indiquen el risc de patir una

malaltia i quan succeira [15].

Gracies a I'estudi del genoma, s’han obert noves vies d’investigacioé relacionades amb
la curacié de malalties, com ara I'Alzheimer o el cancer de pit. Es podran diagnosticar
les malalties més rapidament per a realitzar un tractament més eficient. També es
podran prescriure els medicaments més adients per al tractament d’'una malaltia en
funcié de cada pacient. Fins i tot es creu que sera possible la substitucid de gens

defectuosos per gens sans mitjancant la terapia génica [16].
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1.2 EL SISTEMA IMMUNITARI

La immunitat és la capacitat que té un organisme per a defensar-se d’'un element
estrany. La paraula immunitat prové del terme llati immunitas, que es refereix a un
privilegi que tenien els senadors romans de l'excepcid d’alguns deures civics i
persecucio legal. Es creu que va ser Tucidides al segle V a.C qui va fer servir en
primer lloc aquest concepte per a referir-se a la resisténcia de certes persones a
malalties infeccioses. El sistema immunitari esta format pel conjunt de molécules i
cel-lules que confereixen la immunitat i t& com a funcio reconéixer un element estrany i
desencadenar un conjunt de mecanismes per tal d’eliminar-lo. Qualsevol molécula
estranya per I'organisme que sigui capa¢ d’estimular la resposta immune s’anomena
antigen. En la majoria de casos els elements estranys son agents infecciosos
(bacteris, virus o parasits), tot i que substancies de naturalesa no infecciosa també
poden provocar resposta immunitaria.

La resposta immune consisteix en dos sistemes complementaris: el sistema immune
cellular i 'hnumoral. En el sistema immune cel-lular els limfocits destrueixen cél-lules
infectades per virus o parasits mitjangant unes proteines situades a la membrana dels
limfocits anomenades receptors. En canvi, en el sistema immune humoral, els limfocits
produeixen unes proteines anomenades anticossos que s’uneixen a bacteris, virus o
grans molécules per tal d’eliminar-los. Els anticossos representen I'eix fonamental de
les técniques classiques d’analisi immunologica, ja que es fan servir com a reactius per
a la deteccié i/o quantificacid6 d’antigens (§ 1.3.2). L’estructura dels anticossos es

descriu a continuacié [17].

1.2.1 Els anticossos

Els anticossos son glicoproteines presents de forma soluble a la sang i a la limfa, amb
un pes molecular aproximat de 150 KDa. Pertanyen a un grup de proteines
anomenades immunoglobulines (Ig) que es divideixen en cinc grups (IgG, IgM, IgA,
IgD i IgE) en funcié de petits canvis en la seva estructura. La immunoglobulina IgG és
la més abundant al sérum sanguini (80 %).

Totes les immunoglobulines estan formades per quatre cadenes de polipéptids, dues
cadenes pesants i dues cadenes lleugeres, idéntiques entre si i unides per ponts
disulfur, formant una estructura en forma de Y (Figura 1.7). Les cadenes pesades i

lleugeres presenten regions variables (V) a I'extrem amino de la proteina (extrem N-
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terminal) i regions constants (C) a I'extrem carboxil (extrem C-terminal). Les regions
variables interaccionen amb I'antigen i determinen la especificitat de I'anticos.

L’acci6 de l'enzim proteolitic papaina sobre els anticossos permet obtenir tres
fragments de la mateixa mida. Dos dels fragments sén idéntics, son els fragments Fab
(de I'anglés antigen binding Fragment), cadascun dels quals permet la unié amb un
antigen. L’altre fragment és el Fc (de l'anglés crystallizable Fragment), que esta
relacionat amb moltes de les funcions que duen a terme els anticossos. Per tant, cada

anticos esta format de dos fragments Fab que permeten la unié de dos antigens [18].

punts d'unié
extrem amb I'antigen extrem
N-terminal N-terminal

fragment
Fab

1=

[+

8

o fragment
% Fc

=}

[

[&]

extrem
C-terminal

Figura 1.7: Estructura molecular tipica d’'un anticos.

1.2.2 EIl reconeixement antigénic

Generalment els anticossos son altament especifics i sén capacos de discernir entre
petites variacions de l'antigen. La capacitat de reconeixement de I'anticos per un
antigen depén de la conformacié del fragment Fab de I'anticds, que alhora depén de la
variabilitat de la sequiéncia d’aminoacids que formen el fragment. La interaccié antigen-
anticos s’estableix entre residus d’aminoacids de 'anticds (paratop) i una petita part de
I'antigen que és complementaria (epitop). Normalment un antigen és capac d’induir la
produccié de diferents anticossos, cadascun capag¢ de reaccionar amb un epitop
diferent de I'antigen.

L’elevada afinitat entre antigen i anticos és deguda a multiples forces no covalents
entre I'antigen i diferents aminoacids de la regié d’'unié de I'anticos. Aquestes forces

son, de la més feble a la més forta: 1) ponts d’hidrogen, 2) interaccions
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electrostatiques, 3) forces de Van der Waals i 4) interaccions hidrofobiques. Totes son
més febles que les interaccions de tipus covalent, perd tenen caracter cooperatiu. La
suma de les forces, tant d’atraccié com de repulsid, es coneix com afinitat d’'un anticos
per un antigen. L’afinitat és inversament proporcional a la distancia dels grups que
participen en la interaccio. Per a minimitzar la distancia i augmentar l'afinitat de
I'anticos i I'antigen, les estructures de I'epitop i el paratop han de ser complementaries.
Canvis petits en I'estructura de I'epitop poden provocar una disminucié brusca de
I'afinitat entre anticds i antigen. La unié entre anticds (Ab) i antigen (Ag) és un equilibri

termodinamic representat per la seglient equacio:

Ka
| Ab — A
Ab+Ag Ab - Ag Ka = &
Kd [Ab] + [Ad]

Normalment I'equilibri esta altament desplacat a la dreta, amb valors de Ka compresos
en linterval 10810 M [17,18].

1.2.3 Funcions dels anticossos

La uni6é antigen-anticos activa un conjunt de mecanismes bioldgics que tenen com a
objectiu l'eliminacié de possibles efectes adversos d'una molécula estranya a
I'organisme. Aquests mecanismes son els seglents:
= Neutralitzacié d’agents patogénics que ataquen a les cél-lules mitjancant la
interaccié amb receptors especifics de la membrana cel-lular.
= Inhibici6 de l'entrada d’agents estranys mitjancant l'activacid d'un sistema
complex de defensa de I'organisme.
= Unié de l'anticos a bacteris per a facilitar el reconeixement per part de les
cél-lules fagocitaries i aixi realitzar la ingestio i degradacié del bacteri.
= Recobriment de cél-lules estranyes amb anticossos per tal de promoure la lisi
cel-lular.
Cal destacar que els limfocits també participen en la resposta immune mitjangant la

interaccio de I'antigen amb receptors de la membrana cel-lular [17].
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1.3 TECNIQUES GENETIQUES | IMMUNOLOGIQUES CLASSIQUES

1.3.1 Técniques d’analisi del DNA

El desenvolupament de técniques d’'analisi de seqiiéncies especifiques de DNA té una
importancia rellevant en camps tan diversos com l'alimentari, el mediambiental o la
investigacio forense. Les técniques d’analisi del DNA es poden classificar en
estratégies de sequenciaci6 i d’hibridacié. La sequenciacié implica I'is de técniques
complexes per a determinar I'ordre dels nucleotids que formen el fragment d’interes, és
a dir, la seva sequeéencia. En canvi, les estrategies d’hibridacié sén més simples i per
aguesta rao0 son les que es fan servir més assiduament als laboratoris [19].

A les estrategies d’hibridacio, el DNA analit és reconegut per una seqiéencia sonda de
DNA formant una doble hélix. Aquest fenomen, conegut com hibridacio, és altament
especific ja que depén de la unié inequivoca de les bases nitrogenades adenina-timina
i guanina-citosina (8 1.1.1) que formen cada cadena. Les estrategies basades en la
hibridacié impliquen que la sequéncia analit sigui coneguda, per tal de fer servir una
sequéncia sonda que sigui complementaria. Les sequéncies sonda solen tenir una
longitud de 18 a 30 nucleodtids i s'obtenen habitualment de forma sintética en grans
gquantitats amb métodes rapids i relativament econdmics. Per tal d'evidenciar el
fenomen d’hibridacié es sol marcar la seqiieéncia sonda. El marcatge classic, basat en
la funcionalitzacié amb radioisotops com *?P, **P o *S, ha caigut en desus degut a la
dificultat i perillositat de la manipulacid d'elements radioactius. Com a métode
alternatiu destaca el marcatge enzimatic on la sonda és funcionalitzada amb enzims
com la fosfatasa alcalina, la glucosa oxidasa i la peroxidasa de rave picant (HRP, de
I'anglés Horseradish Peroxidase). També es pot realitzar un marcatge indirecte, tot
unint molécules covalentment a les seqiiéncies, com ara la digoxigenina, i detectant en
aquest cas la hibridacié mitjancant un conjugat enzimatic de I'anticos antidigoxigenina
(antiDIG).

Les estrategies d’hibridacié es poden classificar en dos formats:

» Hibridaci6 en fase solida: el DNA analit esta fixat a un suport solid com
nitrocel-lulosa 0 membrana de nil6. Després de realitzar la hibridacié amb una
sonda marcada els reactius no units s’eliminen.

» Hibridacié en fase liquida: la uni6 DNA analit - sonda marcada té lloc en solucio i
posteriorment I'hibrid format es sol separar de la solucié capturant-lo amb un

suport solid [20].
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Les estratégies d’hibridacié sén altament especifiques perd estan limitades per llur
sensibilitat atés que en moltes situacions el DNA original no es pot detectar
directament. La sensibilitat d’aquestes estratégies es pot millorar amplificant
sinteticament el DNA original mitjangant una técnica anomenada PCR [21]. Aquesta
técnica basada en la hibridacié en fase liquida presenta la possibilitat de poder
quantificar el producte amplificat sense la necessitat d’immobilitzar el DNA en un

suport solid.

1.3.1.1 Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

L’any 1983, el bioquimic Kary Mullis va desenvolupar una técnica per amplificar el
DNA de forma artificial anomenada reaccié en cadena de la polimerasa (PCR, de
'anglés Polymerase Chain Reaction) [22,23]. Gracies a la PCR, la deteccié de
quantitats infimes de DNA ha deixat de ser una limitacié en camps com el diagnostic
clinic o l'analisi forense; per la qual cosa el 1993 es va reconéixer la importancia del

descobriment i Kary Mullis va ser guardonat amb el Premi Nobel de Quimica.

La PCR és una técnica de sintesi enzimatica de seqiiencies de DNA mitjangant cicles
repetitius en els que es va variant la temperatura. A cada cicle es poden identificar tres
passos diferenciats (Figura 1.8):

1. Desnaturalitzacio: Separacié de la doble cadena de DNA que es vol amplificar
incrementant la temperatura a 95 °C, obtenint dues cadenes simples.

2. Hibridaci6 dels encebadors: Uni6 de dos oligonucledtids anomenats
encebadors (en anglés, primers) a I'extrem de cada cadena simple formada,
mitjangant la complementarietat de les bases nitrogenades. Aquest fet
s’aconsegueix per refredament a 50 °C aproximadament ja que varia en funcié
de la sequéncia del parell d’encebadors emprat.

3. Elongacio: Extensié de cada cadena simple del DNA en direccio 5 a 3' amb
laccid6 d’'un enzim termostable que catalitza la incorporacié de nucledtids
adjacents a cada encebador unit préviament. L’enzim emprat és la Taqg DNA
polimerasa provinent del bacteri termofil Thermus aquaticus [24]. Aquest pas es

realitza a 72°C ja que es la temperatura optima a la que treballa I'enzim.
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Figura 1.8: Esquema de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR). A la figura es mostren els tres

passos de I'amplificacié: desnaturalitzacio, hibridacié dels encebadors i elongacid.

Després de cada cicle el DNA es duplica i cada copia pot actuar com a motllo del
seguent cicle. EI DNA s’amplifica exponencialment al llarg dels cicles obtenint 2"
copies, on n correspon al nombre de cicles, que normalment sol estar compres entre
25 i 40. Aixi amb 30 cicles d’'amplificacié s’obtenen de l'ordre de 10° copies de DNA
partint d’'una unica copia de DNA analit en la mostra original. El temps total que
requereix 'amplificacié oscilla entre 1.5 3 hores.

El disseny dels encebadors és un dels factors critics que determina I'especificitat de la
PCR. Cal escollir una sequéncia que s’uneixi Unicament al fragment de DNA que es
vol amplificar. Els encebadors sén habitualment sintétics i tenen una longitud de 25 a
30 parells de bases per a conferir suficient especificitat. El disseny dels encebadors
s’avalua amb programes informatics que comparen la sequéncia del DNA analit amb
altres fragments de DNA que es troben seqlenciats en bases de dades géniques per
tal d’evitar reaccions creuades i falsos positius.

La temperatura o el temps de cada pas son parametres que cal controlar per a millorar
I'especificitat de 'amplificacié. La temperatura en el pas d’hibridacié dels encebadors
és un dels factors critics. Si la temperatura és massa elevada, els encebadors tenen
tendéncia a no hibridar-se (deshibridacid), i si €s massa baixa, la hibridacié és poc

especifica. Per tant, s’ha d’escollir una situaci6 de compromis que aporti una bona
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especificitat. La hibridacié de I'encebador ve determinada pel seu valor de temperatura
de fusié (Tm, de I'anglés melting temperature) que indica la temperatura a la que un
50% de la sequéncia esta hibridada. El valor de Tm depén de la longitud de la
sequéncia, la proporcié de les bases nitrogenades G-C, A-T i esta influenciat pel pH i
la forga idnica de la soluci6. La temperatura d’hibridacié és un factor que cal optimitzar
préviament per a que els encebadors siguin suficientment especifics del fragment que

cal amplificar.

La PCR és en un procés relativament facil en el qual calen els seglients elements
basics: 1) DNA inicial que actui com a motllo, 2) un parell d’encebadors especifics, 3)
nucleotids, 4) DNA polimerasa termostable i 5) solucié amortidora que contingui ions

Mg %*, cations necessaris per al funcionament de I'enzim.

Els nucledtids i els encebadors han d’estar en excés per tal de que no limitin
I'amplificacié. L’amplificacié del DNA es realitza en uns tubs de PCR especialment
dissenyats per a que es puguin introduir en unes cavitats d’'un bloc d’alumini d’un
termociclador, que permet variar la temperatura rapidament i de forma reproduible i
precisa. La velocitat d’escalfament/refredament d’aquests equips és de 1 a 2 °C per

segon i els volums tipics de la reaccié oscil-len entre 10 i 100 pl.

El producte amplificat per PCR s’analitza per electroforesi de gel d’agarosa. La
migracio del producte en el gel depén de la mida molecular del fragment amplificat;
quan més gran és el fragment menor és el seu desplagament. El fragment es visualitza
amb I'addicié de bromur d’etidi que s'intercala a la doble cadena de DNA i emet una
fluorescéncia intensa en ser irradiat amb llum ultraviolada. La banda obtinguda en el
gel es compara amb les bandes d’'un marcador que conté fragments de diferents
pesos moleculars, entre els que es troba el pes molecular del fragment que es pretenia

amplificar.

La PCR és una técnica important per amplificar sequiéncies de DNA d’interés analitic,
perd també es pot fer servir per a marcar el producte amplificat i facilitar aixi la seva
detecci6. El marcatge es realitza amb la introduccié d’encebadors o nucleotids marcats
amb molécules radioactives, fluorescents, enzims (peroxidasa o fosfatasa alcalina) o

molécules com biotina o digoxigenina [25,26].

Actualment existeixen moltes variants de la PCR entre les quals hi destaquen les

seguents:
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» RT-PCR (de l'anglés Reverse Transcriptase PCR): permet I'amplificacié de
MRNA convertint-lo préeviament a DNA amb un enzim anomenat transcriptasa
reversa. Posteriorment, el DNA complementari format (cDNA), s’amplifica per
PCR. Aquesta técnica és important per a I'estudi de I'expressio dels gens, ja que
el mRNA conté la informacié necessaria per a la codificacid de proteines, que
nomeés s’expressa en moments determinats de la cél-lula [27,28] .

= PCR multiplex: fa servir més d’un parell d’encebadors en la mateixa reaccié per
produir I'amplificacié de més d’un gen o fragment de DNA d’un mateix organisme,
o diferents organismes [27,29].

= PCR in situ: permet 'amplificacié directa de DNA o RNA dins de cél-lules o
teixits. La deteccid del producte amplificat es realitza amb la hibridacié de sondes
marcades. La permeabilitat de les cél-lules o teixits mitjangcant reactius com
I'etanol, HCI o enzims proteases permet I'entrada dels reactius necessaris per a
realitzar 'amplificacié [30,31].

= PCR a temps real: combina I'amplificacid del DNA amb la deteccié del producte
amplificat al llarg dels cicles de la PCR, a temps real. Aquesta variant de la PCR
ha suposat un gran avan¢ ja que a part de detectar un fragment de DNA
especific també permet quantificar el DNA original present a la mostra. Les

caracteristiques d’aquesta técnica es descriuen al seglent apartat.

1.3.1.2 PCR a temps real

La PCR a temps real (en anglés real-time PCR), també anomenada PCR quantitativa
(gPCR, de l'anglés quantitative-PCR), és una técnica d’amplificacio i quantificacio
simultania del producte amplificat. La deteccié directa s’aconsegueix amb la
introduccié de sondes o molécules fluorescents que permeten fer el seguiment de
'amplificacié del producte d’interés a cada cicle de la PCR. Aquesta técnica no
requereix manipulacions posteriors després de fer I'amplificacid, com la preparacio
d’electroforesi de gel d’agarosa, evitant aixi I'is de reactius cancerigens (bromur
d’etidi) i reduint el risc de contaminacioé al manipular la mostra. Addicionalment, és més
rapida que la PCR convencional, ja que requereix menys cicles per a obtenir suficient

producte amplificat que es pugui detectar per fluorescéncia.

Actualment existeixen moltes estratégies per a la deteccié dels productes de PCR.
L’estrategia més simple i econdmica és la que fa servir unes molécules que

s’intercalen a la doble cadena del DNA; les més emprades son les anomenades SYBR
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Green | [32]. Les molécules no unides presenten una fluorescéncia menyspreable,
perd en unir-se al DNA de doble cadena la radiacié fluorescent augmenta (Figura 1.9).
L’estratégia és genérica, ja que fa servir el mateix reactiu per a la detecci6 de diferents
fragments amplificats. Aixo implica que I'estrategia sigui poc especifica, ja que les
molécules fluorescents també es poden intercalar amb productes de doble cadena no
especifics de 'amplificacid, com per exemple dimers d’encebadors (encebadors units
entre ells) [33]. L'especificitat de la reacci6 uUnicament ve determinada pels
encebadors. Per tant, aquesta estratégia es pot fer sevir per a quantificar productes

d’amplificacié en una PCR optimitzada amb encebadors especifics.

1) Desnaturalitzacié
encebador Intercalador
'/_((f g 4  fluorescent

L1 1| L 1 1111 ]

2) Hibridaci6 DNA
polimerasa F E
vrrTig—™ © ©
s | e |
3) Elongaci6
T i i it T

F. B — e - BB

Figura 1.9: Deteccid del producte amplificat per PCR amb molécules fluorescents (SYBR Green I). (1) A
I'etapa de desnaturalitzacié les molécules no emeten fluorescencia, (2 i 3) les molécules s’intercalen al

DNA de doble cadena generant fluorescencia.

Per millorar I'especificitat de I'amplificacié es fan servir unes estratégies basades en
sondes que s’hibriden amb una seqiéncia interna del fragment que es vol amplificar.
Les més conegudes son les sondes Tagman, els beacons i les sondes d’hibridacié. En
tots els casos, aquestes estratégies proporcionen un senyal fluorescent que augmenta

en cada cicle de I'amplificacié.

L’estratéegia de sondes Tagman es basa en l'activitat 5—3’ exonucleasa de I'enzim
Taq DNA polimerasa [34] i en I'Us d’'una sonda fluorescent doblement marcada. La
sonda és un oligonucleotid amb un grup emissor de fluorescéncia (en anglés reporter)
a l'extrem 5 i un grup apagador (en anglés quencher) a I'extrem 3’, amb una
sequéncia especifica que li permet hibridar-se amb una regié que es troba entre els
dos encebadors. Després del pas de desnaturalitzacié la sonda Tagman s’hibrida al
DNA analit i es manté intacta de forma que el quencher absorbeix la fluorescencia del

reporter al trobar-se molt proxims, donant-se el fenomen FRET (de l'anglés
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Fluorescence Resonance Energy Transfer) i no s’emet fluorescéncia [35]. Al pas
d’elongacié dels encebadors, la sonda Tagman s’hidrolitza per lactivitat 5—3’
exonucleasa de la Taq polimerasa, el reporter es separa del quencher i s’emet radiacio
fluorescent (Figura 1.10). L’increment de fluorescéncia es registra a cada cicle de
I'amplificacio i es relaciona directament amb I'amplificacié del fragment del DNA
d’interés [36]. Les sondes Tagman es fan servir assiduament en la investigacio i
diagnostic; algunes aplicacions son la deteccié de gens [37] o la quantificacié de virus
[38,39].

i . sonda
1) Desnaturalitzacio ' encebador TagMan

=" fluordfor | % apagador

DNA
polimerasa
2) Hibridaci6 A ¥ __ Vv

=& q

3) Elongacié

Figura 1:10: Deteccié del producte amplificat per PCR amb el sistema TagMan. (1 i 2) Després de la
desnaturalitzacio, els encebadors i la sonda Tagman s’hibriden al DNA, no hi ha fluorescéncia per la
proximitat del fluordfor (F) i la molécula apagadora (Q). (3) Durant I'elongacié la sonda Tagman es

digerida per I'activitat de la Taq polimerasa, fent que F i Q es separin, i el fluoréfor emeti fluorescéncia.

Els beacons o alimares moleculars son unes sondes que tenen una estructura de
forqueta amb un fluordfor a I'extrem 5 i un grup apagador a lI'extrem 3’. Aquesta
estructura té dues parts, una seqiiéncia interna complementaria al DNA analit (en
anglés loop) i una part complementaria entre si (en anglés stem) als extrems. En el
pas de la desnaturalitzacié la sonda adopta forma de forqueta i no hi ha emissié de
fluoresceéncia, ja que el fluorofor i 'apagador estan molt propers. Quan el loop de la
sonda s’hibrida amb el DNA analit, la sonda adopta una estructura lineal, no es doéna
FRET i per tant s’emet fluorescéncia. Després de l'elongacié, el beacon torna a

adoptar la forma de forqueta i deixa d’emetre fluorescéncia (Figura 1.11) [40].
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Figura 1.11: Detecci6 del producte amplificat per PCR amb beacons. (1) A la desnaturalitzacié el beacon
es troba en forma de forqueta i no emet fluorescéncia. (2) L'estructura adopta una forma lineal per a
hibridar-se amb el DNA analit, separant-se el fluorofor (F) i la molécula apagadora (Q) i el fluorofor emet

fluorescencia. (3) En I'elongacio el beacon es deshibrida i adquireix novament la forma de forqueta.

Els beacons sén realment utils per a la identificacio de mutacions, ja que poden
discernir DNA analits que unicament difereixen en una sola base [41,42] i sbn més

especifics que les sondes convencionals de mida equivalent [43].

L’estrategia de sondes d’hibridacié es basa en dos oligonucledtids marcats, un amb un
fluordfor donador i l'altre amb un fluordfor acceptor. Després de la desnaturalitzacié
aquestes sondes s’hibriden amb el DNA analit i els dos fluorofors queden en contacte.
El fluorofor donador transfereix la seva energia al fluordfor acceptor, el qual dissipa la
fluorescéncia a una longitud d’ona diferent (Figura 1.12). L’'augment de I'emissié de
florescéncia en l'etapa d’hibridacié és directament proporcional a la quantitat de
producte amplificat generat [44]. Exemples d’aquest tipus de deteccidé sén la deteccio
de mutacions [45], de patdgens [46] i la quantificacié virica [47]. Aquesta estratégia té
una elevada especificitat ja que la fluorescéncia és el resultat directe de la hibridacio
de dues seqliéncies independents. En canvi, presenta el desavantatge que el senyal
fluorescent disminueix amb un nombre elevat de cicles, en contrast amb les sondes

TaqMan.
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Figura 1.12: Detecci6 del producte amplificat per PCR amb sondes d’hibridacié. (1) En la desnaturalitzacio
les sondes no estan hibridades i no emeten fluorescéncia, (2) les sondes s’hibriden amb el DNA analit i el
fluorofor acceptor emet florescéncia, (3) en l'elongacio les sondes es separen i s’extingeix la

fluorescéncia.

1.3.1.3 Analisi de la corba d’amplificacié de la PCR

L’amplificacié a temps real es realitza amb uns equips de PCR i un programari que
representa I'emissio de fluoresceéncia respecte el nombre de cicles de la PCR. El grafic
obtingut és una corba sigmoidal amb quatre fases clarament diferenciades (Figura
1.13):

1. Fase de linea base: el senyal proporcionat pels productes amplificats és baix
i no es diferencia del senyal de fons. Habitualment comprén els 10-15 primers
cicles de la PCR.

2. Fase exponencial: a [linici d’aquesta fase el senyal fluorescent és
significativament diferent del senyal de fons. Periode optim d’amplificacié en
el que el producte de PCR es duplica a cada cicle en condicions ideals
(suposant eficiéncia del 100%). En aquesta fase la reaccié és molt especifica
i precisa.

3. Fase lineal: els components de la reacci6 de PCR passen a ser un factor
limitant (encebadors, nucleodtids, Taq polimerasa o marcador). La reaccio és
meés lenta i els productes es comencen a degradar.

4. Fase plateau: finalitza I'amplificacio [48,49].
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Figura 1.13: Corba d’amplificacié caracteristica de PCR a temps real on es mostren les quatre fases

diferenciades: (1) linea base, (2) exponencial, (3) lineal i (4) plateau.

La fase exponencial és la Unica que es pot relacionar amb la quantitat original de DNA
a la mostra. Durant aquesta fase es determina el senyal fluorescent llindar (en anglés
threshold), amb el qual totes les mostres es poden comparar. El llindar és el valor de
fluorescéncia que es significativament més gran que el senyal de la linia base, calculat
com a 10 cops la desviacio estandard del valor mitja de la linia base. El nombre de
cicles necessaris per a generar el senyal llindar s’anomena cicle llindar (Ct, de I'anglés
threshold cycle) [50]. Al grafic d’amplificacié el llindar és la linia paral-lela a I'eix
d’abscisses que talla el grafic al valor de Ct (Figura 1.14, A). La fluorescéncia es sol
normalitzar amb una referéncia passiva, que és una molécula fluorescent que
normalitza el senyal del fluordfor respecte canvis de volum sense interferir
I'amplificacio. La normalitzacié (ARn) s’obté restant al senyal del fluorofor el senyal de
la referéncia passiva.

La concentracié de DNA inicial en una mostra incognita es pot quantificar amb el
meétode de la corba estandard [51,52]. Aquest métode es basa en la construccié d’'una
corba de calibrat amb els valors de Ct obtinguts per a dilucions seriades del DNA
d’interés de concentracié coneguda; habitualment dilucions seriades 1/10. Quan més
gran és la dilucid més gran és el valor de Ct. Els valors de Ct obtinguts es representen
respecte la quantitat inicial de DNA de cadascuna de les dilucions (No). El calibrat
segueix la seglient equacio [53]:

Ct= k « log No+Ct(1)

La quantificacié del DNA es realitza interpolant el valor Ct de la mostra incognita a la

corba construida (Figura 1.14, B).
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Figura 1.14: (A) Corba d’amplificacié de PCR a temps real on es mostren els parametres clau: linia base,
llindar, Ct i Rn. (B) Quantificacié del DNA de mostra incognita mitjancant els valors de Ct de dilucions de

referéncia (dil 1 és la més concentrada i dil 6 la més diluida).

El pendent de la recta de calibrat esta relacionat amb un parametre anomenat
eficiencia de I'amplificacio segons la seglient expressio:
E=10 -1

L'eficiencia indica si el DNA es duplica a cada cicle en la fase exponencial, en
condicions ideals d’amplificacio el seu valor pren el valor de 1 (100%), que equival a
un pendent de la recta de calibrat (k) de -3.32. Per a que el métode de quantificacid de
la corba estandard es pugui aplicar I'eficiéncia de I'amplificacié ha ser propera al 100%
[50].

1.3.2 Técniques d’analisi immunologica

Avui dia els anticossos es fan servir ampliament als laboratoris d'investigacié i
diagnostic ja que permeten la identificacio i/o quantificacié d’antigens amb un grau
d’especificitat i sensibilitat molt elevat. La deteccid6 de cada antigen requereix la
produccié d'un anticos especific, el seu aillament i en moltes ocasions, la seva
purificacié. Les molécules estranyes que activen la resposta immunitaria d'un
organisme s'anomenen immunogens. Els immundgens habitualment tenen un pes
molecular elevat (> 10 KDa) i una gran complexitat estructural. Quan es vol obtenir
resposta immunitaria en animals per a la produccié d'anticossos especifics de
molécules més petites (< 1 KDa), tals com toxines, antibiotics o hormones, cal unir-les
(conjugar-les) a molécules més grans de naturalesa proteica estranyes a I'organisme,
com la seroalbimina i ovoalbimina bovina (BSA i OVA) i la proteina KLH (de I'anglés

Keyhole Limpet Hemocyanin). En aquest sistema la molécula més petita s'anomena
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hapte i la macromolecula conjugada, portador (en angles carrier). Els complexos
hapté/portador actuen com a immunogen i son la base per a I'obtencié d’anticossos
especifics d’antigens per a técniques d’analisi immunologica. En la produccio
d’anticossos amb aquests complexos es diferencien les seguents etapes: (1) disseny
de I'hapte, (2) sintesi, (3) conjugacio proteica, (4) immunitzacié de I'hoste i (5) analisi
de la concentracié d’anticossos al llarg del temps [18].

La resposta natural de l'organisme hoste immunitzat és la de produir anticossos
policlonals, és a dir, I'organisme produeix diferents anticossos, cadascun capag¢ de
reaccionar amb un epitop de I'antigen. Els anticossos policlonals poden presentar
problemes de reactivitat creuada amb altres proteines que no sén I'antigen especific i
el seu subministrament esta limitat per la mort de I'animal. Aquests desavantatges es
van solucionar amb la produccié d’anticossos monoclonals a partir del descobriment el
1975 de la tecnologia d’hibridoma (Premi Nobel de Medicina, atorgat a César Milstein
al 1984). Els anticossos monoclonals son anticossos idéntics que deriven d’'una unica
ceél-lula creada de la fusid de limfocits amb cél-lules de mieloma (hibridoma). Les
cél-lules fusionades es fan créixer en un medi (HAT) en el que només creixen les
cél-lules hibrides (Figura 1.15). Tot i que el procés de produccié d’anticossos
monoclonals és més complex i costds, s’aconsegueixen produir anticossos idéntics,
especifics i de forma il-limitada.

Els anticossos monoclonals o policlonals s’ha comprovat que son efectius en diferents
aplicacions biologiques. Els anticossos policlonals sén menys especifics que els
monoclonals perd aporten més sensibilitat a 'assaig, per tant el seu Us dependra de

I'aplicacié en concret [54].
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Figura 1.15: Etapes en la produccié d’anticossos monoclonals.

Fins a mitjans dels anys 50 les técniques d’analisi immunoldgica es basaven en la
formacio del complex antigen-anticos en solucié i la posterior deteccié mitjangant la
dispersié de llum o la formacio de precipitats del complex en gels. Aquestes técniques
no eren prou sensibles, podien generar senyals erronis per la preséncia d’espécies
interferents i majoritariament s’aplicaven a 'analisi de molécules grans. Posteriorment
a finals dels anys 60 es va desenvolupar la técnica RIA (de [I'anglés
RadiolmmunoAssay) basada en I's d’antigens marcats amb radioisotops els quals
sén reconeguts per anticossos immobilitzats en una superficie solida (Premi Nobel de
Medicina, atorgat a Rosalyn Yalow el 1977). Aquesta técnica és simple i sensible pero
té els desavantatges de I'is de radioisotops, com I'elevat cost de reactius i equips, la
baixa estabilitat dels reactius marcats, la necessitat de mesures de precaucié en la
manipulacié, la gestié dels residus radioactius generats i la necessitat de personal

entrenat per a realitzar 'assaig. Per aquestes raons la técnica RIA tot i que es fa servir
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en alguns laboratoris per a la quantificacié d’antigens ha quedat reemplacada pels

immunoassaigs enzimatics en els quals es fan servir enzims com a marcadors.

1.3.2.1 Immunoassaigs enzimatics

L’'immunoassaig enzimatic (EIA, de I'anglés Enzyme ImmunoAssay) és el nom general

per a descriure assaigs immunoldgics que fan servir un enzim com a marcador per a la

deteccié del complex antigen-anticods. Les caracteristiques catalitiques dels enzims

proporcionen una amplificacié del senyal resultant de la formacié del complex,

millorant la sensibilitat respecte la técnica RIA i eliminant els desavantatges de I'is de

radioisdtops. L’enzim es pot unir a I'antigen o a l'anticos i l'activitat especifica de

'enzim no s’ha de modificar després de la unié. Els enzims més emprats soén la

fosfatasa alcalina, la glucosa oxidasa i la peroxidasa de rave picant. Els assaigs EIA es

poden classificar en homogenis o heterogenis.

= EIA homogeni: no és necessaria la separacié dels immunocomplexos dels
reactius lliures amb passos de rentat. Un exemple d’EIA homogeni és la técnica
EMIT (de [langlés Enzyme Multiplied Immunoassay) que es fa servir
majoritariament per a la deteccié de farmacs i hormones en diagnostic clinic. La
clau d’'aquest assaig radica en que [lactivitat del conjugat enzimatic esta
modulada per la formacié del complex antigen-anticos.
= EIA heterogeni: I'antigen o I'anticos esta immobilitzat a una fase solida i els

reactius no units es separen amb passos de rentat. També es coneixen com
Assaigs Immunoabsorbent Lligat a Enzims (ELISA, de I'anglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). L'assaig es pot realitzar en un ampli ventall de fases
solides com plaques de microtitulacié, membranes de cellulosa o particules
magnétiques (§ 1.4) i es poden realitzar seguint diferents formats descrits a
continuacié [17,18,55].

1.3.2.2 Assaig immunoabsorbent lligat a enzims (ELISA)

Els assaigs ELISA es poden classificar en dos formats:
= ELISA no competitiu, també anomenat format sandvitx, en el que els reactius
estan en excés i no s’estableix cap etapa de competéncia;
= ELISA competitiu, en el que I'analit estd en excés i la concentracié dels altres

reactius és constant i limitada.
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ELISA NO COMPETITIU O SANDVITX

L’ELISA no competitiu (sandvitx) es basa en la immobilitzacié d’'un anticos especific de
I'antigen d’interés a la fase sodlida. Un cop immobilitzat I'anticds s’addiciona I'antigen en
concentracions variables i s'incuba. Després es realitza una etapa de rentat per tal
d’eliminar I'antigen no unit i s’addiciona un altre anticos que també és especific de
I'antigen perd en aquest cas marcat amb un enzim. Els dos anticossos addicionats han
d’estar en excés. El primer, per a permetre una adsorcié completa de I'antigen i el
segon, per assegurar la marcacié completa del complex format. La quantitat d’enzim
unit es determina posteriorment amb la incubaci6 amb un substrat cromogénic. El
senyal proporcionat per I'enzim és directament proporcional a la concentracié de
I'antigen d’interés (Figura 1.16, A).

Cal destacar que aquest format només es pot fer servir quan els dos anticossos
involucrats sén capacgos d’interaccionar amb diferents epitops de I'antigen. L’afinitat de
la uni6é antigen-anticds hauria de ser similar per als dos anticossos i no hi haurien
d’haver impediments estérics entre ells. Per aquestes raons, aquest sistema és més
adient per a la quantificaci6 de molécules de pes molecular elevat, com cél-lules,
enzims o proteines. En moltes ocasions no es disposa de dos anticossos amb
especificitats diferents capagos d’interaccionar amb I'antigen i cal aplicar un format
ELISA competitiu. Quan es volen detectar molécules de pes molecular més baix (<1
KDa), com antibiotics, pesticides o péptids, que actuen com a immunogens un cop

conjugades a proteines portadores, habitualment es fa servir un assaig competitiu.

ELISA COMPETITIU

Hi ha diferents formats d’ELISA competitiu que difereixen en l'immunoreactiu que
s’'immobilitza (antigen o anticds) a la fase solida i quin es el que es marca amb un

enzim. Els formats més importants son 'ELISA competitiu directe i I'indirecte.

= ELISA competitiu directe
En aquest cas, s'immobilitza I'anticos especific de I'antigen d’interés a la fase solida.
Posteriorment I'antigen s’incuba simultaniament amb I'antigen conjugat amb un enzim,
competint tots dos pels llocs d’unié de I'anticos especific immobilitzat al suport (Figura
1.16, B). Els immunoreactius en excés s’eliminen mitjangant un simple pas de rentat.
En aquest cas el senyal proporcionat per 'enzim és indirectament proporcional a la

concentracio de I'antigen d’interés.
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= ELISA competitiu indirecte

En el format competitiu indirecte, I'antigen (o I'hapté conjugat amb la proteina
portadora) s'immobilitza a la fase solida. Posteriorment I'anticos especific s’incuba
simultaniament amb l'analit. La competéncia s’estableix entre l'analit i I'antigen
immobilitzat per I'anticos especific en solucié. La quantitat d’anticds especific unit al
suport solid es determina amb un segon anticds conjugat amb un enzim (Figura 1.16,
C). Si l'anticos primari es va produir en ratolins, es podria fer servir un anticos
secundari obtingut de la immunitzacié d’un hoste, com un conill, amb anticossos de
ratoli. Aquest anticds secundari s’anomenaria IgG-antiratoli de conill. Els
immunoreactius lliures i en excés s’eliminen mitjangant un simple pas de rentat. El
senyal proporcionat per I'enzim és indirectament proporcional a la concentracio de
'antigen d’interés.

La sensibilitat de 'ELISA competitiu indirecte és comparable o lleugerament més
efectiu que I'assaig directe, amb els avantatges de que necessita menys anticos i que
no s’ha de preparar el conjugat enzimatic de I'antigen o I'hapté-proteina. Perd presenta
el desavantatge de que el protocol implica una etapa d’incubacié addicional i per tant

requereix més temps [55].

A s p B C S P
S P

'\ .
X v 6 o QL
Y9y ¥v9?  eeed
] ] ]

g [ IS
5 g g
n % 8
[antigen] : :
[antigen] [antigen]
Y anticos primari 1'% anticos secundari antioen i antigen
P A marcat ¢ ani Q marcat

Figura 1.16: Representacié esquematica i corbes associades de diferents formats d’ELISA: (A) no

competitiu o sandvitx, (B) competitiu directe i (C) competitiu indirecte.

31



Nous dissenys biomoleculars en genosensors i imunosensors per a la seguretat alimentaria

1.3.2.3 Analisi de la corba d’ELISA competitiu

El senyal obtingut en un assaig ELISA competitiu s’ajusta a una corba sigmoidal que
segueix I'equacié seglent [56]:
y= {(A-B)/[1+10exp((log C - log X) « D)]}+B

El parametre A correspon al senyal maxim, B al senyal minim, C és la concentracié
d’analit que correspon al 50% del senyal maxim (IC 50), X la concentraci6é d’analit i D
el pendent al punt d’inflexié de la corba.

La corba de competéncia proporciona parametres com la sensibilitat i la concentracio
minima que es pot detectar (limit de deteccid), parametres que determinen la qualitat
d’analisi d’'un sistema analitic. En el cas d’'un assaig immunologic competitiu per limit
de detecci6 s’entén la quantitat d’analit que determina una inhibicié del 10 % de la unié
de I'immunoreactiu marcat, es a dir, la concentracié de I'analit correspon a la que
proporciona el 90 % del senyal maxim. El rang de treball de I'assaig s’estableix entre el
20 % (limit de quantificacid) i el 80 % del senyal maxim (Figura 1.17). La sensibilitat
indica el factor de resposta del sistema analitic en funcié de la variacié de la
concentracié de I'analit, el seu valor ve proporcionat pel pendent a la zona lineal de la

corba.
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Figura 1.17: Tipica corba sigmoidal d'un immunoassaig competitiu amb els parametres que defineixen
I'assaig: LD, LQ, IC50 i rang de treball.
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1.4 ESTRATEGIES D’'IMMOBILITZACIO | SEPARACIO DE MATERIAL
BIOLOGIC BASADES EN PARTICULES MAGNETIQUES

Els origens de les particules magnétiques (en anglés magnetic beads) es situen a I'any
1976 quan el professor noruec John Ugelstad va aconseguir produir particules
magneétiques recobertes de poliestire de mida uniforme. Les particules magnetiques
sbn unes esferes de ferrita de I'ordre de pocs micrometres o nanometres recobertes
d'un polimer aillant, que tenen la propietat de ser magnetitzables. Addicionalment,
mostren un comportament paramagneétic, €s a dir, en preséncia d’'un camp magnétic
les particules presenten propietats magnéetiques i quan deixa d’aplicar-se ho mostren
magnetisme residual. Per tant, es poden separar facilment d’una fase liquida amb un
imant, i es poden dispersar de nou quan I'imant es desactiva o s’enretira [57,58].
L'aparicio de les particules magnétiques ha revolucionat els protocols de separacio i
aillament d’alguns materials biologics [59,60] i representa una alternativa molt viable
per a realitzar bioassaigs heterogenis respecte altres suports solids, com les plaques
de poliestiré, per aconseguir la immobilitzacié de biomaterial [59, 61].

Actualment existeixen un gran nombre de cases comercials que proporcionen
particules magnétiques de diverses mides, activades amb grups quimics (com grups
amino, tosil o carboxil) que faciliten I'enllag amb el material biologic i, fins i tot,
particules magnétiques amb material bioldgic divers préviament immobilitzat
(proteines, anticossos, enzims, oligonucleodtids, entre altres). Les particules
magneétiques que es fan servir més assiduament sén les que comercialitza I'empresa
Invitrogen Dynal AS (Oslo, Noruega), que esta especialitzada en la seva fabricacio i
proporciona un gran ventall de particules de diferents mides, amb grups quimics o

biologics [62].
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Figura 1.18: (A) Representacié esquematica de particules magnétiques, (B) activades amb grups quimics

o recobertes amb molécules bioldgiques.

33



Nous dissenys biomoleculars en genosensors i imunosensors per a la seguretat alimentaria

En aquesta tesi s’han fet servir particules magnétiques per a la immobilitzacio i
separaci6 de material biologic per al desenvolupament de noves estratégies
bioanalitiques. Les particules magnétiques emprades estan recobertes de la proteina

estreptavidina o activades amb grups quimics tosil (veure Taula 1.1).

Taula 1.1: Caracteristiques i propietats de les particules magnetiques que es fan servir en aquesta tesi.

Particula . L . .. Estratégia
Diametre Concentracié Capacitat d’unié
magneética d’immobilitzacié
- 700 pmols . .
L Uni6 per afinitat
10 mg/mi biotina/mg
2.8 um s (enllag biotina-
(6-7x10° /ml) - 200 pmols treptavidi
M-280 Estreptavidina biotina DNAImg - ePiavidina)
o 1
=
(i) 30 mg/ml 20
g_‘:‘g 2.8 um S . Mg Enllag covalent
(2x107 /ml) proteina/ mg
M-280 Tosil

Les particules recobertes d’estreptavidina tenen una gran varietat d’aplicacions,
destacant la separacidé d’oligonucledtids i d’anticossos marcats amb la molécula
biotina. El material bioldgic marcat amb biotina s’'uneix a les particules mitjangant la
forta unié de naturalesa no covalent que s’estableix amb I'estreptavidina ( K= 1x10'
M™"). La biotina és una vitamina de 244 Da present majoritariament al fetge, ronyons i
pancrees. L'estreptavidina és una proteina d’aproximadament 70 KDa aillada del
bacteri Streptomyces avidinii, formada per quatre subunitats idéntiques, on cada

molécula s’uneix a quatre de biotina [19,63].

El complex biotina-estreptavidina format resulta de gran interés en assaigs biologics, ja
aquesta associacié es manté estable en un interval ampli de temperatura, pH i
solvents organics [64,65,66]. Aquesta associacié no covalent també es dona amb la
proteina avidina, provinent d'ou de pollastre. L’avidina i I'estreptavidina tenen
estructures diferents, perd la regidé que interacciona amb biotina és molt similar de
forma que totes dues tenen una gran afinitat per la biotina. Cal destacar que I'avidina
pot proporcionar més adsorcions inespecifiques, ja que en comparacid6 amb
I'estreptavidina, conté més carbohidrats en la seva estructura. Aquest fet provoca que
l'avidina presenti un punt isoeléctric superior (pl 10) que el de I'estreptavidina (pl 5-6).
Malgrat aquest inconvenient, cal tenir en compte que l'avidina és molt més econdmica
[67].
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Unes altres particules contenen grups tosil formats per I'activacié dels grups hidroxil
amb clorur de p-toluesulfonil. Els grups tosil permeten la unié de proteines o altres
substancies bioldgiques mitjangant la reaccid amb els grups amino primaris que
contenen. Els grups amino desplacen els grups tosil de les particules magnétiques
formant-se un enllag covalent.

Aquestes particules immobilitzen el material bioldgic, ja sigui per afinitat
(estreptavidina-biotina) o per formacié d’enllag covalent. També permeten la separacio
de la resta de la matriu aplicant un camp magnétic. Aixi, les particules es poden
separar de la solucido sobrenadant, deixant a part les molécules que podrien actuar
com a interferents generant adsorcions inespecifiques indesitjables. Per tant,

minimitzen I'efecte matriu de la mostra (Figura 1.19).
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Figura 1.19: (A) Immobilitzacié selectiva de material bioldgic mitjangant particules magnétiques recobertes
d’estreptavidina i activades amb grups quimics tosil. (B) Separacié de les particules amb un camp

magnétic i eliminacié de la solucié sobrenadant.

1.5 NOVES ESTRATEGIES BIOANALITIQUES: GENOSENSORS |
IMMUNOSENSORS

1.5.1 Sensors quimics i biosensors

Un sensor quimic és una nova classe d’instrumentacié analitica, que apareix com a
resposta a la necessitat d’obtenir més informacié i de millor qualitat. Un sensor és un
dispositiu capac¢ de proporcionar informacié quantitativa o qualitativa sobre parametres
fisics, quimics o bioldgics. Els seus principals trets caracteristics son: dimensions

reduides, baix cost, facil manipulacié i generacio d’informacio a temps real.
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Normalment un sensor quimic esta format per dos components basics connectats en
série: un element de reconeixement molecular o idnic (el receptor) i un transductor
fisic. El receptor d’aquest sensor ha de ser capac¢ d’interaccionar selectivament amb
un determinat analit generant un senyal primari (de tipus electroquimic, optic, térmic o
massic) que és transformat pel transductor en un senyal secundari, normalment de
tipus eléctric, facilment mesurable i interpretable [68].

Els sensors quimics anomenats quimiosensors contenen un element de
reconeixement de tipus sintétic. Quan s’incorporen elements bioldgics com a sistema
de reconeixement selectiu s’obtenen sensors coneguts com a biosensors. La
incorporacié de material bioldgic confereix una elevada selectivitat al biosensor i el
dispositiu adquireix una bona sensibilitat si s’escull el transductor adient [69,70].

En un biosensor es donen tres etapes basiques de funcionament (Figura 1.20):

= Reconeixement especific de I'analit amb el material bioldgic immobilitzat a la
superficie del transductor

= Deteccié de la variacid de les propietats fisico-quimiques al produir-se la
interaccio

* Processament del senyal i 'obtenci6 de resultats.

Reconeixement Sensibilitat a un Obtencié d’un

Medi complex N Cee o
de l'analit canvi fisico-quimic senyal mesurable

4

TO—-HTmMOMD
To—Hocownzr»xu—

Figura 1.20: Principi de funcionament d’un biosensor. (1) Reconeixement especific de l'analit, (2)
transductor sensible a un canvi fisico-quimic i (3) obtencié d’un senyal relacionat amb la quantitat d’analit

a la mostra.

El tipus de material que es fa servir als biosensors pot ser molt variat: enzims, cél-lules
[71,72], teixits [73,74], microorganismes [75,76], especies immunoquimiques i DNA,
entre altres. Generalment, el material bioldgic s’immobilitza a la superficie del
transductor mitjangant técniques com adsorcié directa, entrecreuament (en anglés,
cross-linking) mitjangant agents bifuncionals, enllag covalent i retenci6 en membranes

o gels. El métode d'immobilitzaci6 és un punt clau en el desenvolupament del
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biosensor, ja que ha de permetre I'activitat del material biologic, per tal de no alterar la
capacitat de reconeéixer l'analit, i la sensibilitat del transductor no ha de quedar
malmesa.

Els biosensors es poden classificar en funcié de la propietat fisica que es mesura al
transductor. Els transductors més ampliament utilitzats soén els electroquimics, els

optics i massics [77].

1.5.2 Biosensors electroquimics

Els biosensors basats en transductors electroquimics es poden classificar basicament
en dos grups principals: amperomeétrics i potenciométrics. Els sensors amperometrics
son els primers que es van desenvolupar i es basen en el mesurament del corrent
eléctric a un potencial fixat. Dins d’aquest grup es troba el conegut biosensor de
glucosa. Els sensors potenciométrics es basen en el mesurament de la diferéncia de
potencial d’'un eléctrode (metallic o de membrana) en condicions de corrent
practicament nul. Dins d’aquest grup hi destaquen els eléctrodes selectius a ions
(ISEs, de l'anglés ion-selective electrodes) [78] com el classic eléctrode de pH, i els
transistors d’efecte de camp, més coneguts com a ISFETs (de I'anglés, ion-sensitive
field-effect transistors) [79]. També cal destacar els biosensors electroquimics
conductimétrics, basats en el canvi de conductivitat quan el receptor reconeix I'analit
complementari, i els impedimétrics, que mesuren el corrent eléctric a diferents
freqiiéncies aplicant un potencial altern [80].

Cal destacar que els transductors amperomeétrics son els més populars degut a la seva
simplicitat, facilitat de fabricaci6é i el baix cost dels dispositius i la instrumentacio
associada [81]. A continuacié es descriu en detall la técnica amperométrica per ser el

tipus de transduccié que es fa servir principalment a la present tesi.

1.5.2.1 Teécnica amperomeétrica

Els sensors amperomeétrics mesuren la intensitat de corrent resultant de 'oxidacio o
reduccid sobre la superficie d’'un eléctrode, com a conseqiéncia de l'aplicacié d’'un
potencial constant [82]. Les mesures amperomeétriques es realitzen en una cel'la
electroquimica amb configuracié de tres eléctrodes. El pas de corrent es mesura en
I'electrode de treball, un cop s’ha fixat una diferéncia de potencial entre I'eléctrode de

treball i 'auxiliar, actuant aquest ultim com a contraeléctrode per a tancar el sistema.
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Mitjancant un potenciostat i un tercer electrode (eléctrode de referéncia) s’aconsegueix
mantenir constant la diferéncia de potencial. L’eléctrode de referéncia més usual és el
de Ag/AgCl, mentre que els eléctrodes de treball i auxiliar solen ser de materials
conductors i inerts, com ara metalls nobles, diferents formes de carboni i polimers

conductors.

La intensitat del corrent obtinguda és una mesura directa de la velocitat de la reacci6

electroquimica a la superficie de I'eléctrode, que es descriu amb la llei de Faraday:

| = an_C
dt

On | és la intensitat de corrent, n és el nombre d’electrons implicats en la reaccié d’oxidacié o reduccio, F

la constant de Faraday (96.5 C/mol) i dC/dt la velocitat de la reaccié en mol/l.

Tal i com indica I'equacid, la intensitat de corrent és directament proporcional a la
velocitat de transformacié de I'analit a la superficie de I'eléctrode. Mentre les molécules
d'analit a la superficie es van electrolitzat, es difonen noves molécules des de la
solucio a la superficie de I'eléctrode. Per tant, la intensitat de corrent també depén de
forma critica de la velocitat del transport de massa de I'analit des de la soluci6 a la
superficie de I'electrode. Aquest parametre depén de la concentracié de l'analit a la
solucio, de l'area de I'eléctrode i de les condicions de migracié, conveccio i difusio. La
migracié, deguda al transport de I'analit per un gradient eléctric, generalment s’elimina
addicionant un electrolit suport a la cel-la. La conveccid, deguda al transport de I'analit
impulsat per un moviment de la solucié- per exemple, mitjangant agitacié-, es pot
controlar simplement sense aplicar agitaci6 a la solucidé o aplicant una agitacio
constant. La difusié, deguda al transport de l'analit pel gradient de concentracioé del
mateix depén del temps, fet que limita aquest tipus d’experiments.

Si es redueix la migracié amb I'addicié d’un electrolit suport i la conveccié es manté
constant amb una agitacié controlada, es forma una capa de difusié estatica a la
superficie de I'eléctrode, en la que el transport de massa només es degut a la difusio
[83]. D’aquesta forma la intensitat es regeix per la seglient expressié:

NFADC,
L

On A és l'area de I'eléctrode, D el coeficient de difusié, Cs la concentracié d’analit en solucié i L el gruix de

la capa de difusié.

Aquesta equacié es pot simplificar com:

| = KCq
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Per a simplificar 'equacié s’assumeix que la concentracio de I'analit a la superficie de
I’eléctrode es propera a zero, i que la distribucié d’analit en la solucié és uniforme fins

a la capa de difusio [84].

L’eleccié adequada del potencial aplicat en 'amperometria aporta certa selectivitat
electroquimica, produint la reduccié/oxidacié de certes espécies quimiques. Perd cal
destacar, que en molts casos la selectivitat que s’aconsegueix no és suficient, per
aquesta rad es sol modificar superficialment I'electrode (quimica o bioldgicament),
millorant-ne aixi la selectivitat i la sensibilitat del sensor. Quan es fan servir enzims per
a modificar I'eléctrode es parla de biosensors amperométrics enzimatics. En aquesta
tesi s’han fet servir enzims com a marcadors del material bioldgic que es vol detectar.

A continuacié es detallen les caracteristiques principals d’aquests eléctrodes.

1.5.2.2 Biosensors amperomeétrics enzimatics

En aquests dispositius el material biologic que modifica I'eléctrode es un enzim, que és
una proteina d’alta selectivitat capa¢ de catalitzar una determinada reaccié redox.
L’enzim selectiu d’'un analit (substrat, S) catalitza la transformacié a un determinat
producte (P) segons I'equacio:
k4 k,
E+S <E> EeS — E+P
En aquest cas, la intensitat enregistrada per I'equip amperomeétric dependra de la
cinética de la reaccié enzimatica, seguint 'equacioé de Michaelis-Menten, que relaciona
la velocitat de I'enzim (v) amb la concentracié de substrat catalitzat mitjangant
I'expressio:
. Vinax [S]
Kn * [S]

On Vnax és la velocitat maxima de la reaccid, Ky, la constant de Michaelis-Menten i [S] la concentracié del

substrat.

En el cas de treballar amb [S] << K., la velocitat variara linealment amb la
concentracié del substrat i el corrent mesurat per 'amperimetre dependra linealment
de la concentracio del substrat. En canvi, quan [S] >> K., 'enzim es trobara saturat i la

velocitat sera equivalent a la Vs de 'enzim, segons:

V= Viax = Ky [E]
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En condicions de saturacié del substrat, el corrent mesurat correspondra al corrent
maxim que pot proporcionar I'enzim i sera proporcional a la seva concentracio [85].

Un grup important d’enzims emprats als biosensors amperomeétrics son les
peroxidases. Aquests enzims catalitzen la reacci6 de reduccio del peroxid d’hidrogen a
aigua, en presencia d’'un mediador, que és un substrat de propietats electroquimiques
reversibles i que actua millorant la transferéncia electronica entre I'enzim i I'eléctrode.
El conjunt de reaccions electroquimiques que té lloc a la superficie de I'eléctrode es

mostra a la Figura 1.21.

H,0, red X -
) @)xid@ @diador /
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Figura 1.21: Mecanisme enzimatic de I'enzim peroxidasa a la superficie d’'un transductor electroquimic,

fent servir peroxid d’hidrogen com a substrat i hidroquinona com a mediador.

Tal i com s’observa, el mediador es regenera amb I'aplicacié d’un potencial reductor a
la superficie de I'eléctrode, i si es treballa en saturacié de substrat (H,O,), la intensitat
mesurada pel potenciostat és directament proporcional a la concentracié de la
peroxidasa. Per a que aquest mecanisme sigui valid, el mediador ha de complir una
série de condicions: reacci6 rapida amb I'enzim, rapida transferéncia d’electrons, baix
potencial per ser regenerat i estabilitat de la forma oxidada i reduida. Alguns exemples
dels mediadors més emprats son I’hexacianoferrat(lll), el ferroce, amines aromatiques,

o compostos fenolics com la hidroquinona [68].

1.5.2.3 Transductors amperomeétrics basats en composits i biocomposits

Un dels avantatges dels transductors amperomeétrics resideix en la simplicitat i
accessibilitat dels materials emprats en la seva construcci6. El requeriment principal és
que els materials siguin conductors. Es poden fer servir materials simples (metalls com
el plati i 'or o derivats del grafit com el carboni vitrificat o el grafit pirolitic), o bé
materials compostos (anomenats composits).

Un compdsit resulta de la combinacié de dos o més components diferents. Cada
component manté les seves caracteristiques originals perd en conjunt li atorguen al
composit qualitats quimiques, mecaniques i fisiques distintives, diferents de les de

cada component per separat. Es preparen amb la dispersid6 d’'un material solid
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conductor (com plati, or o grafit) en una matriu polimeérica de caracteristiques aillants.
Les propietats dels composits depenen de la naturalesa de cada component, les
quantitats relatives i la seva distribucié. Els primers composits, anomenats de pasta de
carboni, formats amb la mescla de grafit amb un aglomerant com la parafina,
presentaven baixa estabilitat fisico-quimica. Per aquesta rad es van desenvolupar
composits rigids, alternatius als descrits de pasta de carboni. Els composits rigids
s’obtenen amb la mescla de carboni en pols amb una matriu polimérica no conductora,
obtenint un material tou que s’endureix després del curat del material [86]. Al nostre
grup s’han descrit comp0sits rigids fent servir la resina epoxi com a matriu polimérica,
resultant un composit de grafit-epoxi (GEC) [87,88]. El fet que el material sigui tou
abans de curar-lo permet que es puguin construir eléctrodes de diverses formes i
mides. Un cop es curen, aquests materials son molts resistents des del punt de vista
fisico-quimic, sent estables a temperatures elevades i en preséncia de solvents
organics. En aquests materials, la modificacié del transductor amb material bioldgic es
realitza a la superficie del composit.

Per altra banda, el material bioldgic es pot incorporar directament en el si del compadsit,
generant en aquest cas biocomposits de grafit-epoxi (GEB). El biocompdsit no només
actua com a transductor, sin6 que també és un reservori de material biologic. Els
biocomposits presenten I'avantatge de que no necessiten una etapa d’'immobilitzacio
de material biologic sobre el transductor, la qual, sovint és tediosa, costosa (ja que
intervenen diversos reactius), lenta i poc reproduible. Addicionalment, la superficie
dels biocomposits és renovable, és a dir, amb un simple polit s’'obté una nova
superficie reproduible amb material bioldgic actiu. Aquests dispositius simplifiquen els

assaigs i poden ser facilment transferibles a la construccio a gran escala [89,90].

1.5.3 Genosensors

Un genosensor (0 biosensor de DNA) és un dispositiu que utilitza DNA com a element
de reconeixement, que es pot fer servir amb dues finalitats:
= Detectar una molécula que interacciona selectivament amb la doble cadena de
DNA mitjangant la intercalacié o interaccions especifiques amb I'estructura del
DNA. Aquests sensors s’han fet servir extensament per a la deteccié de traces
d’antibidtics [91,92], entre d’altres analits.
» Evidenciar la presencia d’'una determinada seqiéncia de DNA mitjangant el

fenomen de la hibridacid, es a dir, la unié6 d’'una cadena de DNA amb la seva
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cadena complementaria. Aquests dispositius s’anomenen genosensors (0
biosensors de DNA) d’hibridacio [93].

Part dels dispositius desenvolupats a la present tesi sdn genosensors d’hibridacié que
tenen com a objectiu determinar una sequéncia especifica de DNA com analit. El
disseny de genosensors d’hibridacié sol comprendre els seglents passos: (1)
immobilitzacié de seqliiencies de DNA sondes, (2) hibridacié amb la sequéncia de DNA
analit i (3) marcatge de I'hibrid format.

Les sondes de DNA com a element de reconeixement confereixen una elevada
selectivitat a aquests dispositius, ja que la seqliiencia de la sonda és especifica a
'analit que es vol detectar. A diferéncia dels anticossos i els enzims, les sondes de
DNA es poden obtenir de forma sintética, per tant és un reactiu econdmic i que no
requereix procediments de purificacid complexos. Addicionalment, el DNA és un
material molt resistent a solvents organics i a canvis de forga idnica. Un punt critic en
el desenvolupament dels genosensors és I'eleccié del métode d’'immobilitzacié de la
sequéncia sonda. El métode més adient és el que permet immobilitzar la sonda per un
dels extrems (5 o 3’) a la superficie del transductor. D’aquesta forma, millora
I'eficiéncia de la reaccié d’hibridacio, situacié proxima al que succeeix en solucio,
respecte la immobilitzacié que es déna en multiples punts de la cadena, que provoca
que la reaccio sigui més lenta. Posteriorment I'hibrid es pot marcar amb molécules
fluorescents o enzimatiques unides a alguna de les sequéncies hibridades. La deteccio
es realitza amb Il'acoblament de sistemes amb diferents transductors: Ooptics,
piezoeléctrics o electroquimics.

En moltes ocasions la quantitat de DNA present a la mostra problema és insuficient
per a poder realitzar la deteccié directa amb genosensors d’hibridacié, és a dir, la
quantitat de DNA esta per sota del limit de deteccid del dispositiu [94]. En aquestes
situacions és necessaria I'amplificacié del material genétic mitjancant la técnica
d’amplificacio sintética per PCR (§ 1.3.1.1).

En aquesta tesi també s’han desenvolupat biosensors per a la deteccié de DNA de
doble cadena provinent de mostres amplificades préviament per PCR. En aquest cas,
la selectivitat del dispositiu no ve atorgada pel reconeixement del DNA analit amb una
sonda, siné que ve aportada per les condicions de la PCR i I'eleccié d’encebadors
especifics de I'amplificacié. En aquests sistemes la selectivitat de I'amplificacié de la
PCR es combina amb la sensibilitat del transductor amperométric emprat, deguda en
bona part a la proximitat del material biologic i I'eléctrode. En el cas que la PCR no
estigui optimitzada i pugui donar lloc a productes amplificats no especifics (diferents

del DNA original), la selectivitat de la metodologia es pot millorar amb la separacio per
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calor de la doble cadena de DNA amplificada i hibridacié amb una sonda que només

es pot hibridar amb una sequéncia interna del producte amplificat especific.

En el cas que el genosensor d’hibridacié tingui un limit de deteccid inferior a la
quantitat de DNA a la mostra, la hibridacié directa sense amplificacié per PCR estara
dificultada per I'elevada longitud del genoma. Es a dir, la sonda hauria de reconéixer
un fragment molt petit (de 18 a 30 bases) respecte la longitud total del genoma (sobre
10°® parells de bases). Aquesta hibridacié esta molt poc afavorida i a més, deguda a la
homologia entre diferents fragments d’'un genoma, pot donar lloc a la deteccié d'un
fragment similar al fragment analit, generant falsos positius.

En aquest context, la PCR no només augmenta la concentracié de la mostra sin6é que
també la simplifica, és a dir, amplifica fragments curts habitualment de 200 a 500
parells de bases. Per tant, resulta un sistema optim per a 'acoblament amb biosensors
que detectin el producte amplificat. En el cas que I'especificitat de la PCR fos baixa i
s’amplifiquessin diversos productes, es podrien fer servir biosensors d’hibridaciéo amb
la unié d’'una sonda que només fos complementaria al producte amplificat especific
[95].

Aquests dispositius respecte les técniques classiques d’analisi del DNA, presenten una
elevada sensibilitat deguda a la proximitat entre el material biolodgic i el transductor,

simplifiquen el procediment d’analisi i sbn més rapids per a I'obtencié de resultats.

1.5.4 Immunosensors

Un immunosensor és un dispositiu capa¢ de proporcionar un senyal analitic a partir de
la formacié d’'un complex immunoldgic. Combina un element de reconeixement
(antigen o anticos) que li confereix selectivitat, amb un transductor, que li confereix
sensibilitat i transforma el fenomen de reconeixement immunoldgic en un senyal
electronic amplificat. Els anticossos (§ 1.2.1) son reactius que es poden obtenir de
forma relativament facil, sén altament especifics, versatils, i formen amb I'antigen un
enllag fort i estable. La deteccié es realitza amb I'acoblament de sistemes amb
diferents transductors: oOptics, piezoeléctrics o electroquimics. La major part dels
immunosensors sén electroquimics degut a que posseeixen diversos avantatges, com
I'elevada sensibilitat, baix cost i disseny portable. Els immunosensors electroquimics
es solen basar en la marcacio dels immunoreactius amb marcadors electroactius, que

poden ser de tipus enzimatic [96]. Els enzims amplifiquen el senyal obtingut i es poden
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obtenir comercialment conjugats a un gran nombre d’antigens o anticossos. La majoria
dels immunosensors desenvolupats es basen en formats no competitius (sandvitx) i
competitius (8 1.3.2.2), els primers aplicats a la deteccio de molecules de pes
molecular alt (com proteines o cel-lules) i els segons a molécules de pes molecular
baix (com herbicides o toxines). Un punt clau en el desenvolupament dels
immunosensors és la immobilitzacié dels immunoreactius, antigen o anticos, en funcié
del format. El métode d’'immobilitzacié ideal hauria de complir les seglients premisses:
(1) proporcionar suficient quantitat activa d’antigen o anticos, (2) estabilitat dels
immunoreactius immobilitzats al llarg de la mesura, (3) evitar la modificacio de la
capacitat de reconeixement de I'immunosensor i (4) habilitat de regeneraci6. En el cas
d’immobilitzar I'antigen, aquest es pot conjugar a grans proteines com la BSA per tal
de potenciar la immobilitzacio i la interaccié amb I'anticds. Aquest format es fa servir
generalment per a evitar problemes associats a la immobilitzacié de I'anticos sobre el
transductor, com la correcta orientacio de la regié Fab de I'anticos i la pérdua d’afinitat
d’unié6 amb I'antigen després de unir-lo al transductor [97]. En el cas d'immobilitzar
'anticos es poden fer servir diverses estratégies per aconseguir una correcta
orientacié sense perdre afinitat. Algunes d’aquestes estratégies son: la conjugacio de
I'anticos amb biotina per a immobilitzar-lo a una superficie solida modificada amb
estreptavidina (unié biotina-estreptavidina), la immobilitzacié a un suport solid modificat
amb proteina A o G que s'uneixen al fragment Fc de l'anticos, o la formacio de
monocapes autoassemblades (SAM, de l'anglés self-assembled monolayers) per

aconseguir una immobilitzacio controlada [98].

Els immunosensors respecte les técniques classiques d'analisi immunologica,
presenten una elevada sensibilitat deguda a la proximitat entre el material biologic i el
transductor, simplifiquen el procediment d’'analisi i sbn més rapids per a I'obtencié de

resultats.

1.6 LA SEGURETAT ALIMENTARIA

El concepte de seguretat alimentaria implica garantir la produccié i comercialitzacié
d’aliments per tal de no suposar un risc potencial per a la seguretat del consumidor
final [99]. L'elevada incidéncia d’intoxicacions alimentaries, que cada any afecten a
milers de persones de tot el moén, implica la necessitat de desenvolupar metodologies

rapides per assegurar la qualitat i seguretat dels aliments.
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Els contaminants alimentaris es poden classificar depenent de la seva naturalesa i
origen. Basicament, hi ha contaminants microbiologics (com bacteris, virus o parasits),
material exogen, toxines naturals i compostos quimics (com pesticides, metalls toxics o
residus veterinaris). Aixi com la deteccié i el control d’additius van tenir una elevada
importancia en el passat, actualment la problematica més greu ve dels contaminants
microbiologics, seguida dels pesticides i dels residus de medicaments en productes
d’origen animal [100]. EI meétode classic de detecciéo de microorganismes es basa en
I'aillament i enumeracié de cél-lules viables en aliments. Es poden fer servir medis
selectius per a detectar determinats bacteris, que contenen inhibidors del creixement
d’altres bacteris o substrats determinats que només els degraden els bacteris d’interés
i que confereixen un color determinat a les coldnies que creixen. Aquest métode és
molt sensible i econdmic, perd requereix diversos dies per a proporcionar un resultat,
ja que es basa en la formacié de colonies que s’enumeren visualment. En canvi, la
majoria del contaminants de tipus quimic s’analitzen amb técniques de separacio
cromatografica (CG, HPLC o electroforesi capil-lar) acoblades a diferents detectors
(FID, ECD, UV, MS). Aquestes técniques son més rapides perd el cost econdmic
associat és elevat.

Durant la década passada, el control de la seguretat alimentaria s’ha dut a terme
analitzant el producte final en comptes de controlar cadascuna de les etapes
implicades en la seva produccid. El principal problema de I'analisi del producte final és
'elevat nombre de mostres que s’han d’analitzar per a decidir si un lot segueix la
normativa vigent, especialment quan els contaminants es distribueixen
heterogéniament entre les mostres. Addicionalment, I'analisi del producte final no
indica les causes de la contaminacio alimentaria, unicament determina que el producte
no es apte pel consum huma. Darrerament s’ha remarcat la importancia d’assegurar la
qualitat i seguretat dels aliments en cada pas del seu processament i no unicament en
el producte final. El programa preventiu HACCP (de I'anglés Hazard Analysis Critical
Control Point) és acceptat mundialment com el sistema més efectiu per assegurar la
seguretat alimentaria. ElI programa HAACP té en compte els problemes associats a
totes les etapes que intervenen en la produccié d’un aliment, des de la matéria prima
fins que arriba al consumidor final. Tot i que els programes HAACP so6n especifics per
a cada procés de produccié, de forma general es poden identificar set etapes
basiques: (1) analisi dels perills, (2) determinacié dels punts critics de control (CCPs,
de I'anglés Critical Control Points), (3) establiment dels limits critics per cada CCP, (4)
establiment d’'un sistema pel monitoratge dels CCPs, (5) establiment de mesures
correctores quan un determinat CCP no esta controlat, (6) establiment de

procediments per a confirmar si el programa esta funcionant correctament i (7)
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establiment de la documentacié pertinent [101]. Amb la implementacié de sistemes
HACCP per al control de CCP hi ha una elevada demanda de métodes rapids,
sensibles i exactes. En concret, la incorporacié de métodes que proporcionen analisis
en minuts o hores podrien servir per a prendre mesures correctores en temps reduit.
En aquest context els biosensors s’alcen com a possibles candidats de nombroses
aplicacions a la industria alimentaria. La importancia dels biosensors resideix en la
seva elevada selectivitat, sensibilitat, i en el fet que permeten la deteccié d’'un gran
espectre d’analits en mostres complexes amb el minim pretractament de la mostra i en
temps reduit.

Les aplicacions actuals dels biosensors en I'ambit alimentari s’enfoquen cap a les
seglents arees principals: seguretat alimentaria, qualitat alimentaria i control de

processos industrials.

1.6.1 Additius alimentaris

Tot i que la contaminacié microbiana i la deteccié de residus (com pesticides, metalls
toxics i medicaments d’Us veterinari, entre altres) son problematiques de gran interés,
també és important la deteccié d’additius com colorants i aromatitzants, pels seus
efectes nocius aguts i cronics a llarg termini.

Els additius alimentaris sén aquelles substancies quimiques que s’addicionen
intencionadament a I'aliment en la fase de transformacié del producte per a millorar les
seves qualitats i propietats, tals com I'estructura, color, estabilitat, entre altres.

Els additius alimentaris també es poden addicionar per a modificar la composicio
nutritiva d’'un aliment, addicionant vitamines, calci i acids grassos, entre altres. En
aquest cas, aquests additius no solen presentar efectes nocius perd és important
assegurar que el producte conté les concentracions indicades per tal de subministrar la
quantitat diaria recomanada.

L’acid folic (vitamina B9) és un additiu que s’inclou en llets, derivats lactics i sucs
enriquits, per tal de suplir la deficiéncia d’aquesta vitamina. La correcta administracio
d’acid folic és molt important durant 'embaras, ja que la deficiéncia en la mare pot
provocar defectes en el fetus com I'espina bifida. Addicionalment, la deficiéncia d’acid
folic és la causa principal de 'anémia i s’associa al risc de patir atacs de cor.

El subministrament incorrecte d’aquesta vitamina por provocar 'emmascarament de
'anémia en gent gran, interferir en terapies anticonvulsives o del tractament de cancer

[102]. Per aquestes raons, és necessari el desenvolupament de controls eficients per a
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certificar que la quantitat d’acid folic es correspon amb el valor indicat als aliments
enriquits.

El métode classic de detecciéo d’acid folic és el cultiu microbioldgic, basat en el
creixement de bacteris que només proliferen en preséncia d’acid folic. Aquest métode
tot i que proporciona una bona especificitat i suficient rang dinamic, és lent i pot
resultar tedids. Com a meétode alternatiu, s’han desenvolupat molts assaigs
immunolodgics que proporcionen una bona sensibilitat per a la deteccié d’acid folic en
mostres alimentaries [103,104].

La incorporacid de particules magnetiques en aquests assaigs permet que les
reaccions es donin a la superficie d’aquestes particules [105,106], amb els avantatges
de que les etapes de separacio i rentats resulten més efectives, fet que minimitza
I'efecte matriu de la mostra. Per tant, I'analisi de les mostres es pot realitzar sense
preenriquiment, purificacié o pretractament, etapes que sén necessaries pels métodes
estandard.

La cromatografia liquida és un métode alternatiu al cultiu microbioldgic i als assaigs
immunolodgics per a la deteccié d’acid folic [102,107-109]. Aquest meétode presenta
'inconvenient de que necessita volums elevats de mostra per a I'obtencié dels limits
de deteccié requerits. Addicionalment, I'equipament és costds i ’'ha de manipular
personal amb experiéncia, fets que dificulten la seva implementacié en laboratoris
oficials de control.

Per tant, és necessari el desenvolupament d’estratégies analitiques que siguin rapides,
econoOmiques, sensibles i simples, per l'analisi d’'un ampli ventall de matrius
alimentaries. Els biosensors representen una alternativa prometedora respecte els
meétodes tradicionals d’analisi d’aliments. A la bibliografia s’han descrit biosensors
optics per a la deteccié d’acid folic basats en SPR (de l'anglés Surface Plasmon
Resonance) que mesuren el canvi en I'index de refraccid causat per modificacions
estructurals al transductor [110-112]. Tot i que s’han obtingut bons resultats amb
aquests biosensors per a la deteccié d’acid folic en mostres com productes lactics
enriquits, els dispositius electroquimics poden proporcionar una deteccié més rapida,
simple, de facil Us, econdmica i portable. Aquestes caracteristiques sén essencials per
a la implementacié en sistemes HACCP com una metodologia sistematica per a la
seguretat alimentaria.

A la Taula 1.2 es mostren els parametres obtinguts amb diferents metodologies per a
la deteccio d’acid folic, en la que es detalla: i) tipus d’assaig, ii) tipus de mostra, iii)

pretractament de la mostra, iv) limit de quantificacio i v) percentatge de recuperacié.
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En aquesta tesi s’ha desenvolupat una estrategia electroquimica basada en un

magneto sensor, sensible, simple, economica i de facil Us, en comparacié6 amb els

meétodes classics per a la deteccio d’'acid folic en mostres de llet.

Taula 1.2: Caracteristiques principals de diferents metodologies per a la detecci6 d’acid folic.

HPLC i cultiu . o minicolumna
) o Serum sanguini L 0.3 pog/l 78.0-109.5 % [102]
microbiologic d’extraccid solida
Tractament
Vegetals, embotits i enzimatic i No
HPLC ) o o - 78-113 % [107]
dieta de referéncia purificacié amb especificat
columna d’afinitat
o minicolumna Proper
HPLC Begudes enriquides o 100 pg/l [108]
d’extraccid solida al 100 %
Sonicaci6, sotmes
Biosensor Cereals i productes a autoclau, No
. . ) ) o N 88-101 % [110]
optic de SPR lactics per infants centrifugacio i especificat
filtracio
Sonicaci6, sotmes
Biosensor Productes lactics per a autoclau,
L ) ) o 2 pg/l 87- 96 % [111]
optic de SPR infants centrifugacio i
filtracio
Biosensor Productes lactics per sotmeés a autoclau i
L ] ) . 5 ug/100 g 95.5-109.0 % [112]
optic de SPR infants centrifugacio
) o R ) 88.2-98.8 %
Biosensor Productes lactics per sotmeés a autoclau i )
2 ugll (respecte cultiu [113]

amperometric

infants

filtracié

microbiologic)

1.6.2 Bacteris patogens

Els bacteris patdgens més comuns associats al consum d’aliments contaminats sén

Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium perfrigens, Bacillus

cereus. Aguests patogens es multipliquen rapidament en ambients humits i calents, i

en aliments rics en proteines, com carn, peix, marisc, llet, i ous. Alguns organismes

infecciosos com Salmonella i C.Perfigens poden multiplicar-se al tracte digestiu i

causar malaltia per invasio cel-lular /o producci6 de toxines. Altres organismes

produeixen enterotoxines (E.coli, S.aurus, B.cereus) en laliment durant el seu

creixement i metabolisme.
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Els bacteris E.coli i Salmonella han estat altament relacionades amb infeccions
alimentaries. Totes dues pertanyen a la familia de les Enterobacteriaceae, formada per
30 géneres diferents, que es caracteritzen per ser gram-negatives, poder viure en un
medi anaerobic i una morfologia de “barres allargades” (en anglés, straight rods).

E.coli és el membre més important de les Enterobacteriaceae i probablement
'organisme més conegut. L’habilitat de certes soques de causar malalties es va
conegixer a principis del segle XX i es pot relacionar amb diferents quadres clinics que
sovint inclouen diarrea. E.coli es pot classificar en quatre grups: Enteropatogénica
(EPEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enterotoxigénica (ETEC) i Enterohemorragica
(EHEC). En els dos primers grups no es coneix exactament el mecanisme patogénic,
en canvi en els dos darrers és molt conegut i es relaciona amb la produccié de toxines.
E.coli s’ha aillat en una gran varietat d’aliments com llet fresca, vegetals o carn poc
cuinada, pero la font principal de contaminacio és la carn de vedella. Cal remarcar que
no tots els bacteris E.coli sén patogénics, i €s present en intestins de molts animals,
incloent el dels humans [114]. Dintre de les soques d’E.coli, la que esta més implicada
en la contaminacio d’aliments i que causa diverses morts cada any, és el serotip E.coli
EHEC O157:H7. El seu nom es degut que presenta els antigens O157 i H7 especifics
d’aquesta soca a la membrana cel-lular. Aquest serotip destaca per la seva habilitat de
viure en condicions acides que préviament es creia que eren letals per aquests
bacteris [115].

Salmonella és la responsable dels brots de salmonel-losi, que és la principal malaltia
causada per aliments contaminants. Existeixen un gran nombre de soques de
Salmonella que es poden classificar en diferents serotips en funcié de la composicio
antigénica de la membrana cel-lular. Salmonella thipimurium, causant de
gastroenteritis, és la soca que s’ha aillat en més ocasions d’aliments contaminats, com
llet en pols, formatge, ous i derivats [116].

Moltes de les contaminacions alimentaries provenen d’animals portadors de patdogens
que poden causar malalties en humans, com es el cas d’E.coli i Salmonella, entre
altres. Els animals es poden infectar a través de l'alimentacié, d’altres animals o del
medi ambient. Per afrontar aquest problema, les agencies alimentaries han establert
programes de control estrictes per eliminar la preséncia de patdgens a la cadena
alimentaria. La seguretat alimentaria només pot ser assegurada a través de sistemes
de control estricte de la qualitat a cada etapa de la cadena alimentaria, tant a les
granges, com en la produccié dels aliments i els punts de comercialitzacio i venta dels
productes.

Els métodes classics basats en el cultiu sén els métodes de deteccid estandard per a

la detecci6 de bacteris. Aquests métodes solen comprendre les seglents etapes: (1)
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preenriquiment en un medi no selectiu, (2) enriquiment selectiu, (3) cultiu selectiu en
plaques, (4) proves bioquimiques i (5) confirmacié serologica.

El preenriquiment és el pas inicial durant el qual la mostra es cultiva en un medi no
selectiu per a restablir cél-lules malmeses a condicions fisioldgiques estables. En el
pas d’enriquiment selectiu la mostra es cultiva en un medi que conté inhibidors
selectius, que permeten l'augment dels bacteris d’interés pero restringeixen la
proliferacié de la gran majoria de bacteris. Al cultiu selectiu en plaques es fan servir
cultius solids que restringeixen el creixement de qualsevol bacteri que no sigui el
d’interés. Aquests cultius també sén selectius ja que el bacteri d’interés apareix amb
caracteristiques distintives. Posteriorment els bacteris s’identifiquen amb proves
bioquimiques especifiques i es classifiquen amb métodes seroldgics basats en I'analisi
dels antigens del bacteri. Aquests métodes sén molt sensibles i poden proporcionar
informacié qualitativa i quantitativa, perd el principal problema es que requereixen
diversos dies per a proporcionar resultats i sén molt laboriosos [114]. Tot i aixi, les
agencies oficials de seguretat alimentaria, com la FDA (de I'anglés Food and Drug
Administration), la USDA (de l'anglés US Department of Agriculture), la OACI (de
'anglés Official Analytical Chemist International) i la 1ISO (de l'anglés International
Organization of Standardization), encara recomanen els métodes classics de cultiu per
a la deteccio de bacteris en aliments.

Per a certificar la seguretat alimentaria, els laboratoris oficials de control haurien de ser
capacos de processar un gran nombre de mostres en un periode de temps curt. Tenint
en compte aquests requisits, és d’elevada importancia el desenvolupament de nous
metodes rapids alternatius als metodes classics de cultiu, i que siguin idealment
economics, sensibles i capacgos de realitzar les mesures en camp, per a la deteccio de
riscos de contaminacié bacteriana en aliments.

Aquests meétodes rapids es farien servir per a discriminar les mostres que soén
negatives (abséncia de bacteris) i en el cas de proporcionar resultats positius es
confirmarien amb un meétode de referéncia basat en cultiu. Per tant, I'obtencid d’un
limit de detecci6 baix és la fita més important en el desenvolupament d’aquests nous
métodes.

Dintre dels métodes rapids cal destacar els métodes instrumentals, com la citometria
de flux (deteccio de cél-lules unides a marcadors fluorescents), turbidimetria i la
impedancia, entre altres. Dins d’aquests métodes, els que es fans servir més
assiduament son els de conductimetria i impedancia, basats en la deteccio del
creixement dels bacteris. Aquests métodes tenen els inconvenients de fer servir
instrumentacié complexa, costosa econdmicament i requereixen personal especialitzat

per fer 'analisi, fets que limiten la seva aplicacié en camp [117].
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En les ultimes décades s’han desenvolupat altres metodologies basades en la deteccid
immunoldgica de bacteris, espores, virus i toxines, que proporcionen analisis
sensibles, especifiques, reproduibles i que estan disponibles en immunoassaigs
comercials per una gran varietat de microorganismes i dels seus productes metabdlics
en aliments [18].

Per altra banda, els assaigs basats en la hibridaci6 amb sequiéncies de DNA sén
progressivament més especifics i sensibles que els métodes immunoldgics. Sovint, la
sensibilitat d’aquests assaigs depén de la quantitat inicial de DNA, i en moltes
ocasions no permeten la deteccié per sota de 10° bacteris per gram de mostra. Aquest
desavantatge es pot superar amb cultius de preenriquiment i/o mitjangant la técnica de
PCR (§ 1.3.1.1). La técnica de PCR permet I'amplificacié exponencial de la mostra
original amb un simple procés enzimatic, fet que ha contribuit de manera decisiva a
augmentar la sensibilitat i la selectivitat dels assaigs basats en acids nucleics [118]. Un
problema associat a la PCR és que el DNA pot romandre intacte en aliments
processats, en forma lliure o present en bacteris morts, i ser eventualment amplificat i
posteriorment detectat, de manera que resultin falsos positius. Per tant, aquest métode
requereix un periode d’enriquiment que retarda els resultats perd que assegura una
bona sensibilitat, de 'orde de 3 CFU (de I'anglés Colony-Forming Unit) per 25 grams
de mostra alimentaria [119].

Altres metodes rapids d’analisi sén els biosensors de bacteris patdgens, que es poden
classificar en funcié del métode de transduccié del senyal en: optics, massics,
electroquimics i térmics. Els biosensors optics son els més populars i com a principal
avantatge cal destacar el fet que detecten bacteris patdgens sense necessitat de
marcatge. Dins d’aquests destaquen els biosensors de SPR (de l'anglés Surface
Plasmon Resonance) basats en el mesurament del canvi en I'index de refraccid causat
per modificacions estructurals al transductor. Aquesta metodologia tot i que s’ha aplicat
exitosament a la deteccié de bacteris [120,121] té els inconvenients de I'alt cost dels
equips associats i que requereixen personal entrenat. En canvi, la deteccid
electroquimica és més robusta, i els equips associats soén facils de fer servir,
economics i portatils. Addicionalment aquests dispositius poden treballar amb medis
térbols caracteristics de mostres alimentaries. Respecte als elements de
reconeixement molecular emprats per a la deteccid de patdbgens en biosensors,
destaquen els receptors immunologics i els acids nucleics [122]. Com a principal
desavantatge cal destacar que requereixen marcatge, normalment de tipus enzimatic.
Recentment s’han publicat treballs que es beneficien de I'is de particules magnétiques
com a suports de bioassaigs immunologics i genétics [123,124]. El terme de ‘separacio

immunomagnetica’ (IMS, de l'anglés immunomagnetic separation) designa I'is de
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particules magnétiques per a la captura de la bactéria analit, mitjangant una reaccio
immunoldgica, amb la separacio de la matriu i la concentracio en volums petits per a la
deteccié posterior [60]. Els procediments IMS s’han combinat amb estratégies de
deteccié optiques [125,126] i electroquimiques [127,128].

A la Taula 1.3 s’inclou un resum de les publicacions més destacades de métodes
rapids d’analisi desenvolupats per a la determinacié, en aquest cas, del bacteri
Salmonella, que representa el bacteri que s’ha fet servir com a model de patdgen
alimentari en les aplicacions desenvolupades en la present tesi, conjuntament amb
E.coli enteropatogena. En aquesta taula es detalla: i) tipus d’assaig, ii) tipus de mostra
alimentaria, iii) preséncia de preenriquiment, iv) temps total de I'analisi, i v) limit de
deteccio.

Cal destacar que la taula mostra métodes rapids basats en informacié immunologica,
en informacié genética i métodes que combinen els dos tipus de reconeixement.
Alguns d’aquests métodes també inclouen un pas previ d'immunoseparacié magnética,
per a concentrar els bacteris des de mostres alimentaries complexes a medis més
adients per a realitzar les reaccions biologiques. Els limits de deteccio per als métodes
de reaccié immunologica sén de 'ordre de 10° CFU/ml, mentre que els métodes de
PCR proporcionen limits de deteccié compresos entre 10" to 10* CFU/ml, depenent de
I'eficiencia de I'extraccio del DNA, amb o sense etapa d’enriquiment, i la naturalesa de
les mostres alimentaries.

D’aquesta taula es pot deduir que, en tots els casos reportats, per obtenir els limits de
deteccié requerits per les agencies de seguretat alimentaria per a la majoria d’aliments
(abséncia en 25 grams d’aliment) és necessari realitzar un pas de preenriquiment per
amplificar el nombre de cél-lules a nivells detectables. El pas de preenriquiment també
es vital per a la regeneracio de cel-lules que han estat malmeses per les condicions
adverses del processament dels aliments. Si no s’inclou aquest pas en el métode, les

cél-lules malmeses no es podrien detectar.

La present tesi doctoral aborda aquesta problematica en un dels seus eixos, mitjancant
el disseny d’estratégies alternatives als métodes rapids reportats, i es dirigeix
principalment a solucionar aspectes relacionats amb el temps d’analisi, la sensibilitat i
la integracié metodologica, mitjangant el desenvolupament de dispositius genosensors

de deteccié electroquimica.
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Taula 1.3: Caracteristiques principals de diferents metodologies per a la deteccié6 de

Salmonella.
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: Assalg : Mostra Preenriquiment = Temps d’analisi
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immunoasaig sandvitx innoculades (preenriquiment), CFU/mI
artificialment per detectar 1-10
CFU/25 g
Tampo, 108
Immunosensor de SPR inoculat No realitzat 20 min [147]
e CFU/mI
artificialment
Immunosensor Pollastre, s
electroquimic, vedella i aigua, . 1.09x 10
Immunoassaig sandvitx inoculats No realitzat 25h CFUmI | [148]
amb IMS artificialment
Tampo, 7
Immunosensor de SPR inoculat No realitzat 25 min 10 [149]
(Biacore) s CFU/mI
artificialment
Biosensor de fibra optica Porc, inoculat . . 5
basat en FRET artificialment No realitzat 5 min 10°CFU/g | [150]
Immunosensor optic Tampo, 10*
basat en quantum dots i inoculat No realitzat 1h [151]
e CFU/mlI
IMS artificialment
Mesures de capacitancia Tampo, 8h, ﬁ’e’ detectar 1
. . 10" CFU/ml 10
i IMS inoculat De1ha8h [152]
artificialment 1.5 h,bper detectar CFU/ml
10° CFU/ml
Llet, inoculada . 1.25%x10°
Immunosensor de SPR artificialment No realitzat 1h CFU/mI [153]

Assaig (genétic) Mostra Preenriquiment Temps d’analisi
Llet desnatada
en polsi
. . formatge 24-28 h, per 8 CFU/mlI
S'Slt:,ecm; s.%nt:ZIrig?J' de ricotta, 16-20 h detectar 1-2 (en cultiu [154]
inoculats CFU/25¢g pur)
artificialment
R Aus 3
Q-PCR amb molécules . ’ 27 h, per detectar 10
SYBR Green | inoculades 24h 10 FUImI cFumi | [199
artificialment
Carn (porc,
. pollastre i
PCR/ ele,ctrofore5| de gel vedella), 5h ~8h 1to 10 [156]
d’agarosa . CFU/25 g
inoculats
artificialment

Assaig (immunologic

Mostra

| Preenriquiment

' Temps d’analisi

i genétic)

PCR a temps real amb
separacio
immunomagnética

Carn,
inoculada
artificialment i
contaminada
naturalment

6h

12-13 h per
detectar 10 CFU/25

9

10
CFU/25 g

[157]
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2 OBJECTIUS

Al camp alimentari hi ha una creixent demanda de metodologies analitiques rapides
per a la determinacié de contaminants. Dites metodologies han de ser sensibles,
fiables i descentralitzades, no tant sols per a la industria alimentaria, sind també pels
propis consumidors, per tal de garantir la seguretat al llarg de tota la cadena de
produccié, cada vegada més complexa. En aquest context, els biosensors
electroquimics s’alcen com a candidats ideals com alternativa a la instrumentacié
analitica convencional per a l'analisi fora de I'ambit del laboratori, ja que no

requereixen supervisié professional, sén facils de fer servir i tenen un cost baix.

L’objectiu global de la present tesi consisteix en el desenvolupament de nous dissenys
biomoleculars basats en biosensors electroquimics per a la determinacié i control de
contaminants que comprometen la seguretat alimentaria. En aquest context, s’aborden
tres aspectes critics dels dispositius biosensors que convergeixen cap a la simplificacio
metodolodgica: la immobilitzacié orientada del biomaterial, la marcacié i la transduccio
del senyal analitic. Aquests tres aspectes critics es tracten a la present tesi en els
seguents objectius especifics:

(1) Dissenyar, construir i caracteritzar nous transductors amperométrics basats en
biocompdsits d’afinitat com a plataforma universal d’immobilitzacié de material biologic
biotinilat.

(2) Integrar I'is de particules magnétiques als procediments basats en biosensors
electroquimics mitjangant el disseny de transductors amb propietats magnétiques i
electroquimiques, per tal de preconcentrar l'analit des de matrius alimentaries
complexes i augmentar aixi la sensibilitat de I'analisi.

(3) Desenvolupar diferents estratégies per a la deteccié de DNA i d’'inmunoespécies
per aconseguir la interaccié millorada de I'analit amb I'element de biorreconeixement, i
per assegurar la versatilitat als procediments per a diferents situacions analitiques.

(4) Integrar estrategies de marcacié de material genétic i d’amplificacié de I'analit per
PCR, per tal d’aconseguir amb el mateix procediment la simplificacié6 metodologica, la
immobilitzacié orientada i 'amplificacio del senyal electroquimic.

(5) Aplicar els dispositius biosensors desenvolupats per a la resolucié de problemes
analitics relacionats amb la seguretat alimentaria, fent Us de reaccions d'afinitat

genética i immunologica per a I'obtencié d’informacié analitica.
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3.1 CONSTRUCCIO | CARACTERITZACIO DE NOUS MATERIALS PER A LA
IMPLEMENTACIO EN BIOSENSORS ELECTROQUIMICS

3.1.1 Introduccid

En la fabricacid6 de biosensors és primordial I'obtencié de dispositius reproduibles,
estables, selectius i que permetin la incorporacié de biomolécules sense pérdua de
I'activitat biologica. Durant les ultimes décades s’han dirigit molts esforcos cap a la
produccio de biosensors que compleixin aquestes fites. Els factors més rellevants en el
disseny de biosensors inclouen la seleccié del material transductor, el bioreceptor o el
métode d’'immobilitzacié de biomolécules en el transductor.

En aquesta seccidé es descriu la construccié i caracteritzacié electroquimica de nous
transductors amperométrics. Aquesta etapa és de vital importancia per a la posterior
immobilitzacio i deteccié de les biomolécules amb els biosensors desenvolupats.

En aquest treball s’han seleccionat com a transductors electroquimics composits rigids
basats en carboni grafit en pols, com a material conductor, dispers en resina epoxi,
com a matriu polimérica. Aquest material transductor anomenat composit de grafit-
epoxi (GEC) ha estat ampliament utilitzat per a la construccié de biosensors
amperométrics al grup d’investigacio en el que s’ha realitzat la present tesi doctoral [1-
3]. Els composits rigids presenten propietats electroquimiques millorades respecte
materials conductors purs com el grafit vitri i metalls com l'or o el plati. Aquesta millora
es pot explicar pel comportament electroquimic de la superficie del composit, format
per particules de grafit disperses en una matriu polimérica, que actuen com a
microeléctrodes de carboni connectats en paral-lel. El senyal generat és la suma dels
senyals produits per cada microeléctrode. El sensor resultant proporciona un senyal
semblant a un macroeléctrode perd mostrant la relacid senyal/soroll d’un
microeléctrode [4,5]. Els compodsits també presenten propietats adsorbents
uniques i diferenciades respecte altres materials, ja que posseeixen caracteristiques

excel-lents per a I'adsorcié “en sec” de DNA i proteines directament sobre el compaosit,
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conservant l'activitat de la biomolécula com a element de biorreconeixement.
Tanmateix, l'adsorcid inespecifica de biomolécules sobre els compdsits GEC
modificats i amb agitacié realitzada en soluci®6 ha demostrat ser negligible.
Addicionalment el material composit és facil de preparar i esdevé un material rigid un
cop curat, amb excel-lents propietats fisiques i mecaniques. Els composits soén
estables treballant a temperatures elevades i en presénci

a de solvents organics.

Es important destacar que els composits es poden modificar en volum addicionant
biomolécules en la seva formulacio, obtenint aixi biocomposits especifics. Aprofitant
aquest avantatge, en aquest treball s’ha construit un nou transductor electroquimic
basat en un composit rigid modificat en volum amb la proteina avidina, obtenint un
biocompodsit de grafit-epoxi-avidina (Av-GEB). Aquest biocomposit és d’afinitat
universal, ja que permet la immobilitzacié de material bioldogic modificat amb biotina,
degut a I'elevada especificitat d’'uni6 entre les molécules bioldgiques avidina i biotina.
També es descriu la construccié d’un transductor basat en un composit rigid que
incorpora un imant de neodimi, anomenat magneto eléctrode de grafit-epoxi (m-GEC).
Aquest nou dispositiu amb propietats magnetiques permet la immobilitzacié de
particules magnétiques modificades bioldbgicament per a la posterior deteccio
electroquimica.

En aquesta seccid s’avaluen els eléctrodes construits, realitzant la caracteritzacio
general dels eléctrodes amb técniques electroanalitiques. Posteriorment, en cadascun
dels apartats posteriors s’explicaran les caracteritzacions particulars dels materials
amb técniques i procediments especifics per als nous materials transductors

desenvolupats.

3.1.2 Instrumentacio

Les mesures electroquimiques es realitzen amb un Autolab PGSTAT (Eco Chemie,
Holanda) amb un sistema de mesura de tres eléctrodes. L'eléctrode de referéncia és
de doble unié Ag/AgCl (Orion 900200), amb una solucié interna de KCI saturada amb
AgCl subministrada per la mateixa casa comercial i solucié externa 0.1 M de KCI.
L’eléctrode auxiliar és un eléctrode de plati (Crison 52-67 1) i com a eléctrode de
treball, els eléctrodes construits (GEC, Av-GEB o m-GEC).
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3.1.3 Reactius i solucions

Per a la preparacié dels composits i biocomposits es fa servir carboni grafit en pols
amb mida de particula de 50 um (BDH Laboratory Supplies, Regne Unit) i resina epoxi
Epo-Tek H77 part A+B (Epoxy Technology, USA). Els biocomposits es preparen amb
avidina provinent d’ou (A9275, Sigma). Els magneto eléctrodes es preparen amb
imants de neodimi de 1.5 mm d’algada i 3 mm (N35D315) i 4 mm (N35D415) de
diametre subministrats per HALDE GAC.

Per a la renovacié de la superficie dels eléctrodes es fan servir diferents papers
abrasius i paper d’alimina de 3 mm (polishing strips 948201, Orion). Les solucions
aquoses es preparen en aigua bidestil-lada i els reactius sén de grau analitic
(proporcionats per Sigma o Merck). La caracteritzacié electroquimica es fa en un
tampo 0.1 M fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0 (PBSE).

3.1.4 Construccioé d’eléctrodes de configuracio cilindrica

Els eléctrodes construits sén de configuracio cilindrica (Figura 3.1). Estan formats per
un connector eléctric de tipus femella de 2 mm de diametre (A), a 'extrem del qual es
solda una placa de coure circular de 5 mm de diametre i 1 mm de gruix (B). Abans de
soldar-la cal introduir-la en una solucié de HNO; 1:1 durant uns segons, esbandir-la
amb aigua bidestil-lada i assecar-la amb paper. Aquest tractament es fa per tal
d’eliminar la capa d’0xid laminar, que de no eliminar-la, podria disminuir el pas de
corrent eléctric del transductor. Aquesta connexid s’introdueix en un tub cilindric de
PVC de 6 mm de diametre intern, 8 mm de diametre extern i 20 mm de llargada (C). El
cargol metal-lic que porta la connexié permet que aquesta encaixi perfectament dins
del tub de PVC, quedant-hi fixada. A l'altre extrem del cos de I'eléctrode apareix una
cavitat virtual de 3 mm de profunditat, delimitada per la placa de coure i el tub de PVC.
En aquesta cavitat s’introdueix la pasta de compdsit o biocomposit preparada (D). La
preparacio dels composits i biocomposits pels eléctrodes construits en aquest treball

es descriu a les seglents seccions.
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Figura 3.1: Representacié esquematica de la construccié d’eléctrodes rigids de configuracio cilindrica.

3.1.4.1 Eléctrodes basats en composits de grafit-epoxi (GEC)

Els composits es preparen amb la barreja homogénia de carboni grafit i resina epoxi
en relaci6 1:4 en pes. La resina esta formada per dos components, la resina
propiament (part A) i I'enduridor (part B), amb els que préviament es prepara una
mescla homogenia en relacié 20:3 en pes. Seguidament s’addiciona el carboni grafit
en forma de pols i es barreja amb una espatula fins a l'obtenci6 d’'una mescla
homogeénia (30 min aproximadament). La pasta obtinguda es diposita a la cavitat de
I'electrode i la mescla esdevé rigida amb la curacié dels eléctrodes a 40° C durant 1

setmana o a 90° C durant un temps minim de dos dies.

3.1.4.2 Eléctrodes basats en biocompoésits de grafit-epoxi modificats amb
avidina (Av-GEB)

Els biocomposits modificats amb avidina (Av-GEB) es preparen de forma similar als
composits, perd després d’afegir el grafit en pols s’addiciona avidina per tal d’obtenir
un percentatge del 1% en pes de proteina. Després d’obtenir una mescla homogeénia,
s’introdueix la pasta a la cavitat de I'eléctrode i es cura durant una setmana a 40 °C.
Un cop curat s’emmagatzema a 4 °C. La introduccié de material bioldgic implica que la
curacié es realitzi a temperatura més baixa que en el cas dels composits i
posteriorment la preservacio refrigerada per tal de mantenir les propietats de la

proteina.
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3.1.4.3 Magneto eléctrodes basats en compaosits de grafit-epoxi (m-GEC)

Per a la preparacié dels magneto eléctrodes (m-GEC) es segueix la mateixa
metodologia que a la Figura 3.1 (A- C), perd en aquest cas es fan servir tubs de PVC
de llargada 21.5 mm, quedant una cavitat virtual de 4.5 mm (Figura 3.2). Posteriorment
es varia el protocol de preparacié dipositant primerament una capa fina de grafit-epoxi,
d’'un gruix aproximat de 1 mm, en contacte amb la placa de coure. A continuacié es
diposita un imant de neodimi centrat en aquesta primera capa i s’acaba d’omplir el cos
de l'eléctrode amb la pasta de grafit-epoxi. Es important que I'imant no estigui en
contacte directe amb la placa de coure, ja que aix0 dificultaria la conduccié eléctrica.
La curacidé dels eléctrodes es realitza de forma similar als composits de grafit-epoxi
(GEC). Es van introduir imants de 1.5 mm de algada i de dos diametres, 3 i 4 mm,
obtenint magneto eléctrodes que difereixen en l'area de la superficie magnética
respecte l'area total de la superficie del transductor. Aquests eléctrodes ofereixen la
possibilitat de capturar de forma rapida i simple particules magnétiques, a més de

presentar caracteristiques electroquimiques millorades del material grafit-epoxi.

A B c D E F
imant de asta de
8mm _ [capa de GEC|9 pGEC )
oy gy =
2mm I —
[ ]
[ — :

connector cargol metal-lic tub de PVC

emella

Figura 3.2: Representacié esquematica de la construccié d’eléctrodes magnetics m-GEC.

A la Taula 3.1 es mostra conjuntament la composicié dels eléctrodes construits.

Taula 3.1: Composicio dels eléctrodes construits.

. Resina Resina Grafit Bioreceptor
Eléctrode % % % %
part A (mg) part B (mg) (mg) (mg)
GEC 208.7 70 31.3 10 60.0 20 - =
Av-GEB 208.7 70 31.3 10 57.0 19 3.0 1
m-GEC 313.0 70 47.0 10 90.0 20 - -
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3.1.5 Renovacio6 de la superficie

La superficie dels eléctrodes es renova amb un simple tractament fisic de polit amb
diferents papers abrasius: 1) paper abrasiu (N ° 800), 2) paper abrasiu (N ° 1200) i
paper d’alimina de 3 mm. Els eléctrodes es poleixen mullant la superficie amb una

gota d’aigua bidestil-lada.

3.1.6 Caracteritzacié electroquimica dels eléctrodes per voltamperometria

ciclica

La voltamperometria és una técnica electroquimica que permet coneixer de forma
rapida el comportament redox d’espécies quimiques en un ampli rang de potencial.
Per a la caracteritzacié dels eléctrodes construits es fa servir la voltamperometria
ciclica, que consisteix en la variaci6 lineal amb el temps del potencial aplicat sobre un
eléctrode de treball, realitzant un escombrat que va d’un potencial inicial fins a un
potencial determinat. Posteriorment s’inverteix la direcci6 de rastreig fins arribar de nou
al potencial inicial, obtenint aixi un voltamperograma ciclic caracteristic per a cada
sistema redox. Als voltamperogrames es representa el potencial aplicat respecte la
intensitat mesurada a I'eléctrode de treball.

La voltamperometria ciclica proporciona informacié qualitativa, de la que es pot
extreure informacié respecte parametres, com el potencial d’oxidacié i reduccio;
aspectes cinétics de la transferéncia electronica a la superficie del transductor; el
comportament del sistema respecte una senyal d’excitacid, com és el potencial; i
aspectes interficials com I'adsorcié de substancies electroactives.

La cella electroquimica emprada consta d’'un sistema de tres eléctrodes, descrit a §
3.1.2, submergits en 20.0 ml de tamp6é PBSE. El comportament electroquimic dels
eléctrodes construits s’avalua mitjangant el sistema redox hidroquinona/benzoquinona,
amb una velocitat de rastreig de 50 mV/s. La hidroquinona s’addiciona a la cella
electroquimica obtenint una concentracié resultant de 1.81 mM. Les mesures es
realitzen sense agitacio.

S’escull aquest sistema redox ja que als posteriors analisis es fara servir la
hidroquinona com a mediador electroquimic dels sensors modificats amb I'enzim
peroxidasa. Com a mediador, la hidroquinona és l'encarregada de facilitar la
transferéncia dels electrons des dels centres actius de I'enzim fins la superficie de

I’eléctrode.
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Com a eléctrodes de treball es fan servir els eléctrodes construits en aquesta tesi:
basats en compdsits (GEC), en biocomposits modificats amb avidina (Av-GEB) i els

magneto eléctrodes de composit (m-GEC).

3.2 GENOSENSORS ELECTROQUIMICS PER A LA DETECCIO DE
SALMONELLA

3.2.1 Introduccio

En aquesta seccid es descriu el desenvolupament de genosensors electroquimics per
a la detecci6 del bacteri Salmonella mitjangant la deteccioé de seqliéncies del fragment
d’'insercio 1S200 [6], [7]. ElI fragment 1S200 esta format per una seqliéncia
d’oligonucleotids molt conservada d’'uns 700 pb [8], present en el 90 % d’aillaments
patogénics de Salmonella [9].

En la primera part de la secci6 s’avaluen estratégies electroquimiques per a la
deteccidé de sequéncies sintétiques del fragment IS200 amb genosensors d’hibridacio.
Aquestes estrategies varien en la forma d’'immobilitzar el material bioldgic (sobre la
superficie de composits de grafit-epoxi o modificant particules magnétiques amb la
posterior captura amb un magneto eléctrode) i de realitzar la deteccio
(voltamperometria diferencial d’impulsos i amperometria). En primer lloc s’estudien
estratégies electroquimiques basades en la deteccidé de la hibridacid del DNA
aprofitant les caracteristiques electroquimiques de la base nitrogenada guanina del
DNA (sistema de deteccid sense marcatge). EI material bioldgic s’avalua amb els
eléctrodes GEC i m-GEC fent servir la voltamperometria diferencial d’impulsos per fer
la deteccio. Posteriorment, es dissenyen estratégies electroquimiques basades en la
deteccid de la hibridacié emprant marcadors enzimatics units al DNA. En aquest cas,
el material bioldgic també s’avalua amb els mateixos eléctrodes (GEC i m-GEC) pero
amb deteccié amperomeétrica.

En el segon bloc d’aquesta seccié s’aplica el sistema optim electroquimic per a la
deteccié de producte amplificat per PCR (§ 1.3.1.1) provinent de mostres reals de
Salmonella. En aquest ultim punt s’avaluen diferents protocols per tal d’efectuar
I'analisi en un temps reduit o incrementar la selectivitat en la deteccié del patogen. Cal
destacar la novetat d'una de les estratégies desenvolupades, en la que I'amplificacio
per PCR té lloc directament sobre particules magnétiques mitjancant el disseny

d’encebadors magnétics.
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3.2.2 Instrumentacioé

Les mesures electroquimiques es realizen amb un amperimetre LC-4C (BAS
Bioanalytical System, USA), amb un sistema de mesura de tres eléctrodes descrit a §
3.1.2. Els eléctrodes de treball sén GEC i m-GEC basats en composits de grafit-epoxy
descrits a § 3.1.4.1 i 3.1.4.3. Les imatges de microscopia electronica d’escaneig
s’obtenen amb un microscopi Hitachi S-570, Japd. Les separacions magnétiques es
realitzen amb un separador magnétic Dynal MPC-S d’Invitrogen Dynal AS (Noruega).
Les incubacions es realitzen a temperatura i agitacié controlada (600 rpm) amb un
equip Eppendorf Termomixer compact. L’amplificacié per PCR es realitza amb un

Eppendorf Mastercycler Personal thermocycler.

3.2.3 Reactius i solucions

El conjugat enzimatic antiDigoxigenina-peroxidasa (Prod.N°11207733910) és de
Roche Diagnostics GmbH (Alemania). La seroalbumina bovina (BSA), el Tween 20, la
hidroquinona i la formamida sén de Sigma. Les particules magnétiques recobertes
amb estreptavidina (Dynabeads M-280 streptavidin, Prod. N° 112.05) sén d’Invitrogen
Dynal AS (Noruega). El conjugat enzimatic biotina-peroxidasa (P-9568) és de Sigma.
Les solucions aquoses es preparen en aigua bidestil-lada i els reactius sén de grau
analitic (proporcionats per Sigma o Merck). La composicio de les solucions aquoses es
detalla a continuacio:

=  Tampo fosfat (PBSD): 50 mM fosfat, 20 mM NacCl, pH 7.4

» Tampo¢ fosfat (PBSE): 0.1 M fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0

= Tampo acetat (ABS): 0.2 M acetat, 20 mM NaCl, pH 4.8

=  Tampo citrat (5xSSC): 75 mM citrat trisddic, 0.75 M NaCl, pH 7.0

=  Tampo citrat diluit (2xSSC): 30 mM citrat trisddic, 0.3 M NaCl, pH 7.0

= Solucié deshibriditzant: 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl

= Solucié neutralitzadora: 0.5 M Tris-HCI, 1.5 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.2

» Solucié d’hibridacié 1: 5xSSC, 1xReactiu de Denhardt, 100 ug d’esperma de

salmo, 0.5 % (p/v) SDS i 50 % (v/v) formamida

» Soluci6 d’hibridacié 2: 5xSSC, 0.5 % (p/v) SDS i 50 % (v/v) formamida

= Soluci6 posthibridacio: 2xSSC, 0.1% (p/v) SDS

=  Tampo Tris: 0.1 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl, pH 7.5

= Tampd bloquejant: 0.1 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl, 2 % (p/v) BSA, 0.1 % (p/v)

Tween 20, 5 mM EDTA, pH 7.5
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Les seqliéncies sintétigues de DNA son de la casa comercial TIB MOLBIOL

(Alemania), subministrades per Roche Diagnostics. L’escala de sintesi és de 0.2 pmol i

la purificacid6 per HPLC. Les sequéncies es dissolen en 1 ml d’aigua bidestil-lada

esterilitzada i es guarden aliquotes de 100 pl a -20 °C. L’aliquota de treball es

conserva a 4 °C. Les sequéncies doligonucledtids emprades a cada sistema es

detallen a continuacio:

Sistema electroquimic sense marcador

Sonda de captura conjugada amb biotina i modificada amb inosines: 5’-Biotina-
CCTACTICCCTACICTTC TCT CC-3

Sequiencia del fragment IS200 de 23 bases: 5-GGA GAG AAG CGT AGG GCA
GTA GG-3

Sequiencia del fragment IS200 de 56 bases: 5-GGA GAG AAG CGT AGG GCA
GTA GGC AGC ATATTA AGA AAATTG TGT GAA TGG AAA AA-3

Sequéncia no complementaria (NC-1): 5-AAC TCG ACA CAC TCA TCT TCG
GC-3

Sequéncia no complementaria (NC-2): 5-CAC ACC CGA TGG AAC TGT AAA
TAT CAC ATAGTT TTC GCG CCC AAA TAC CGA AGA CAAGCG TT-3’

Sistema electroguimic amb marcador enzimatic

Sonda de captura: 5-GTG ATATTT ACA GTT CCA TCG GG-3’

Sequéncia de captura biotinilada: 5-GTG ATA TTT ACA GTT CCA TCG GG-
Biotina-3’

Sequeéncia del fragment 1IS200 de 62 bases: 5-CAC ACC CGA TGG AAC TGT
AAA TAT CAC ATA GTT TTC GCG CCC AAA TAC CGA AGA CAAGCG TT-3
Sequiéncia no complementaria en dues bases: 5-CAC ACC CGA TGG AAC TTT
AAA TAT CAC ATA GTT TTC GCG CCC AAA TAA CGA AGA CAAGCG TT-3.
Sonda conjugada amb digoxigenina: 5’-DIG-CTT GTC TTC GGT ATT TGG GCG
CG-3

Encebador conjugat amb biotina (BIOTINA 1S200 up): 5’-Biotina- ATG GGG GAC
GAA AAG AGC TTA GC-3

Encebador conjugat amb digoxigenina (DIG 1S200 down): 5-DIG- CTC CAG
AAG CAT GTG AAT ATG-3’

Encebador no conjugat (1IS200 down): 5-CTC CAG AAG CAT GTG AAT ATG-3
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L’amplificacié per PCR es realitza amb el kit Expand High Fidelity PCR System de
Roche Biochemical Diagnostics. La soca de Salmonella typhimurium ATCC (American
Type Culture Collection) 14028 la subministra LGC Standards.

3.2.4 Caracteritzacio microscopica de particules magneétiques capturades

sobre magneto eléctrodes

La distribuci6 de les particules magnétiques dipositades sobre els magneto eléctrodes
es va observar per microscopia electronica d’escaneig. Es preparen solucions de
diferent concentracié de particules magnétiques i es dipositen 20 pl sobre m-GEC
tractats préviament amb ultrasons durant 1 minut. Les particules queden adherides
sobre la superficie del transductor per atraccié magnética amb I'imant interior, i en una
area confinada per la superficie d’aquest imant (de 3 mm de diametre). Les
microscopies es realitzen aplicant 10 KV de potencial d’acceleracio i 10 ym de

resolucio.

3.2.5 Caracteritzacio electroquimica dels magneto eléctrodes m-GEC

modificats amb particules magnétiques

Les propietats electroquimiques dels magneto eléctrodes construits, amb imants de 3 i
4 mm de diametre, s’avaluen per amperometria amb un sistema model. Es preveu que
les dimensions de I'imant incorporat puguin modificar el comportament electroquimic
dels electrodes. Els magneto eléctrodes s’avaluen amb un model experimental molt
simple, esquematitzat a la Figura 3.3, en el que les particules magnétiques enllagades
amb estreptavidina s’uneixen a un conjugat de Biotina-HRP, i es mesura el senyal
amperométric generat per I'enzim peroxidasa. El protocol que es segueix s’adjunta a la
Taula 3.2.

Biotina-HRP

.).’0 0-.6.

.

;.’

‘ o _o°
v o .,
-

Particula magnetica
amb estreptavidina

Figura 3.3: Esquema de la interaccié de les particules magnétiques modificades amb el conjugat biotina-
HRP.
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Les incubacions es realitzen en tubs Eppendorf, controlant la temperatura i I'agitacié
amb un termomixer. El volum total a cada etapa és de 355 pl de la solucié pertinent.
Després de cada etapa la solucié sobrenadant es separa introduint els tubs en un
separador magnétic. L’adsorcié inespecifica del conjugat enzimatic s’avalua realitzant
les mateixes etapes perd addicionant en el primer pas biotina en excés (10 nmols). En
aquest control negatiu la biotina s’'uneix a les particules recobertes amb estreptavidina
bloquejant la unié especifica amb el conjugat enzimatic biotinilat. Finalment es
dipositen 20 ul de la solucié resultant en cada magneto eléctrode i es realitza la

mesura per amperometria tal i com es descriu a § 3.2.7.3.

Taula 3.2: Protocol experimental de la caracteritzacié per amperometria.

Etapa Concentracio reactius Condicions experimentals
1. Pre-Incubacio Particules magnétiques 30 min, 42 °C en tampo citrat
(3.2x1 0° particules)
2. Immobilitzacié Biotina-HRP (60 pmols) 30 min, 42 °C en tampo citrat
3. Rentats 10 min, 42 °C en tampo Tris (per
duplicat)

3.2.6 Deteccié de seqiiéncies sintétiques de Salmonella mitjangant I'activitat

intrinseca del DNA

A la década dels 60 es va descobrir I'electroactivitat dels acids nucleics deguda a la
reduccid/oxidacié de les bases nitrogenades que formen part dels acids nucleics sobre
eléctrodes de mercuri [10]. S’ha descrit que dintre de les bases nitrogenades, les
bases purines (guanina i adenina) sén les bases que es poden oxidar més faciiment
[11], observant-se en el cas de la guanina una major activitat electroquimica, oxidant-
se a un potencial més baix [12,13]. A la bibliografia s’han descrit nombrosos
biosensors de DNA electroquimics que aprofiten la capacitat d’oxidacié de la base
guanina per a fer el seguiment de la hibridacio de seqiéncies de DNA. El senyal
electroquimic generat per la guanina decreix quan aquesta s’uneix amb la seva base
complementaria en donar-se la hibridacio. També s’han dissenyat biosensors que
detecten la sequéncia de DNA d’interés mitjangant la hibridaci6 amb una sonda de
captura que conté inosines [14,15]. La base nitrogenada inosina, igual que la guanina,
és complementaria a la citosina [16], perd presenta un comportament electroquimic
tres ordres de magnitud inferior al de la guanina [17]. Per tant, quan es doéna la
hibridaci6 amb la sequéncia d’interés el senyal electroquimic augmenta i depén

majoritariament del contingut en guanines de la seqiéncia complementaria unida.
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En aquesta seccio s’avaluen estratégies electroquimiques basades en la deteccié de
la hibridacié mitjancant el senyal d’oxidacié de la guanina, fent servir una sonda de
captura substituida amb inosines (sistema de deteccié sense marcador). En aquestes
estrategies es fan servir particules magnétiques recobertes amb estreptavidina per
immobilitzar sondes biotinilades i a més, modificades amb inosines que s’hibriden amb
la sequéncia d’interés analitic (fragment 1S200). La deteccié es realitza amb eléctrodes
0 magneto eléctrodes basats en composits de grafit-epoxi (GEC i m-GEC) tal i com es

mostra a les seglients seccions.

3.2.6.1 Estrategia basada en la immobilitzaci6 de DNA sobre particules
magnétiques amb tractament alcali emprant eléctrodes basats en

composits de grafit-epoxi (GEC)

Les particules magnétiques recobertes amb estreptavidina s’uneixen a sondes
biotinilades mitjancant la unié especifica biotina-estreptavidina. La sonda conté inosina
en comptes de la base nitrogenada guanina. Després d’'unir la sonda de captura es
realitza la hibridaci6 amb una sequéncia del fragment 1IS200 relacionat amb el bacteri
Salmonella. Posteriorment es realitza un tractament alcali amb NaOH 0.05 M per tal de
trencar I'enllag estreptavidina-biotina entre les particules i la sonda de captura, el qual
també trenca la hibridacié entre les sequéncies complementaries. A continuacié
s’adsorbeixen 20 ul de la solucié resultant sobre la superficie d’eléctrodes basats en
composits de grafit-epoxi (GEC). L’adsorcié del biomaterial es realitza sobre GEC
préviament pretractats aplicant un potencial de +1.2 V durant 1 minut en PBSD. Els
eléctrodes modificats es sotmeten durant 45 minuts a 80 °C. Posteriorment el
mesurament es realitza per voltametria diferencial d’impulsos (§ 3.2.6.3). Les etapes
seguides es descriuen a la Figura 3.4.

Les incubacions de les particules i les sequéncies es realitzen en tubs Eppendorf de 2
ml i després de cada pas la solucié sobrenadant es separa introduint els tubs en un
separador magneétic. Aquesta metodologia s’aplica per a la determinaciéo de
sequéncies sintétiques especifiques del fragment IS200 de Salmonella, de 23 i 56

bases. Per a més detalls experimentals consultar la publicacié Lermo et al. (1).
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Figura 3.4: Representacié esquematica de la estratégia electroquimica de deteccié sense marcadors
mitjangant eléctrodes GEC. (A) Unié de particules magnétiques d’estreptavidina amb la sonda amb
inosines biotinilada, (B) Hibridaci6 amb una regié6 del fragment 1S200, (C) Hidrolisi de [lenllag
estreptavidina-biotina i deshibridaci6 amb NaOH, (D) Deposicié de la solucié resultant, i (E) Adsorcié
sobre GEC.

3.2.6.2 Estratégia basada en la immobilitzaci6 de DNA sobre particules
magnétiques emprant magneto eléctrodes basats en composits de

grafit-epoxi (m-GEC)

Els fragments de la seqiieéncia 1S200 relacionada amb Salmonella també es detecten
emprant magneto eléctrodes basats en composits de grafit-epoxi (m-GEC). En aquest
cas el protocol es semblant al descrit a § 3.2.6.1 perd sense realitzar el tractament
alcali amb NaOH i capturant les particules magnétiques modificades amb I'hibrid de
DNA introduint el magneto eléctrode dins del tub Eppendorf. Les particules es capten
per afinitat magnética. També es realitza I'adsorcioé del biomaterial durant 45 min a 80
°C sobre eléctrodes pretractats aplicant +1.2 V durant 1 minut en PBSD. El
mesurament es realitza per voltametria diferencial d’impulsos (§ 3.2.6.3). Les etapes
seguides es descriuen a la Figura 3.5. Per a més detalls experimentals consultar la

publicacioé Lermo et al. (I).

A B Cc

Sonda amb
inosines
biotinilada 15200

= -

Particula magnética
amb estreptavidina

Figura 3.5: Representacio esquematica de la estratégia electroquimica de deteccié sense marcadors
mitjangant magneto eléctrodes m-GEC. (A) Unié de particules magnétiques d’estreptavidina amb la sonda
amb inosines biotinilada, (B) Hibridaci6 amb una regié del fragment 1S200, (C) Captura per afinitat
magnética amb m-GEC, i (D) Adsorcié sobre m-GEC.
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3.2.6.3 Deteccio electroquimica per voltamperometria diferencial d’impulsos

La deteccio es realitza per voltamperometria diferencial d’'impulsos (DPV, de l'anglés
differential pulse voltammetry). El mesurament es realitza a una cel-la electroquimica
amb configuracio de tres eléctrodes, descrita a § 3.1.2, en 10 ml de ABS. El potencial
aplicat va de +0.3 a +1.2 V, amb una amplitud d’'impuls de 100 mV i una velocitat
d’escombrat de 15 mV/s (Figura 3.6).

Potenciostat

Figura 3.6: Representacié esquematica de I'avaluacié dels sensors electroquimics mitjancant I'oxidacio
intrinseca del DNA. (A) Detall de l'oxidacié de la base guanina a la superficie del transductor
electroquimic, (B) Configuracié de la cel'la electroquimica formada per l'eléctrode de treball -T-, de

referéncia -R- i auxiliar -A-.

3.2.6.4 Avaluacio de la selectivitat de 'assaig

La selectivitat de les estratégies electroquimiques descrites basades en 'oxidacio de la
base guanina fent servir GEC i tractament alcali (§ 3.2.6.1) es verifica realitzant
'analisi de dues seqliéncies no complementaries (NC-1, NC-2), tal i com es descriu a

la publicacio Lermo et al. (1).

3.2.7 Deteccié de seqiiéncies sintétiques de Salmonella mitjangant marcadors

enzimatics

El fenomen de la hibridacié es detecta habitualment unint marcadors a una de les
sequéncies que s’hibrida. El métode classic de marcatge d’oligonucledtids, basat en la
unié de radioisotops ha caigut en desus degut a la dificultat i perillositat del seu Us.
Com a métodes alternatius hi destaca el marcatge enzimatic que resulta especialment

efectiu per a la deteccié de la hibridacid. La fosfatasa alcalina i la peroxidasa de rave
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picant (HRP, de I'anglés horseradish peroxidase) sén enzims ampliament utilitzats com
a marcadors de sondes. També es poden unir molécules covalentment a les sondes,
com la digoxigenina (DIG), detectant en aquest cas la hibridacié mitjangcant un conjugat
d’anticos antiDIG enllagat a un enzim [18,19]. En aquesta seccid s’avaluen diferents
estratégies electroquimiques basades en la detecci6 de la hibridacié mitjangant

I'activitat de I'enzim peroxidasa (sistema de deteccié amb marcador).

3.2.7.1 Estratégia basada en la immobilitzaci6 de DNA per adsorcié sobre
eléctrodes GEC

L’estratégia seguida en aquesta seccidé es basa en un format tipus sandvitx, en el que
una sequéncia del fragment IS200 de 62 bases, s’hibrida a una sonda de captura i una
sonda marcada amb digoxigenina. Aquesta ultima permet la posterior unié amb un
conjugat enzimatic antiDIG-HRP. En aquest tipus de format es déna una doble
hibridacié, augmentant el nombre de bases nitrogenades reconegudes de la seqliéncia
analit, amb el conseqlient augment de I'especificitat de I'assaig.

En funcié de com es realitza el pas de la hibridaci6, es poden distingir dos formats,
hibridacié sequiencial o en una pas. A la hibridacié seqiencial primer es ddéna la
hibridacio de I'analit i posteriorment la sonda marcada amb digoxigenina. En canvi, a la
hibridacié en un pas els dos fragments s’addicionen al mateix temps. A la Figura 3.7 es

pot observar 'esquema dels passos que intervenen en el dos formats.

sonda
I digoxigenada
sequiéncia
I_> 15200 e
YT .
sonda de SRS conjugat
captura 2a- Hibridacié seqiiencial ’%@ antDIG-HRP
D N R £
GENOSENSOR %‘

1- Immobilitzaci6 sequencia YT
1S200 ECEINE ‘.n‘.e‘",‘:,‘:"-,‘-;\
I N v 3- Marcacm enzimatica

‘l
sonda >
digoxigenada '

"a,

ORI fv" ST R T r"'...“‘

2b- Hibridaci6 en un pas

Figura 3.7: Representacié esquematica de la deteccid electroquimica del DNA amb hibridacié seqiiencial i

en un pas.
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El format d’hibridacié (sequencial o en un pas) s’optimitza seguint el protocol descrit a
la Taula 3.3. S'immobilitzen 20 pl de la sonda de captura sobre un eléctrode GEC
durant 45 min a 80 °C. Posteriorment la resta d’incubacions es realitzen amb agitacio
(600 rpm) submergint els eléctrodes en tubs Eppendorf amb un volum total de 140 ul
de la solucio pertinent. A la Figura 3.8 es mostra la disposicio dels eléctrodes GEC als
passos d’immobilitzaci6 de la sonda de captura (A) i posteriors incubacions —

tractament alcali, hibridacions, marcacié enzimatica i rentats- (B).

= /'\

— == Eppendorf |
H = vout [

A _ solugia -

Figura 3.8: Disposicid dels electrodes a I'etapa d’adsorcio i incubacions.

Després de cada incubacio els eléctrodes es canvien a nous tubs Eppendorf per a
realitzar la seglent etapa, mantenint temperatura i agitacié constants amb un agitador
termostatitzat. A I'dltim pas del protocol els eléctrodes es conserven submergits en
tubs Eppendorf amb 140 ul de tampd Tris fins al moment de la deteccioé electroquimica

per amperometria (§ 3.2.7.3).

Taula 3.3: Protocol experimental del format sandwich sequencial i en un pas.

Etapa Concentracioé reactius Condicions experimentals
1. Immobilitzacié Sonda de captura (30 pmols) Adsorci6 en sec: 45 min, 80 °C
Tractament alcali 5 min, 42 °C en solucio deshibriditzant
Rentat 1 Submergir en solucié neutralitzadora
Rentat 2 Submergir en 5xSSC
2a. Hibridacié seqiiencial Sequéncia 1S200 (30 pmols) 60 min, 42 °C en soluci6 d’hibridacié
Rentat 1 5 min, 42 °C en solucio posthibridacié
Rentat 2 Submergir en 2xSSC

Sonda digoxigenada (30 pmols) 45 min, 42 °C en solucioé d’hibridacio

REPETICIO Rentat 1i 2

i Sequéncia 1S200 (30 pmols) i ) ) o
2b. Hibridacié en un pas 60 min, 42 °C en solucio d’hibridacio
Sonda digoxigenada (30 pmols)

Rentat 1 5 min, 42 °C en solucio posthibridacié
Rentat 2 Submergir en 2xSSC

3. Marcacio6 enzimatica Conjugat antiDIG-HRP (6ug) 30 min, 42 °C en tampd bloquejant
Rentat Submergir en tampo Tris
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Amb cada assaig es realitza paral-lelament un control negatiu, realitzant les mateixes

etapes pero sense addicionar la sequiéncia analit del fragment 1S200.

3.2.7.2 Estratégia basada en la immobilitzaci6 de DNA sobre particules

magnétiques emprant m-GEC

La determinacié d’'una sequéncia de DNA fent servir I'estratégia d’immobilitzar una
sequéncia de captura directament sobre el transductor del GEC (§ 3.2.7.1), presenta
com a principal desavantatge la manca d’orientacié de la sequéncia immobilitzada i a
meés, la possibilitat de desorcié de DNA, degut a que I'adsorcié depén de forces
fisiques febles a diferéncia d’un enllag quimic.

Aquests desavantatges es van solucionar fent servir sondes biotinilades en un extrem
per tal de fer la immobilitzacié orientada sobre superficies modificades amb
estrept(avidina), mitjancant la forta unié biotina-estrept(avidina). Dels diferents suports
solids modificats, en aquesta tesi es fan servir biocomposits d’avidina Av-GEB, tal i
com es veura a § 3.3.8.4, i particules magnétiques recobertes amb estreptavidina.

En el cas de fer servir particules magnétiques s’immobilitza la sonda modificada amb
biotina sobre les particules magnétiques i les hibridacions amb la sequéncia analiti la
sonda marcada amb digoxigenina tenen lloc en el mateix pas. Posteriorment es
realitza la marcacié enzimatica amb el conjugat enzimatic antiDIG-HRP. Les particules
magneétiques modificades bioldgicament es capturen per afinitat magnética, introduint
I'electrode m-GEC dins del tub Eppendorf que les conté. A la Figura 3.9 es mostra un
esquema d’aquest protocol.

Addicionalment, amb aquesta nova metodologia basada amb particules magnétiques i
m-GEC les hibridacions tenen lloc en solucié millorant I'eficacia de les hibridacions
enlloc de donar-se en una interfase heterogénia (superficie del sensor/solucié) com a §
3.2.7.1.
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Figura 3.9: Representacioé esquematica de I'estrategia electroquimica de deteccié de DNA amb marcacio
enzimatica mitjancant eléctrodes m-GEC. (A) Les incubacions es realitzen en solucié aquosa: (1) Uni6 de
les particules magneétiques i hibridacions en un pas i (2) Marcacié enzimatica; (B) Introduccio dels tubs
Eppendorf en un separador magnétic a les etapes de rentat; (C) Captura de les particules magnétiques
amb l'eléctrode m-GEC.

L’avaluacio dels eléctrodes es realitza per amperometria amb el procediment descrit a
§ 3.2.7.3. Per a més detalls experimentals del protocol consultar les publicacions
Lermo et al. (Il) i (1l).

3.2.7.3 Deteccio electroquimica per amperometria

L’avaluacio dels eléctrodes es realitza per amperometria amb una cel-la electroquimica
amb configuracié de tres eléctrodes, descrita a § 3.1.2, en 20 ml de PBSE. El senyal
amperomeétric esta relacionat amb la quantitat de conjugat enzimatic HRP unit a la
sequéncia marcada amb digoxigenina. S’addiciona peroxid d’hidrogen (4.90 mM) com
a substrat de I'enzim HRP en presencia d’hidroquinona (1.81 mM) que actua com a
mediador electroquimic, facilitant la transferéncia electronica entre I'enzim i I'eléctrode.
La hidroquinona es regenera facilment aplicant un potencial de -0.1 V respecte
Ag/AgCI. El senyal analitic obtingut és proporcional a I'activitat de I'enzim ja que es

treballa en condicions de saturacié de substrat, i per tant s’obtenen valors d’intensitat
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maxima. El conjunt de reaccions electroquimiques que tenen lloc a la superficie de

I'electrode s’esquematitza a la Figura 3.10.

A B T R A

H,0, red oX S,
)CHRD@qUiQ .V B L]
H,0 0X red s |-

Agitador magnétic

amperimetre

Figura 3.10: Representacié esquematica de I'avaluacié dels sensors electroquimics mitjangant I'activitat
de l'enzim peroxidasa. (A) Mecanisme enzimatic de I'enzim HRP a la superficie del transductor
electroquimic, amb H»O, com a substrat i hidroquinona com a mediador, (B) Configuracié de la cel-la

electroquimica formada per I'eléctrode de treball -T-, de referéncia -R- i auxiliar -A-.

3.2.7.4 Avaluacioé de la selectivitat de I’assaig. Discriminacié de polimorfismes
d’un sol nucleoétid (SNPs)

La selectivitat de l'estratéegia basada en particules magnétiques amb marcacié
enzimatica (§ 3.2.7.2) es verifica amb una seqiéncia idéntica al DNA analit perd amb
dues bases diferents, una situada a la regié d’hibridacié amb la seqliiéncia de captura
biotinilada i I'altra a la regi6é de la sequéncia marcada amb digoxigenina. Aquests petits
canvis en l'ordre dels nucleotids de seqliiencies de DNA s’anomenen polimorfismes
d’'un sol nucleodtid (SNPs, de I'anglés Single Nucleotide Polymorphisms). La selectivitat
d’aquesta estratégia per a la deteccié de polimorfismes s’avalua fent servir 5xSSC com
a solucio de I'etapa d’hibridacié i forgant les condicions addicionant un 50 % (v/v) de

formamida (soluci6 d’hibridacio 2).

3.2.8 Estratégies electroquimiques basades en I'amplificacié del genoma

S’amplifica per PCR el fragment d’insercié 1S200 que és un element transposable
d’'uns 700 pb, present en un 90 % d’aillaments patogénics de Salmonella [8]. Les
estrategies electroquimiques basades en PCR per a la detecci6 de Salmonella
comprenen els seglients passos:

= Extraccié del DNA cromosdmic

= Amplificacié per PCR del fragment 1S200

= Deteccid de 'amplicé obtingut mitjangant un genosensor amperométric
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Préviament a I'amplificacié cal realitzar I'extraccid del DNA cromosomic ja que la
mostra pot contenir compostos que inhibeixin la PCR. La deteccio de I'amplicé es basa
en la immobilitzacié del producte amplificat sobre particules magnétiques emprant m-
GEC i marcacié enzimatica, fent servir diferents formats. Els passos seguits en

aquestes estratégies es detallen en les seglients seccions.

3.2.8.1 Extraccio del DNA cromosomic

La soca que es fa servir és Salmonella typhimurium ATCC 14028 aillada de pollastre
contaminat. Des d’'una placa d’agar solid de LB (Luria-Bertani) s’agafen colonies del
bacteri, es dipositen en medi de cultiu liquid de LB i s’incuba tota la nit a 37 °C.
Posteriorment part del cultiu preenriquit es centrifuga a 14000 rpm i es resuspen en
aigua mil-liQ. L'extraccié del DNA es realitza amb el protocol N°3 del kit Easy-DNA
(Prod.N° K1800-01) de la casa comercial Invitrogen. El protocol seguit es basa en la
lisi dels bacteris mitjangant l'accid6 d’enzims durant 10 min a 65 °C. S’addiciona
cloroform al tub de reaccio, es centrifuga i es separa la fase aquosa que conté el DNA.
S’addiciona etanol per a precipitar el DNA i es resuspen en tampé TE (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0). S’addiciona I'enzim RNasa i s’incuba el tub de reaccio per a

degradar fragments de RNA. La solucié resultant es guarda a la nevera a 4 °C.

3.2.8.2 Amplificacié del DNA per PCR

L’amplificacié del fragment 1S200 es realitza per PCR (§ 1.3.1.1) fent servir uns
encebadors especifics per a I'amplificacié selectiva d’aquest fragment. La mescla de
reaccio de 100 pl conté: 200 uM de cada desoxinucledtid trifosfat (dATP, dGTP, dCTP
i dTTP), 0.5 uM de cada encebador, 5 unitats de I'enzim Taq polimerasa, 1.5 mM de
MgCl, i aproximadament 200 ng de DNA cromosomic (provinent de Salmonella
typhimurium ATTC14028). La mescla de reaccid es sotmet inicialment durant 2 min a
95 °C (deshibridacié inicial del DNA cromosomic); posteriorment es realitzen 30 cicles
de: 30 segons a 95 °C (deshibridacio), 30 segons a 53 °C (hibridacié dels encebadors),
30 segons a 72 °C (elongacid); i finalment es sotmet durant 7 minuts a 72 °C.

La novetat d’aquesta amplificacié resideix en la incorporacié de nous encebadors
marcats amb biotina i amb digoxigenina, per permetre la uni6 amb les particules

magneétiques modificades amb estreptavidina i amb el conjugat enzimatic antiDIG-
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HRP. Es realitzen dos tipus d’amplificacions fent servir els seguents parells
d’encebadors:
» Encebadors BIOTINA 1S200 up i DIG 1S200 down, per a generar un amplicé
doblement marcat amb biotina i digoxigenina en cada extrem.
= Encebadors BIOTINA 1S200 up i IS200 down, per a generar un amplicé marcat
en un sol extrem amb biotina.
A la Figura 3.11 es mostra la seqliieéncia completa del fragment 1S200 i la posici6 dels
encebadors que es fan servir a I'amplificacié. En les dues amplificacions s’espera
obtenir un amplico de 201 parells de bases. Amb cada amplificacié es realitza un
control negatiu de la PCR, que conté tots el reactius excepte el DNA cromosomic de

Salmonella, en el que no s’espera obtenir productes amplificats.

1  CTTTAATAAG GCATGAGTGT GTCCTCTGGG CGGGTCCCCT GCGGCCCTTT GTCTATGGAA
61 AACCCCCAGC TAGGCTGGGG GTTCCGGAAA GCTTTCAGCT TTAAGCCAGT TATTAAAACC
121 CCTTTTGATT TGTTAAAACA TCTTGCGGTC TGGCAACTGC AAAAGTTCAA CAAGAAATCA
181 AAAGGGGGTC CCAATGGGGG ACGAAAAGAG CTTAGCGCAC ACCCGATGGA ACTGTAAATA
241 TCACATAGTT TTCGCGCCCA AATACCGAAG ACAAGCGTTC TATGGAGAGA AGCGTAGGGC
301 AGTAGGCAGC ATATTAAGAA AATTGTGTGA ATGGAAAAAC GTACGAATTC TGGAAGCAGA
361 ATGTTGTGCA GATCATATTC ACATGCTTCT GGAGATCCCG CCGAAGATGA GTGTGTCGAG
421 TTTCATGGGA TATCTGAAGG GTAAAAGTAG TCTGATGCTT TACGAGCAGT TTGGGGATCT
481 AAAATTCAAA TACAGGAACA GGGAGTTCTG GTGCAGAGGG TACTATGTCG ATACGGTGGG
541 TAAGAACACG GCGAAGATAC AGGACTACAT AAAGCACCAG CTTGAAGAGG ATAAAATGGG
601 TGAGCAATTA TCGATCCCGT ATCCGGGCAG CCCGTTTACG GGCCGTAAGT AACGAAGTTT
661 GATGCAAATG TCAGATCGTA TGCGCCTGTT AGGGCGCGGC TGGTAAGAGA GCCTTATAGG
721 CGCATCTGAA AAACCTCCGG CTATGCCGGA GGATATTTAT TTATGCGCCG CTGGGCTTCG
781 CCATGGCATG AAAGGCTCGG GTGGGGATAT TCTGGAACCT GT

BIO IS200 up: 5'-BIO- ATG GGG GAC GAA AAG AGC TTA GC-3
DIG 1S200 down: 5'-DIG- CTC CAG AAG CAT GTG AAT ATG-3’
1S200 down: 5'-CTC CAG AAG CAT GTG AAT ATG-3

Figura 3.11: Sequencia del fragment 1S200 obtinguda a la base de dades GenBank (AF025380) en la que
es mostra la posicié de I'encebador biotinilat (vermell) i 'encebador marcat amb digoxigenina i sense

marcar (lila). L’'amplicé esperat és de 201 pb (subratllat).

Els amplicons obtinguts s’avaluen per electroforesi de gel d’agarosa al 3 % en tampé
TAE (Tris base 0.04 M, 1 mM EDTA, 0.1 % (v/v) acid acétic, pH 8.0) amb 0.5 pyg/ml de
bromur d’etidi i 0.1 ug/ul de marcador de pes molecular. EI marcador s’obté per la
completa digestio del fag ®X174 amb I'enzim de restriccid Hinfl, obtenint fragments de
diferents pesos moleculars compresos entre 24 i 726 pb. Les bandes obtingudes a

I'electroforesi es visualitzen amb UV i posteriorment es fotografien.
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3.2.8.3 Deteccio electroquimica del producte amplificat de Salmonella

El producte de PCR provinent de Salmonella es detecta directament amb una
estratégia electroquimica rapida fent servir particules magnétiques amb captacié amb
m-GEC. En aquest cas es va avaluar el producte de PCR obtingut a § 3.2.8.2
doblement marcat amb biotina i digoxigenina en cada extrem. A la Figura 3.12 es
mostra un esquema dels passos que intervenen en la deteccio rapida de Salmonella.
El producte de PCR s’immobilitza sobre particules magnétiques recobertes amb
estreptavidina. Posteriorment es realitza el marcatge enzimatic amb el conjugat
antiDIG-HRP. Les particules magnétiques modificades es capturen per afinitat
magnética, introduint l'electrode m-GEC dins del tub Eppendorf que les conté.
L’avaluacio dels eléctrodes es realitza per amperometria (§ 3.2.7.3). Per a més detalls

consultar la publicacié Lermo et al. (ll).

D- Deteccid amperométrica

Figura 3.12: Representacié esquematica per a la deteccid rapida de I'amplicé 1S200 relacionat amb
Salmonella amb genosensors amperomeétrics. (A) Unio de 'amplicé doblement marcat amb les particules
magnetiques recobertes amb estreptavidina, (B) Marcaci6 enzimatica, (C) Captura magnética amb m-GEC
i (D) Deteccidé per amperometria.
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3.2.8.4 Deteccio electroquimica i confirmacié per hibridacié del producte

amplificat de Salmonella

La deteccid especifica del producte amplificat per PCR s’avalua mitjancant la
hibridacié amb una seqliéncia marcada. En aquest cas es fa servir 'amplicé marcat en
un sol extrem amb biotina. El producte amplificat es deshibrida escalfant-lo a 95 °C i
posteriorment s’uneix una seqiéncia complementaria marcada amb digoxigenina
seguint dos procediments que difereixen en el moment en el que s’addicionen les
particules magnétiques recobertes amb estreptavidina (Figura 3.13):

= Unié de 'amplicé a les particules magnétiques, posterior desnaturalitzaciéo de

'amplico i hibridacié amb la seqiéncia amb digoxigenina.
» Desnaturalitzacio de I'amplicd, posterior unié amb la seqiéncia amb digoxigenina

i unié amb les particules magnétiques.

En ambdds casos es realitza posteriorment la marcacié enzimatica amb el conjugat
antiDIG-HRP, la captura amb el magneto sensor i la deteccié per amperometria (§
3.2.7.3). Per a més detalls experimentals del protocol consultar la publicacié Lermo et
al. (Il).
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Figura 3.13: Deteccio especifica de I'amplicé 1S200 relacionat amb Salmonella amb genosensors
amperometrics: (a) Escalfant les particules magnetiques a I'etapa de desnaturalitzacié i (b) Addicionant

les particules magnétiques després de I'etapa de desnaturalitzacio.

3.2.8.5 Deteccié electroquimica de [I'amplicé de Salmonella mitjangant

I’amplificacié del genoma amb encebadors magnétics

S’ha dissenyat una nova estratégia en la que I'amplificaci6 per PCR es realitza

directament sobre la superficie de particules magnétiques mitjangant I'is d’encebadors
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magnétics. Els encebadors magnétics es preparen facilment modificant les particules
magnétiques amb un excés de I'encebador biotinat. L’encebador magnétic s’incorpora
a la mescla de reaccié de la PCR que conté la resta de reactius (encebador marcat
amb digoxigenina, desoxinucleotids trifosfats, el DNA cromosomic i la Taq polimerasa).
Aixi s’aconsegueix en un sol pas la unio de les particules magnétiques i 'amplificacio
del fragment 1S200. Posteriorment es realitza la marcacié enzimatica amb el conjugat
antiDIG-HRP, la captura de les particules magnétiques amb el magneto sensor i la
deteccié per amperometria (§ 3.2.7.3). Per a més detalls experimentals del protocol

consultar la publicacié Lermo et al. (IlI).
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Figura 3.14: Amplificacié del fragment 1S200 relacionat amb Salmonella sobre particules magnetiques

modificades amb un encebador biotinilat.

3.3 GENOSENSORS AMPEROMETRICS PER A LA DETECCIO
D’ESCHERICHIA COLI

3.3.1 Introduccio

Els bacteris Escherichia coli patogens es caracteritzen per la preséncia de gens
relacionats amb la seva patogenicitat. Els gens més importants son aquells que
codifiquen per una potent toxina anomenada toxina Shiga o verotoxina i el gen eaeA.
La toxina Shiga inhibeix la sintesi de proteines produint dany cel-lular i el gen eaeA
codifica una proteina de membrana anomenada intimina relacionada amb I'adheréncia
del bacteri a la mucosa intestinal [20].

En aquesta seccié es desenvolupen genosensors amperométrics per a la detecci6
d’'un fragment del gen eaeA relacionat amb el bacteri E.coli. La seleccié del fragment

del gen eaeA es realitza amb un equip de PCR a temps real amb el sistema Tagman
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comparant diferents soques del bacteri [21]. El fragment escollit, la sequéncia
conservada del gen, s’amplifica i s’avalua comparativament amb genosensors
electroquimics basats en biocompodsits modificats amb avidina (Av-GEB) i magneto
eléctrodes (m-GEC). Aquests genosensors electroquimics es fan servir per a la
deteccié de la soca E.coli 0157:H7 avaluant el producte amplificat a diferents cicles de
la PCR. Els resultats obtinguts es comparen amb el sistema de PCR a temps real amb

el sistema Tagman.

3.3.2 Instrumentacio

Les mesures electroquimiques es realitzen amb un amperimetre LC-4C (BAS
Bioanalytical System, USA), amb un sistema de mesura de tres eléctrodes descrit a §
3.1.2. Els eléctrodes de treball sén Av-GEB i m-GEC basats en compoésits de grafit-
epoxy descrits a § 3.1.4.2 i 3.1.4.3. Les imatges de microscopia de fluorescéncia
s’obtenen amb un microscopi confocal Leica TCS 4D, Alemanya. L’amplificacié per
PCR a temps real amb el sistema Tagman es realitza en plaques de 96 pous amb un
equip ABI 5700 (Applied Biosystems). La instrumentacié restant és la mateixa que a §
3.1.2i3.2.2.

3.3.3 Reactius i solucions

Els encebadors sén de la casa comercial TIB MOLBIOL (Alemania), subministrats per
Roche Diagnostics. L'escala de sintesi és de 0.2 umol i la purificacié per HPLC. Les
sequéncies son les seglents:
» Encebador biotinilat (BIOTINA eaeA up): 5’-BIO- CTG AAT ATT CCG CAT GAT
ATT AAT GGT ACT GA-3
» Encebador amb digoxigenina (DIG eaeA down): 5-DIG- GTA ATG CAC TAT
CAT CCCAGACGAT-3

La seqléncia Tagman consisteix en un oligonucledtid marcat amb una molécula
florescent (FAM) a I'extrem 5’ i una molécula inhibidora de la florescéncia (NQF) a
'extrem 3’. La sequéncia és la seglent:

= Sequéncia Tagman: 5’- FAM- ATC CAG ACC GTATTT GC- NQF-3
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L’observacié per microscopia de fluorescéncia es realitza amb un conjugat fluorescent
biotina-fluoresceina (B941) i fluoresceina disddica (F6377), subministrats per Sigma.

La resta de reactius i solucions son els mateixos que a § 3.1.31 3.2.3.

3.3.4 Optimitzacio del potencial aplicat a magneto eléctrodes (m-GEC) i

eléctrodes modificats amb avidina (Av-GEB)

El producte amplificat doblement marcat es detecta amb eléctrodes m-GEC i Av-GEB
per amperometria. Per a fixar el potencial necessari per a la regeneracié del mediador
hidroquinona (§ 3.2.7.3) es realitzen uns assajos amb un conjugat biotina-HRP. En el
cas de m-GEC, la immobilitzacié del conjugat es realitza sobre particules magnétiques
recobertes d’estreptavidina i posteriorment es capturen per afinitat magnética amb el
magneto electrode. En canvi per Av-GEB, la immobilitzacié del conjugat es realitza
introduint els eléctrodes en posicio invertida en una solucié que conté el conjugat. La
lectura es realitza variant el potencial aplicat (-0.050, -0.100, -0.150 i -0.200 respecte

Ag/AgCl). El protocol en detall es descriu a Lermo et al. (VII).

3.3.5 Caracteritzacio dels eléctrodes per microscopia de fluorescéncia

Amb l'objectiu d’estudiar la distribucié del material biologic als eléctrodes basats en
biocomposits de grafit-epoxi modificats amb avidina (Av-GEB), es modifica la
superficie amb un conjugat fluorescent biotina-fluoresceina. El protocol seguit es
descriu a la Taula 3.4 Els eléctrodes es submergeixen en tubs Eppendorf amb un
volum total de 140 ul de solucidé pertinent, mantenint temperatura i agitacié constants
amb un termomixer. Després de cada etapa els eléctrodes es canvien a nous tubs
Eppendorf per a realitzar la seglient incubacié. Paral-lelament es realitza un control
negatiu, substituint el conjugat biotina-fluoresceina per fluoresceina. Els eléctrodes
s’observen per microscopia de fluorescéncia. L'excitacid del laser és de 568 nm i la

radiacio es recull amb un fotomultiplicador confocal. El voltatge emprat és de 352 V.

Taula 3.4: Protocol experimental de la caracteritzacié per microscopia de fluorescéncia.

Etapa Concentracio reactius Condicions experimentals
1. Immobilitzacié Biotina-fluoresceina (80 pmols) 30 min, 37 °C en tampd bloquejant
2. Rentats 5 min, 37 °C en tampd Tris (per
triplicat)
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3.3.6 Seleccio de la seqiiéncia del gen eaeA i disseny dels encebadors

Es realitza un estudi comparatiu entre sequiéncies del gen eaeA de diferents soques
d’Escherichia coli patogen. Les seqliéncies del gen s’obtenen consultant la base de
dades GenBank. Es comparen 62 soques d’E.coli amb el programari Segqman 5.0
(DNA*DNAStar Il, Lasergene, DNATAR Inc., USA) per tal de trobar la seqiiéncia més
conservada entre les soques avaluades. Posteriorment es dissenyen uns encebadors

especifics per a 'amplificacié d’aquesta seqliéncia [21].

3.3.7 Avaluacio de la selectivitat dels encebadors amb PCR a temps real amb el

sistema Tagman

La selectivitat dels encebadors dissenyats s’avalua mitjancant un equip de PCR a
temps real amb el sistema Tagman, amplificant 16 soques d’E.coli patogen, E.coli no
patogen i d’Erwinia chrysanthemi amb el protocol que es detalla a la publicacié Lermo
et al. (VII). Un cop avaluada la selectivitat dels encebadors, aquests es fan servir per a

I'amplificacié de la soca E.coli O157:H7 i posterior deteccio electroquimica.

3.3.8 Sistema electroquimic de PCR quantitativa

3.3.8.1 Extraccio del DNA cromosomic

La soca que es fa servir és E.coli O157:H7 proporcionada per I'Hospital Clinic de
Barcelona. Es prepara un cultiu preenriquit amb el bacteri i es realitza I'extraccio del

DNA seguint les indicacions de § 3.2.8.1.

3.3.8.2 Amplificacié del DNA

El DNA s’amplifica amb els encebadors dissenyats a § 3.3.6, perd0 en aquest cas
marcats amb biotina i digoxigenina per tal de generar un producte amplificat doblement
marcat a cada extrem. L'amplificacié es realitza amb una PCR convencional. La
mescla de reaccié de 100 ul conté: 200 uM de cada desoxinucleotid trifosfat (dATP,
dGTP, dCTP i dTTP), 0.5 yM de cada encebador, 5 unitats de I'enzim Taq polimerasa,
1.5 mM de MgCl, i aproximadament 200 ng de DNA cromosomic (provinent d’E.coli
O157:H7). La mescla de reaccido es sotmet inicialment durant 5 min a 95 °C

(deshibridacio inicial del DNA cromosomic); posteriorment es realitzen cicles de: 30
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segons a 95 °C (deshibridacié), 30 segons a 60 °C (hibridacié dels encebadors), 30
segons a 72 °C (elongacid); i finalment es sotmet durant 7 minuts a 72 °C. La PCR es
realitza aturant la mescla de reaccié a 5, 10, 15, 20, 25 i 30 cicles. Es segueix el
mateix protocol variant la concentraciéo de DNA cromosomic, dilucions seriades 1/10 de
4.5 ng/ul a 4.5 fg/ul en 100 pl de mescla de reaccio (7 dilucions). Les amplificacions es
realitzen aturant la mescla de reaccié a 10, 15 20 cicles.

A la Figura 3.15 es mostra una part de la sequéncia del gen eaeA d’E.coli O157:H7
amb la posicié dels encebadors. S’espera obtenir un amplicé de 112 parells de bases
doblement marcat. Amb cada amplificacié es realitza un blanc, que conté tots el
reactius excepte el DNA cromosomic. Els amplicons obtinguts s’avaluen per

electroforesi de gel d’agarosa com a § 3.2.8.2.

1081 TTTAATTCTG ATAAGCTGCA GTCGAATCCT GGTGCGGCGA CCGTTGGTGT AAACTATACT
1141 CCGATTCCTC TGGTGACGAT GGGGATCGAT TACCGTCATG GTACGGGTAA TGAAAATGAT
1201 CTCCTTTACT CAATGCAGTT CCGTTATCAG TTTGATAAAT CGTGGTCTCA GCAAATTGAA
1261 CCACAGTATG TTAACGAGTT AAGAACATTA TCAGGCAGCC GTTACGATCT GGTTCAGCGT
1321 AATAACAATA TTATTCTGGA GTACAAGAAG CAGGATATTC TTTCTCTGAA TATTCCGCAT
1381 GATATTAATG GTACTGAACA CAGTACGCAG AAGATTCAGT TGATCGTTAA GAGCAAATAC
1441 GGTCTGGATC GTATCGTCTG GGATGATAGT GCATTACGCA GTCAGGGCGG TCAGATTCAG
1501 CATAGCGGAA GCCAAAGCGC ACAAGACTAC CAGGCTATTT TGCCTGCTTA TGTGCAAGGT
1561 GGCAGCAATA TTTATAAAGT GACGGCTCGC GCCTATGACC GTAATGGCAA TAGCTCTAAC
1621 AATGTACAGC TTACTATTAC CGTTCTGTCG AATGGTCAAG TTGTCGACCA GGTTGGGGTA
1681 ACGGACTTTA CGGCGGATAA GACTTCGGCT AAAGCGGATA ACGCCGATAC CATTACTTAT

BIO eaeAup: 5-BIO- CTGAATATTCCGCATGATATTAATGGTACTGA-3’
DIG eaeA down: 5’-DIG- GTAATGCACTATCATCCCAGACGAT-3’

Figura 3.15: Seqiéncia del gen eaeA d’Escherichia coli O157:H7 obtinguda a la base de dades GenBank
(EF079676) en la que es mostra la posicio de I'encebador biotinilat (vermell) i 'encebador marcat amb

digoxigenina (lila). L'amplicé esperat és de 112 pb (subratllat).

3.3.8.3 Deteccio electroquimica del producte amplificat d’Escherichia coli

mitjangant m-GEC

El producte amplificat doblement marcat del gen eaeA es detecta fent servir particules
magnétiques i captacié amb m-GEC. El protocol compren els seglients passos:
= Unié de 'amplicd, doblement marcat mitjangant I'extrem 5’ biotinilat, a particules
magnetiques recobertes amb estreptavidina
» Marcacié enzimatica de I'extrem 3’ DIG de I'amplicé amb un conjugat antiDIG-
HRP
= Captura magnética

= Mesurament per amperometria
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Les particules magnétiques permeten la immobilitzacié orientada del material
amplificat i les etapes posteriors (marcacié enzimatica i rentats) tenen lloc en solucio.
El material biologic unit a les particules es capta introduint els eléctrodes m-GEC en
tubs Eppendorf de 2.0 ml que contenen les particules. La deteccié es realitza per
amperometria mitjangant l'activitat de I'enzim peroxidasa com a § 3.2.7.3 amb el

potencial optimitzat a § 3.3.4.

3.3.8.4 Deteccio electroquimica del producte amplificat d’Escherichia coli

mitjancant Av-GEB

El producte amplificat doblement marcat també es detecta amb una nova estratégia
basada en la immobilitzacié de l'amplicd sobre eléctrodes Av-GEB. El protocol
compren els seglients passos:
= Unié de I'amplicéd, doblement marcat mitjangant I'extrem 5’ biotinilat, a I'avidina
present a la superficie dels eléctrodes Av-GEB
» Marcacié enzimatica de I'extrem 3’ DIG de I'amplicé amb un conjugat antiDIG-
HRP

= Mesurament per amperometria

Aquest suport permet la immobilitzacié orientada de I'amplicé i es pot renovar facilment
mitjangant un simple procediment de polit, obtenint una nova superficie d’avidina per
cada assaig. Aixi lI'amplic6 es pot immobilitzar directament sobre [I'eléctrode
simplificant el protocol. En aquest cas, totes les incubacions es realitzen introduint els
eléctrodes dins dels tubs Eppendorf, quedant la superficie dels eléctrodes en contacte
amb les solucions. A la Figura 3.16 es mostra el protocol d’aquesta estratégia

comparada amb I'estratégia amb m-GEC descrita a § 3.3.8.3.
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Figura 3.16: Representacié esquematica de les estratégies basades en eléctrodes Av-GEB i m-GEC per a
la deteccié d’E.coli.

Amb aquestes estratégies electroquimiques es detecta el producte amplificat per PCR
variant els cicles d’amplificacié i la concentracié de DNA cromosomic inicial comparant
els resultats amb un sistema de PCR a temps real amb el sistema Tagman. Per a més

detalls experimentals consultar la publicacié Lermo et al. (VII).

3.4 MAGNETO IMMUNOSENSOR AMPEROMETRIC PER A LA
DETERMINACIO D’ACID FOLIC EN LLET

3.4.1 Introduccid

L’acid folic (vitamina B9) s’addiciona a aliments com la llet o derivats lactics per tal de
prevenir la deficiencia de folat al cos huma. El consum d’aliments enriquits amb acid
folic és particularment important a I'etapa de I'embaras ja que nivells insuficients
d’aquesta vitamina poden provocar defectes al tub neural del fetus com I'espina bifida.
Tot i que l'acid folic no és toxic, aquest pot emmascarar I'anémia en gent gran,

interferir en terapies anticonvulsives o del tractament de cancer. Per tant, sén
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necessaris assaigs rapids per al control de la concentracié d’acid folic en aliments
enriquits.

En aquesta seccié s’ha desenvolupat un magneto immunosensor amperométric per a
la deteccio d’acid folic en llet enriquida. ElI format immunoldgic s’optimitza amb un
sistema classic d’ELISA amb deteccié Optica i posteriorment es fan servir particules
magneétiques com a suport per a la immobilitzacié del material biologic, parlant en
aquest cas d'un sistema magneto-ELISA amb deteccid Optica. Posteriorment es
desenvolupa el magneto immunosensor amperometric basat en particules
magneétiques i m-GEC. El sistemes basats en ELISA i el magneto immunosensor
desenvolupat es comparen i s’avaluen per a la determinacié d’acid folic en mostres

cegues i en diferents llets comercials enriquides.

3.4.2 Instrumentacio

Les mesures electroquimiques es realitzen amb un amperimetre LC-4C (BAS
Bioanalytical System, USA), amb un sistema de mesura de tres eléctrodes descrit a §
3.1.2. Els eléctrodes de treball son m-GEC descrits a § 3.1.4.3. Les plaques de
microtitulaciéo de poliestiré son de Nunc (Prod. N° 430341 C96 Maxisorp, Roskilde,
DK). Les plaques ELISA es renten amb un rentador de plaques automatic SLT 96PW
(SLT Labinstruments GmbH, Salzburg, Austria). Les mesures oOptiques es realitzen
amb un lector de plaques SpectramaxPlus (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Les
corbes de competéncia s’analitzen amb una equacié de quatre parametres fent servir
el sofware Graph Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). Les separacions
magnetiques es realitzen amb un separador Dynal MPC-S (Prod. N°.120.20D, Dynal
Biotech ASA, Norway) o un separador 96-Well Plate Separation Rack (Prod. N°.
CD1001, Cortex Biochem, CA).

3.4.3 Reactius i solucions

Les particules magnétiques recobertes amb grups tosil (Dynabeads® M-280
Tosylactivated, Prod. N°142.03) son d’Invitrogen Dynal AS (Oslo, Norway). L’acid folic
és de Sigma, la solucié stock (10 mM) es prepara en dimetilsulfoxid (DMSO) de Merck
i es conserva a 4 °C. L’anticos monoclonal especific de I'acid folic (clon VP52),
'anticds anti-ratoli marcat amb peroxidasa (antilgG-HRP) i la peroxidasa sén de
Sigma. La solucié de Bradford (BIO-RAD protein assay cat n° 600-0005) és de BIO-
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RAD laboratories GmbH (Munich, Germany). Les solucions aquoses es preparen en
aigua milliQ i els reactius sén de grau analitic (proporcionats per Sigma o Merck). La

composici6 de les solucions aquoses es detalla a continuacio:

» PBS: 10 mM fosfat, 0.14 M NaCl, pH 7.5

= PBST: 10 mM fosfat, 0.14 M NacCl, 0.05 % (v/v) Tween 20, pH 7.5

= PBSTC: 10 mM fosfat, 0.14 M NaCl, 0.01 % (v/v) Tween 20, pH 7.5

=  Tampo coating: 50 mM carbonat-bicarbonat, pH 9.6

=  Tampo citrat: 40 mM citrat de sodi, pH 5.5

= PBSE: 0.1 M fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0

=  Tampo6 Mcllvaine: 80 mM tampé fosfat, 60 mM acid citric, 10 mM EDTA, pH 3.5

3.4.4 Conjugacié de I’acid folic amb seroalbumina bovina i peroxidasa (BSA-
AF, AF-HRP)

L’acid folic es conjuga amb seroalbumina bovina (BSA) i peroxidasa de rave picant
(HRP). Aquests conjugats sén necessaris per a desenvolupar els formats directe i
indirecte per a la deteccié d’acid folic descrits a § 3.4.6. La conjugacio es realitza
mitjangcant el métode de l'ester actiu [22]. Aquesta unié es basa en la formacio
d’enllagos covalents entre els grups carboxilics de 'acid folic i els grups amino dels
aminoacids lisina que contenen les proteines BSA i HRP. La conjugacié es realitza
amb una prévia etapa d’activacié de I'acid folic amb diciclohexilcarbodiimida (DCC) i N-
hidroxisuccinamida (NHS), formant-se un ester actiu que es fa reaccionar amb el BSA
o HRP. Els conjugats obtinguts (BSA-AF i AF-HRP) es purifiquen per dialisi. A la
Figura 3.17 es mostra un esquema de la conjugacid. Els detalls experimentals es

mostren al material suplementari de la publicacié Lermo et al. (VIII).
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Figura 3.17: Conjugacions de I'acid folic amb el métode d’ester actiu.

3.4.5 Modificaci6 de les particules magnétiques

El conjugat BSA-AF sintetitzat a 8 3.4.4 s’uneix covalentment a particules recobertes
amb grups tosil, s’espera que els grups amino romanents del BSA desplacin els grups
tosil de les particules (Figura 3.18). El protocol seguit és el descrit al material

suplementari de la publicacié Lermo et al. (VIII).

aQ

o CHy
Nh‘.;. B5A-AF

= OHy— MH~ BS A= AF
i | P — + BSA-AF (amcish

Parficules magnétiques
modificadas

Figura 3.18: Modificacio de les particules magnétiques amb el conjugat BSA-AF.

L’eficiencia de la modificacié de les particules amb el conjugat s’avalua mitjangant el
Test de Bradford. Aquest métode de quantificacio de proteines desenvolupat a mitjans
dels anys 70 [23] es basa en I's d'un reactiu organic anomenat Blau Brillant de
Coomassie-G250 que s’uneix a proteines. Aguest reactiu s’'uneix principalment amb
els residus argenina i interacciona feblement amb els residus d’histidina, lisina, tirosina
triptofan, i fenilanilina. En abséncia de la proteina, el reactiu és de color vermell i

absorbeix a 465 nm, i després de la unié6 amb proteines, es genera una coloracio blava
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que té un maxim d’absorbancia a 595 nm [24]. Aquest métode és rapid, sensible i
presenta poca interferéncia amb la matriu de la mostra. Per determinar el percentatge
de conjugat proteic unit es realitza una corba patré6 amb concentracions creixents de
BSA-AF aplicant el test de Bradford. En aquesta corba s’interpola el valor
d’absorbancia obtingut amb la solucié sobrenadant que conté el conjugat en excés, no
unit a les particules magnétiques. La concentracio proteica obtinguda respecte el valor

inicial addicionat de BSA-AF proporciona el % de conjugat unit a les particules.

3.4.6 Optimitzacio de 'immunoassaig

Es determina quin és el format més adient per a la determinacié d’acid folic. Es
comparen els parametres obtinguts (LD i IC50) amb un format directe i indirecte
competitiu d’ELISA amb deteccio optica (Figura 3.19). Les incubacions es realitzen en
plagues de poliestiré de 96 pous amb fons pla. En el format directe, el tragcador
enzimatic (AF-HRP) competeix amb l'acid folic (AF) pels llocs d’unié amb I'anticos
especific immobilitzat sobre el suport solid de la placa. En canvi, en el format indirecte,
el conjugat BSA-AF s’immobilitza sobre el suport solid de la placa i la competéncia
s’estableix entre I'AF de la mostra i el conjugat immobilitzat BSA-AF per I'anticos
especific en solucié. En aquest cas, la quantitat d’anticos especific unit al suport solid
es determina amb un segon anticds conjugat amb peroxidasa (AntilgG-HRP). La
deteccio optica es realitza incubant el sistema immunologic amb la solucié de substrat,
que conté 0.004 % (v/v) de peroxid d’hidrogen i 0.01 % (p/v) de tetrametilbenzidina
(TMB) en tampo citrat. L'enzim HRP catalitza la reduccio del peroxid d’hidrogen
oxidant el TMB, generant un producte de color blau. La reaccié enzimatica s’atura
addicionant acid sulfuric 2 M, transformant I'estructura del producte de color blau en
una estructura que absorbeix llum a 450 nm (color groc). El senyal obtingut és
indirectament proporcional a la concentracié d’acid folic addicionada. La corba de
competéncia obtinguda s’analitza amb una equacié sigmoidal que segueix la formula:
y= {(A-B)/[1+10exp((log C - log X) « D)]}+B, on A i B sén les absorbancies maxima i
minima corresponentment, C és la concentracié d’acid folic que produeix el 50% de
I'absorbancia maxima, X la concentracié d’acid folic i D el pendent al punt d’inflexié de

la corba sigmoidal.
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Figura 3.19: Etapes dels formats directe i indirecte de 'ELISA optic.

Un cop establert el format s’optimitzen els parametres experimentals de I'etapa de
competéncia (temps de pre-incubacié de l'anticds especific amb l'acid folic, temps
d’incubacid, concentracié de Tween 20, forga idnica i pH). Els detalls experimentals es

mostren al material suplementari de la publicacié Lermo et al. (VIII).

3.4.7 Efecte matriu de la llet

La llet conté un elevat percentatge de greixos, proteines i minerals i s’espera que tingui
un efecte matriu important, que pot afectar a la interaccié de reconeixement entre I'acid
folic i l'anticos especific. Per aquesta rad s’estudia l'efecte matriu de les llets
comercials analitzades. Les llets enriquides es sotmeten a diferents tractaments
(dilucié, centrifugacio i addicio del tampé de Mcllvaine que precipita les proteines
presents a la llet). Els passos seguits en cada tractament es detallen al material
suplementari de la publicacié Lermo et al. (VIII). L’efecte matriu s’avalua comparant les
corbes obtingudes en PBSTC amb les corbes obtingudes amb la mostra tractada fent

sevir 'assaig ELISA optimitzat a § 3.4.6.
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3.4.8 Magneto-ELISA

Es desenvolupa un assaig magneto-ELISA fent servir les particules magnétiques
modificades amb el conjugat BSA-AF. La immobilitzacié dels immunoreactius es
realitza sobre les particules magnétiques i les incubacions es realitzen en una placa
ELISA de 96 pous amb fons rodé. El format seguit és competitiu indirecte (sistema
optimitzat a § 3.4.6) i els rentats es realitzen amb un separador magnétic que s’adapta
a la placa ELISA. Després de la incubacio amb la solucido substrat (H,O,/TMB) i
I'addicié d’acid sulfuric tal i com es descriu a § 3.4.6, les particules magnétiques es
separen amb el separador magnétic i el sobrenadant es transfereix a una placa ELISA
de 96 pous amb fons pla per a realitzar el mesurament optic a 450 nm, tal i com es pot
observar a la Figura 3.20. Les dades obtingudes s’ajusten a una corba de competéncia

com es descriu a § 3.4.6.

Abs (A=450nm)

Figura 3.20: Representacié esquematica de la determinacié de I'activitat enzimatica de les particules
magneétiques basada en la deteccio optica. (A) Separacio de les particules magnétiques amb el separador
magneétic de placa i (B) Transferéncia del sobrenadant a una placa de fons pla per a realitzar la lectura

d’absorbancia a 450 nm.

3.4.9 Magneto immunoassaig electroquimic

L’assaig competitiu indirecte es realitza sobre les particules modificades amb el
conjugat BSA-AF, realitzant les incubacions en tubs Eppendorf de 2 ml. A les etapes
de rentat les particules magnétiques es separen introduint els tubs Eppendorf en un
separador magnetic. Les incubacions (etapa de competéncia, marcacié enzimatica
amb l'anticos marcat amb peroxidasa i rentats) es realitzen a temperatura ambient i
agitacié constant (600 rpm). Posteriorment les particules magnétiques es capturen
introduint els magneto eléctrodes dins dels tubs Eppendorf. La deteccioé es realitza per

amperometria mitjangant l'activitat de I'enzim peroxidasa unit a I'anticds especific de
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I'acid folic. La cel-la esta formada per un sistema de tres eléctrodes, descrit a § 3.1.2,
submergits en 20 ml de tampé PBSE. El mesurament es realitza per amperometria
aplicant un potencial constant de -0.15 V en presencia del mediador hidroquinona
(4.90 mM) i peroxid d’hidrogen (1.81 mM) com a substrat de I'enzim peroxidasa (§
3.2.7.3). A la Figura 3.21 es mostren les etapes de I'immunoassaig magneétic. La corba
de competéncia obtinguda s’analitza amb una equacié sigmoidal que segueix la
férmula: y= {(A-B)/[1+10exp((log C — log X) * D)]}+B, on A i B sbén els senyals maxim i
minim corresponentment, C és la concentracié d’acid folic que produeix el 50 % del

senyal maxim, X la concentracié d’acid folic i D el pendent al punt d’inflexié de la corba

sigmoidal.
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3.21: Representacié esquematica dels passos que intervenen al magneto immunoassaig amb deteccio

electroquimica.

3.4.10 Determinacié d’acid folic en mostres cegues i llet enriquida

Les estratégies descrites a § 3.4.8 i 3.4.9 s’apliquen per a determinar la concentracié
d’acid folic en mostres cegues de llet desnatada i mostres comercials de llet enriquida.
Les mostres cegues contenen concentracions de 160 nM a 2500 nM d’acid folic. Les
mostres comercials corresponen a llets desnatades enriquides amb 300 ppb d’acid

folic.
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41 INTRODUCCIO

En la present tesi doctoral s’han desenvolupat nous sistemes bioanalitics basats en
biosensors electroquimics abordant tres aspectes critics dels dispositius biosensors
que convergeixen cap a la simplificacié metodologica: la immobilitzacié orientada del
biomaterial, la marcacio i la transduccié del senyal analitic.

Per aconseguir la simplificacié metodoldgica s’han desenvolupat diferents estratégies
per a la detecci6 de DNA i immunoespécies mitjangant la detecci6 amb nous
transductors electroquimics, basats en: i) biocompodsits modificats amb la proteina
avidina (Av-GEB), i ii) composits amb un element magnétic integrat (m-GEC). Els
biocomposits d’avidina constitueixen una plataforma universal per a la immobilitzacio
directa de material bioldgic biotinilat. EIs magneto eléctrodes permeten la integracio de
particules magnétiques als procediments biosensors per tal de realitzar les reaccions
bioldgiques de biorreconeixement de forma millorada en mostres complexes, la
preconcentracié de l'analit i una deteccid, per tant, més sensible. Pel que fa a la
marcacio electroquimica, es van avaluar diferents tipus d’estratégies basades en tenint
en compte tant la sensibilitat com la simplificacié metodologica.

S’ha dissenyat una nova estratégia de detecci6 de DNA mitjancant I'is de
d’encebadors marcats pel reconeixement especific de seqiéncies géniques. Amb
aquesta estratégia, al mateix temps i durant la reaccié de PCR, s’amplifica el senyal
electroquimic i s’aconsegueix la immobilitzacié orientada del DNA a diferents
transductors electroquimics, simplificant per tant el procediment i augmentant la
sensibilitat de la detecci6é. Per aconseguir-ho, es fan servir encebadors doblement
marcats, que s’incorporen al producte amplificat i el marquen doblement a cada extrem
durant la reaccié de PCR. La doble marcacié permet la immobilitzacié orientada de
I'amplicd a transductors electroquimics i la marcacié per a la deteccié electroquimica.

Una simplificacié metodoldgica i integracié de procediments s’aconsegueix mitjancant
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la realitzacié de les PCR fent servir encebadors magnétics, és a dir, incorporant les
particules magnétiques.

Finalment, s’ha desenvolupat una estratégia inmunosensora simplificada, basada en
particules magnétiques i en un format competitiu indirecte per a la de deteccié sensible
de molécules petites de naturalesa hapténica. La simplificacié metodologica en aquest
cas s’aconsegueix fent servir la mateixa quimica de conjugacié per a I'obtencié de
'immunogen i de la immobilitzacié orientada de I'hapté al transductor per aconseguir
un biorreconeixement millorat.

Els dispositius resultants s’han aplicat al camp de la seguritat alimentaria, per a la
deteccio electroquimica de gens caracteristics dels bacteris patdgens Salmonella i
Escherichia coli provinents de mostres reals i pel control de l'acid folic com additiu

alimentari en llet comercial.

A les seglents seccions s’hi recullen els resultats obtinguts en quant a la
caracteritzacio dels eléctrodes construits; les estratégies d’immobilitzacié, marcacio i
deteccio; i I'aplicacié dels biosensors desenvolupats a mostres alimentaries. Aquests
resultats han donat lloc a les seglents publicacions incloses al final d’aquest

document:

I. Genomagnetic assay based on label-free electrochemical detection using
magneto-composite electrodes
Sensors and Actuators B, 114 (2006) 591-598
Arzum Erdem, M. Isabel Pividori, Anabel Lermo, Alessandra Bonanni, Manel del

Valle, Salvador Alegret

ll. Rapid Electrochemical DNA Biosensing Strategy for the Detection of Food
Pathogens Based on Enzyme-DNA-Magnetic Bead Conjugate
Afinidad, 63 (2006) 13-18
M. Isabel Pividori, Anabel Lermo, Santiago Hernandez, Jordi Barbé, Salvador
Alegret, Susana Campoy
Article premiat amb la mencié del millor treball de recerca “8" European A-IQS

Award on Enzyme Technology” atorgat per I'Institut Quimic de Sarria

lll. In situ DNA amplification with magnetic primers for the electrochemical detection
of food pathogens
Biosensors and Bioelectronics, 22 (2007) 2010-2017
A. Lermo, S. Campoy, J. Barbé, S. Hernandez, S. Alegret, M.1. Pividori
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Procedure 31. Rapid electrochemical verification of PCR amplification of
Salmonella spp. based on m-GEC electrodes

Comprehensive Analytical Chemistry, 49 (2007) e221-e226

Maria Isabel Pividori, Anabel Lermo, Susana Campoy, Jordi Barbé, Salvador

Alegret

Procedure 32. In situ DNA amplification of Salmonella spp. with magnetic primers
for the real-time electrochemical detection based on m-GEC electrodes
Comprehensive Analytical Chemistry, 49 (2007) e227-e231

Maria Isabel Pividori, Anabel Lermo, Susana Campoy, Jordi Barbé, Salvador

Alegret

Bioaffinity platforms based on carbon-polymer biocomposites for electrochemical
biosensing

Thin Solid Films, 516 (2007) 284-292

M.1. Pividori, A. Lermo, E. Zacco, S. Hernandez, S. Fabiano, S. Alegret

Towards Q-PCR of pathogenic bacteria with improved electrochemical double-
tagged genosensing detection

Biosensors and Bioelectronics, 23 (2008) 1805-1811

A. Lermo, E. Zacco, J. Barak, M. Delwiche, S. Campoy, J. Barbé, S. Alegret, M.1.

Pividori

Immunoassay for folic acid detection in vitamin-fortified milk based on
electrochemical magneto sensors

Biosensors and Bioelectronics, 24 (2009) 2057-2063

A. Lermo, S. Fabiano, S. Hernandez, R. Galvé, M.-P. Marco, S. Alegret and
M.l.Pividori

La present tesi doctoral també ha donat lloc a la publicacio dels segilents treballs:

Electrochemical immunosensor for the diagnosis of celiac disease
Analytical Biochemistry, 388 (2009) 229-234
M.1. Pividori, A. Lermo, A. Bonanni, S. Alegret, M. del Valle
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- Double-tagging polymerase chain reaction with a thiolated primer and
electrochemical genosensing based on gold nanocomposite sensor for food
safety
Analytical Chemistry, 81 (2009) 1332-1339
Paulo R. Brasil de Oliveira Marques, Anabel Lermo, Susana Campoy, Hideko

Yamanaka, Jordi Barbé, Salvador Alegret and M. Isabel Pividori

- Magneto immunosensing of pathogenic bacteria and electrochemical magneto
genosensing of the double-tagged amplicon
Analytical Chemistry, En premsa (ac-2009-007539.R1)
Susana Liébana, Anabel Lermo, Susana Campoy, Jordi Barbé, Salvador Alegret,

Maria Isabel Pividori.
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4.2 CONSTRUCCIO | CARACTERITZACIO DE NOUS MATERIALS PER A LA
IMPLEMENTACIO EN BIOSENSORS ELECTROQUIMICS

4.2.1 Caracteritzaciéo electroquimica dels eléctrodes per voltamperometria

ciclica

La modificacié del material compodsit amb la introduccid6 de biomolécules o la
incorporacié d'imants pot modificar les propietats electroquimiques de I'eléctrode
resultant. Per aquesta rad, els eléctrodes construits (Av-GEB i m-GEC) es van
caracteritzar electroquimicament mitjangant voltamperometria ciclica i els resultats es
van comparar amb el comportament electroquimic de I'eléctrode GEC.

La caracteritzacié es va realitzar amb el sistema redox hidroquinona/benzoquinona
(HQ/BQ). La caracteritzacié per voltamperometria d’'una banda, aporta informacié del
comportament electroquimic dels eléctrodes construits i per I'altra, indica el potencial
de reduccio de la BQ als eléctrodes construits, el qual s’aplicara per fer les mesures
d’amperometria. El potencial de reduccié s’aplicara amb l'objectiu de regenerar la

hidroquinona, préviament oxidada per I'enzim peroxidasa (§ 3.2.7.3).

A la Figura 4.1 (A) es compara el comportament electroquimic d’un transductor tipus
GEC i un m-GEC amb imant de diametre de 3 mm. El comportament observat és molt
similar. Aixo indica que la introduccié d’un imant de 3 mm en un compdsit no fa variar
les caracteristiques del dispositiu final. Amb aquest tipus de sensors s’observa un
potencial de reduccié de la BQ cap a -0.050 V i un potencial d’oxidacié de la HQ
proper a +0.200 V.

En canvi en la comparaciéo del GEC amb un m-GEC amb imant de diametre 4 mm
(Figura 4.1(B)) es pot observar com els potencials de reduccio i oxidacié es desplacen
lleugerament a esquerra i dreta respectivament, respecte els potencials del GEC. Per
tant, amb la introduccié d’'un imant més gran s’observa una tendéncia a la modificacié
de les propietats electroquimiques del dispositiu final. Per aquest magneto eléctrode
s’obté un potencial de reducci6 de la BQ a -0.100 V i d’oxidacio de la HQ a +0.250 V.
El comportament electroquimic del compdsit modificat amb avidina (Av-GEB) es
mostra a la Figura 4.1(C). Tal i com es pot observar, la incorporacié de material

biologic en el si del composit desplagca lleugerament els potencials d’oxidacié i
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reduccio respecte els eléctrodes GEC i m-GEC (3 mm). Pels eléctrodes Av-GEB el

potencial de reduccio de BQ és proper a -0.175 Vi el d’'oxidacié de la HQ a +0.300 V.
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Figura 4.1: Voltamperogrames ciclics fent servir com a eléctrode de treball: (A) m-GEC amb imant de 3
mm (verd), GEC (vermell); (B) m-GEC amb imant de 4 mm (verd), GEC (vermell); (C) Av-GEB (blau), m-
GEC de 3 mm (verd), GEC (vermell); (D) m-GEC amb imant de 3 mm, n= 6; (E) Av-GEB, n= 4. Tots els
grafics s’acompanyen d’una linia base (negre). En tots els casos el medi de treball és 0.1 M fosfat, 0.1 M
KCl, pH 7.0. Exceptuant les linies base, la resta d’experiments es van realitzar en presencia

d’hidroquinona (HQ) 4.90 mM. La velocitat de rastreig va ser de 50 mV/s.

La caracteritzacié dels eléctrodes també es realitza per a comprovar la reproductibilitat

entre els sensors d’'un mateix lot, és a dir, preparats amb la mateixa mescla de
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composit de grafit-epoxi. A la Figura 4.1 (D) es comparen m-GEC de diametre d’'imant
de 3 mm construits amb una mateixa mescla de composit grafit-epoxi. Els resultats
obtinguts indiquen una bona reproductibilitat, de forma que es possible modificar un lot
d’eléctrodes i comparar-ne els resultats obtinguts. La caracteritzacié també es realitza
per un mateix lot d’eléctrodes Av-GEB. A la Figura 4.1 (E) es mostra que els
eléctrodes modificats amb la proteina avidina també presenten una bona
reproductibilitat.

Per tant, es pot concloure que hi ha una bona reproductibilitat entre transductors
preparats amb una mateixa pasta de compodsit grafit-epoxi, i que la modificacié del
material compodsit amb la introduccié de biomolécules o material magnétic pot canviar
les propietats electroquimiques de l'eléctrode resultant. En el cas de m-GEC la
introduccio d’imants de diametre de 4 mm comporta una tendéncia a la separaci6 dels

potencials d’oxidacié/reduccio.

4.3 GENOSENSORS ELECTROQUIMICS PER A LA DETECCIO DE
SALMONELLA

En aquesta seccié es mostren els resultats obtinguts en la deteccié de seqliéncies
d’oligonucleotids que formen part del fragment 1S200 relacionat amb la patogenicitat
del bacteri Salmonella. S’han desenvolupat diverses estratégies que varien en el
format de l'assaig (sistema de captura i sandvitx), els eléctrodes emprats (GEC i m-
GEC) i la técnica de deteccié electroquimica que s’ha fet servir (voltamperometria
diferencial d’'impulsos i amperometria). Els resultats obtinguts amb cada estratégia
s’avaluaran i es compararan amb I'objectiu de determinar quina estratégia proporciona

millors resultats per a la seva aplicacié en la deteccié de mostres reals de Salmonella.

4.3.1 Caracteritzaci6 microscopica de particules magnétiques capturades

sobre magneto eléctrodes

La microscopia electronica d’escaneig es va fer servir per a observar la disposicié de
les particules magnétiques sobre la superficie dels magneto eléctrodes. S’ha de trobar
una situacié de compromis entre la quantitat de particules utilitzades per tal de poder
immobilitzar el material biologic i afavorir el senyal electroquimic generat. L'objectiu és
escollir aquella situacié en la que les particules es distribueixin homogéniament en

forma d’'una monocapa sobre la superficie de l'eléctrode, de tal forma que no
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s’obstaculitzi la transferéncia electronica que es ddna entre el transductor i els llocs
actius de I'enzim peroxidasa, facilitada pel mediador hidroquinona.

Tenint en compte que les particules magnétiques sén esferes de diametre de 2.8 ym
(CV< 3%), tedricament es podria formar una monocapa sobre la superficie de
I'eléctrode amb una quantitat de I'ordre de 10° particules magnétiques. Calculant el
nombre de particules com la relacié entre la superficie de I'imant i la de les particules,
on la superficie de I''mant és aproximadament 7x10° pm? (Trxr%imant) i la superficie de la
particula 7 um? (TrXr’particuia)-

Tal i com es pot observar a la Figura 4.2 amb la quantitat tedrica proposada (1x10°) no
es forma una monocapa, ja que les particules no es distribueixen uniformement sobre
la superficie de I'eléctrode, siné que ho fan formant agregats, deixant forats lliures de
particules. De I'estudi de les imatges obtingudes es pot determinar que la situacio
dptima es trobaria entre 9.1x10° i 1.8x10° particules immobilitzades al transductor.
Augmentant la concentracid, el nombre de particules seria massa elevat i aixd podria
dificultar la transferéncia del senyal eléctric, és a dir, que el mediador soluble es
trobaria impedit per arribar al transductor. A concentracions inferiors hi haurien molt
poques particules, i aixd implicaria una disminucié de la quantitat d’analit que es pot

immobilitzar, amb la consequent disminucié del senyal electroquimic generat.

Figura 4.2: Imatges de particules magnétiques dipositades sobre magneto eléctrodes (imant de 3 mm de
diametre). La quantitat de particules magnétiques es mostra a cada imatge. Resolucié de 10 ym i
potencial d’escaneig de 10 KV.
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4.3.2 Caracteritzacié electroquimica dels magneto eléctrodes m-GEC

modificats amb particules magnétiques

Les propietats electroquimiques dels magneto eléctrodes construits, amb imants de 3 i
4 mm de diametre, es van avaluar per amperometria. Per fer-ho es va escollir un
sistema d’elevada simplicitat, basat en la uni6 especifica de particules magnétiques
amb estreptavidina i el conjugat biotina-HRP. Per a fer la mesura les particules
modificades amb el conjugat enzimatic es van dipositar sobre els magneto eléctrodes
construits.

Tal i com es pot observar a la Figura 4.3, 'adsorcio inespecifica del conjugat enzimatic
genera senyals molt baixos, indicant que la biotina addicionada bloqueja els llocs
especifics d’'uni6 amb les particules magnetiques, impedint la unié amb el conjugat
enzimatic. Els dos magneto eléctrodes mostren una bona reproductibilitat (RSD de 6.8
% pel m-GEC de 3 mm i 5.8 % pel de 4 mm), per0 la resposta amperométrica del
magneto eléctrode amb imant de 3 mm és més elevada que en el cas del magneto
eléctrode d'imant de 4 mm. Com que els assajos es van fer sota les mateixes
condicions, aquesta diferéncia pot ser deguda a una diferéncia de conduccié electrica
dels dos electrodes. Aquests resultats indiguen que en augmentar el diametre de
l'imant la conducci6 eléctrica del magneto eléctrode m-GEC disminueix, obtenint més
senyal pels magneto eléctrodes d'imant de 3 mm. Aquest fet, juntament amb els
resultats obtinguts amb la caracteritzacié electroquimica per voltamperometria ciclica
(8 4.2.1) evidencien que els magneto eléectrodes d'imant de 3 mm presenten millors
caracteristiques electroquimiques que els de 4 mm. Per aquesta ra0 seran els que es

faran servir a les seccions seguents.
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Figura 4.3: Comparacié del senyal obtingut amb els magneto eléctrodes construits amb imants de
diametre 3 mm (A) i 4 mm (B) amb un sistema de particules magnétiques-biotina-HRP. Les barres en
blanc corresponen els controls negatius de cada assaig (addicionant biotina en excés per tal de bloquejar
la uni6 del conjugat enzimatic). Quantitat de reactius: 4.6x10° particules magnétiques, 60 pmols de
biotina-HRP. Medi: 0.1 M fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0. Mediador: 4.90 mM hidroquinona. Substrat: 1.81 mM
H.0.. E aplicat= -0.1 V (respecte Ag/AgCl), n= 3. Els resultats es mostren com la mitjana del senyal amb

la corresponent desviacio estandard.
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4.3.3 Deteccié de sequencies sintetigues de Salmonella mitjancant I'activitat

intrinseca del DNA

La deteccidé de seqiiéncies sintetiques relacionades amb el fragment 1S200 del bacteri
Salmonella es va realitzar mitjangant I'oxidaci6 de les bases guanines. Aquestes
sequiéncies es van hibridar a una sonda de captura modificada amb biotina i que conté
bases nitrogenades inosina en comptes de guanina, la qual esta unida a particules
magneétiques modificades amb estreptavidina, mitjangant la unié estreptavidina-biotina.
El mesurament per voltamperometria diferencial d'impulsos es va realitzar amb
eléctrodes GEC i m-GEC, realitzant en els primers un tractament alcali per a trencar
I'enlla¢ de les particules magnetiques amb la sonda de captura (§ 3.2.6.1). En tots dos
casos el material biologic es va adsorbir en sec a 80 °C durant 45 min, per tal
d’eliminar l'aigua i afavorir les interaccions fisiques febles hidrofobiques i per tant, la
transferencia electronica entre la base guanina del DNA i el transductor electroquimic.

A la Figura 4.4 es mostren els senyals obtinguts amb I'estratégia de GEC per a la
deteccié de dues sequéncies del fragment 1S200, de 23 i 56 bases. Els senyals
obtinguts al potencial d’'oxidacié de la guanina en aquest transductor (+0.55V) es
poden diferenciar clarament del control negatiu que conté Unicament la sonda de
captura amb inosines. La mitjana del senyal per la seqiiéncia de 23 bases és més
elevat que el senyal obtingut per la seqiiéncia de 56 bases, ja que el nombre total de
guanines és més elevat a la primera sequéncia (en la de 23 bases: 12
guanines/sequeéencia i 53 pmols addicionats; en la de 56 bases: 19 guanines/sequeéncia
i 22 pmols addicionats). Els valors de RSD son de 14.8 % per la deteccié de la

sequéncia de 23 bases i 15.9 % per la de 56 bases.
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Figura 4.4: Histogrames de I'oxidacio de la base guanina fent servir GEC i tractament alcali: (a) sonda de
captura amb inosines, (b) 20 pg/ml (53 pmols) seqiiencia analit de 23 bases, (c) 20 ug/ml (22 pmols)
seqiencia analit de 56 bases. Medi: 0.2 M acetat, 20 mM NacCl, pH 4.8. Potencial aplicat de 0.3 a 1.2 V,
amplitud d’'impuls de 100 mV i velocitat d’'escombrat de 15 mV/s. n= 3. Els resultats es mostren com la

mitjana del senyal amb la corresponent desviacio estandard.

Quan es fan servir electrodes m-GEC sense tractament alcali, s'obté menys

reproductibilitat tal i com es pot observar a la Figura 4.5 (RSD de 21.1 % per la
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sequéncia de 23 bases i 50.5 % per la de 56 bases). En aquest cas, I'adsorcié de
I'hibrid a 80°C es realitza amb el DNA unit a les particules magnétiques. Les bases
guanines no estan en intim contacte amb el transductor i per tant la transferéncia
electronica no esta afavorida, fet que pot empitjorar la reproductibilitat del resultat. Per
aquesta rad es va considerar més adient aplicar I'estratégia de GEC amb tractament

alcali per a la deteccié de sequiéncies no complementaries.
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Figura 4.5: Histogrames de 'oxidacié de la base guanina fent servir m-GEC sense tractament alcali: (a)
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sonda de captura amb inosines, (b) 20 pug/ml seqiéncia analit de 23 bases, (c) 20 ug/ml seqiiéncia analit

de 56 bases. La resta de condicions experimentals com a la Figura 4.4.

A la Figura 4.6 es mostra l'estratégia amb eléctrodes GEC, aplicada a dues
sequéncies no complementaries de 23 bases (NC-1) i 62 bases (NC-2). Tal i com es
pot observar, aquestes sequéncies generen un senyal semblant al control negatiu que
nomeés conté la sonda amb inosines. Per tant, I'estratégia electroquimica basada en
I'activitat intrinseca de les bases guanines fent servir GEC i tractament alcali, és molt
especifica per a la determinacié del fragments 1S200 de Salmonella. Aquesta
estratégia, malgrat no ser molt sensible, tal i com es veurda més endavant, en
comparacio amb les altres estratégies amb marcadors enzimatics (§ 4.3.4),
proporciona un assaig simple i especific, que es pot fer servir quan la quantitat de DNA

analit no és un factor limitant.
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Figura 4.6: Histogrames de I'oxidacié de la base guanina fent servir GEC i tractament alcali: (a) sonda de
captura amb inosines, (b) 20 yg/ml seqiiéncia analit IS200 de 23 bases, (c) 20 pg/ml seqiéncia analit
IS200 de 56 bases, (d) 20 ug/ml de NC-1, (e) 20 pg/ml de NC-2. La resta de condicions experimentals
com a la Figura 4.4.
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4.3.4 Deteccidé de seqiiéncies sintétiques de Salmonella mitjangant marcadors

enzimatics

En les dues seccions incloses a continuaciéo es mostren els resultats de la detecci6
d'una sequéncia sintética de 62 bases relacionada amb el fragment IS200 de
Salmonella fent servir els eléctrodes GEC i m-GEC. En ambos casos la deteccio es
realitza per amperometria aplicant el potencial de reduccié de la hidroquinona,
mediador electroquimic d’aquest sistema (§ 3.2.7.3). El format que es fa servir és de
tipus sandvitx, reconeixement de l'analit per una sonda de captura i una sonda
marcada amb digoxigenina. Aquesta darrera és la que permet la unié del conjugat
enzimatic antiDIG-HRP. Amb els eléctrodes GEC es mostrara quin format sandvitx és
meés viable (seqlencial o en un pas), i amb m-GEC els avantatges que incorpora I'is

de particules magnétiques a I'assaig.

4.3.4.1 Estratégia basada en la immobilitzaci6 de DNA per adsorcié sobre
eléctrodes GEC

El format sandvitx presenta molts avantatges respecte altres formats, ja que es dona el
doble reconeixement de la seqiiéncia analit per part de la sonda de captura i la sonda
marcada, augmentant aixi la selectivitat de 'assaig.

Aquest format es pot realitzar donant-se la hibridacié sequiencial o en un pas (veure §
3.2.7.1). A la Figura 4.7 es comparen els assajos realitzats amb hibridacié seqliencial
(A) i en un pas (B) per a la determinacié d’una seqliéncia de 62 bases del fragment
IS200. Tal i com s’observa, la relacié de senyals de la seqliéncia analit/adsorcié no
especifica (relacio senyal/soroll) és més elevada en el format sandvitx en un pas (S/N
de 2.0) que en el sequencial (S/N de 1.3). En la captura sequiencial, aquests senyals
s6n massa similars, disminuint I'efectivitat en la deteccié del DNA analit. Aixd implica
que és més favorable una metodologia en la que es ddna una hibridacié simultania
entre la sonda de captura (immobilitzada al GEC), I'analit i la sonda marcada amb
digoxigenina en comptes de realitzar en passos successius la hibridacié de I'analit amb
la sonda de captura, i posteriorment la hibridacié del duplex preformat al compdsit amb
la sonda marcada amb digoxigenina.

En el cas de realitzar la captura en un pas, la millora de la relacié senyal/soroll pot ser
deguda a que la hibridaci6 entre I'analit i la sonda marcada amb digoxigenina té lloc en
solucié. Les hibridacions resulten més efectives quan es donen en solucié que amb un

suport solid, ja que les reaccions estan més afavorides [1-3]. En canvi, a la captura
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sequencial, la hibridacié de l'analit amb la sonda amb digoxigenina té lloc en fase
heterogénia liquida/solida (solucié d’hibridacié/superficie de I'electrode), de forma que
disminueix la efectivitat de les reaccions d’hibridacié implicades. Per aquesta rad, i pel
fet que el procediment és més simple i rapid, s’aplicara el format sandvitx en un pas en

les seglients seccions.

1. DNA analit
2T S y
Y ey % = DNA analit
seqiiéncia de captura - S v
2 ‘ : ’
Vo T80 21T e}
g T =1L seqiiéncia | 4
2. seqUéncia g digOXigenada N o e Ty
digoxigenada £, seqiiéncia de captura

e )__“I):_:-LI_JI.._“P'_- L T

Figura 4.7: Comparacié entre format sandvitx seqliencial (A) o en un pas (B) mitjangant eléctrodes GEC.
Quantitat de reactius: 30 pmols de sonda de captura, 30 pmols de la seqiiencia analit, 30 pmols de sonda
marcada amb digoxigenina i 6 pg d’antiDIG-HRP. Les barres en blanc corresponen a I'assaig realitzat
amb tots els reactius excepte el DNA analit. Medi: 0.1 M fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0. Mediador: 4.90 mM
hidroquinona. Substrat: 1.81 mM H,O,. E aplicat= -0.1 V (respecte Ag/AgCI), n= 4. Els resultats es

mostren com la mitjana del senyal amb la corresponent desviacié estandard.

4.3.4.2 Estratéegia basada en la immobilitzaci6 de DNA sobre particules

magnétiques emprant magneto eléctrodes m-GEC

El format sandvitx en un pas es realitza immobilitzant la sonda de captura, en aquest
cas marcada amb biotina, a particules magnétiques modificades amb estreptavidina.
La incorporacié de particules magnetiques permet realitzar les hibridacions en solucié
(unid de la sequéncia analit amb la sonda de captura i la sonda digoxigenada) i
posteriorment realitzar la captura de les particules mitjangant els magneto eléctrodes
(veure § 3.2.7.2).

La gran majoria dels problemes analitics genétics requereixen obtenir informacié sobre
la preséncia d’'una determinada sequéncia de DNA, destacant perd, que en altres
ocasions també es necessaria la quantificacié de la seqléncia en questié, com en la
quantificacié de transcrits (mMRNA), que es fa servir per avaluar I'expressiéo d’un
determinat gen o en la quantificacié del producte amplificat per PCR. Amb aquest
objectiu es va avaluar la resposta amperométrica dels magneto eléctrodes generada al

variar la quantitat d’analit.
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Tal i com es pot observar a la Figura 4.8 (A) existeix una clar augment de la intensitat
generada quan s’addicionen quantitats creixents d’'una seqiiéncia de 62 bases del
fragment 1S200 especific del bacteri Salmonella. La figura també mostra dos tipus de
blancs, un sense addicionar cap seqtieéncia de DNA i I'altre sense addicionar el DNA
analit. El primer avalua I'adsorcié inespecifica del conjugat enzimatic antiDIG-HRP
sobre les particules i el segon I'adsorcio inespecifica total, sobre les particules i sobre
la sonda marcada amb digoxigenina adsorbida inespecificament. Els senyals obtinguts
per aquests dos tipus de blancs avaluats, son molt baixos i molt semblants entre ells,
indicant que hi ha molt poca adsorciéo i que basicament es deguda a I'adsorcio
inespecifica del conjugat enzimatic sobre les particules. Per tant, I'adsorcio
inespecifica deguda a la sonda marcada amb digoxigenina és gairebé menyspreable.
Ampliant el grafic, tal i com es pot veure a la Figura 4.8 (B) s’observa que les
intensitats enregistrades pels blancs no solen variar gaire entre experiments, de forma
que l'adsorcidé inespecifica esta molt controlada. Representant les dades respecte la
quantitat de DNA analit s’obté una representacio lineal, en un rang de treball aproximat
compreés entre el segon i el vuité punt del grafic, que corresponen a 2.1 i 21.5 pmols
d’analit respectivament, tal i com es pot veure a la Figura 4.8 (C).
A B
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Figura 4.8: (A) Resposta obtinguda amb la variaci6 de DNA analit (barra gris). Quantitat de reactius:
4.6x10° particules magneétiques, 200 pmols de sonda de captura biotinilada, 225 pmols de sonda
digoxigenada, i 60 pg d’antiDIG-HRP. (B) Ampliacié dels senyals obtinguts per a mostrar I'adsorcio
inespecifica sense addicionar cap sequiéncia de DNA (barra lila) i sense addicionar el DNA analit (barra

taronja) (C) Representacio lineal. La resta de condicions experimentals identiques a les de la Figura 4.7,
n= 3.

120



4. DISCUSSIO GLOBAL DELS RESULTATS

L’equacio que relaciona el senyal obtingut amb la quantitat d’analit seria: “/ (uA)= 3.9 «
x (pmols DNA analit) — 2.5” obtenint una r? de 0.982 (n= 7 punts). El limit de deteccio
és de 1.2 pmols de DNA analit, calculat per  max,B + 3 s, on  max,B representa la
mitjana de les intensitats dels replicats del blanc (n=30), i s la desviacié estandard

associada.

Cal destacar que el senyal obtingut amb aquests genosensors és notablement superior
a les altres estratégies descrites a § 4.3.3 1 4.3.4.1. A la Figura 4.9 es comparen els
resultats obtinguts per cada estratégia determinant la mateixa quantitat de DNA analit.
Tal i com es pot veure, la immobilitzaci® del DNA a particules magnétiques amb
captura magnética (eléctrode m-GEC) i deteccié amperomeétrica genera senyals molt
més elevats que les altres estratégies. La introduccié de particules magnétiques
millora el procés d’hibridacid, ja que les reaccions estan més afavorides quan es
realitzen en solucié. Les sequtiéncies de DNA queden unides fortament a les particules,
ja que l'enlla¢ estreptavidina-biotina és molt estable. En canvi, a I'adsorcié directa del
material sobre eléctrodes GEC es pot donar la desorcié del material bioldgic. També
minimitza I'adsorcio inespecifica ja que els passos de rentat esdevenen més efectius,
eliminant reactius en excés. Aquest efecte es pot observar a la Figura 4.9 (A), on els
blancs obtinguts amb l'electrode m-GEC i particules magnétiques és inferior als
obtinguts amb l'adsorcié del material sobre els eléctrodes GEC. En aquest cas el
senyal del blanc és degut a l'adsorcié inespecifica de la sonda marcada amb
digoxigenina i el conjugat enzimatic adsorbit inespecificament a la superficie de
I'electrode GEC. L’estratégia basada en la deteccié de DNA mitjangant I'oxidacio de la
base guanina presenta els avantatges de que no requereix marcadors per a detectar el
fenomen d’hibridacié, reduint la complexitat, el cost i les etapes extres que implica I'is
de marcadors enzimatics. Aquesta estratégia també es beneficia dels avantatges de
fer servir particules magnétiques (efectivitat dels rentats i millora de les hibridacions)
perod tal i com es pot veure a la Figura 4.9 (B) el senyal és molt menor que amb la
marcacié enzimatica, ja que al fer servir 'enzim peroxidasa, el senyal s’amplifica (més
de 20 cops). La lectura directa del DNA proporciona menys sensibilitat que la marcacio
enzimatica i té els inconvenients addicionals de que requereix instrumentacié
associada complexa i un tractament matematic per a la obtencié del senyal amb un
ordinador i programari adequat. En canvi, la marcacié enzimatica requereix
instrumentacié més simple i és més sensible, tot i que té l'inconvenient de que es
realitzen més passos.

Per tant, queda demostrada I'efectivitat de I'is de particules magnétiques, la captacié

de les particules amb I'eléctrode m-GEC i la millora del senyal fent servir marcadors
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enzimatics. Per aquesta rad, a les seccions seguents es fara servir aquesta

metodologia.
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Figura 4.9: Comparacié de la deteccié de sequéncies de Salmonella amb marcadors enzimatics (A) i
mitjangant l'activitat intrinseca del DNA (B). A: 30 pmols de sonda de captura, 30 pmols de sonda
marcada amb digoxigenina (GEC) i 4.6x10° particules magnétiques, 200 pmols de sonda de captura
biotinilada, 225 pmols de sonda digoxigenada (m-GEC), tant per GEC com m-GEC 60 pg d’antiDIG-HRP.
B: 70 pmols de sonda amb inosines biotinilada. A totes les estratégies s’addicionen 22 pmols de DNA
analit. Les barres en blanc corresponen a I'assaig realitzat amb tots els reactius excepte el DNA analit.

Condicions experimentals descrites a les figures 4.4, 4.7 i 4.8.

4.3.4.3 Avaluacié de la selectivitat de I'assaig. Discriminacié de polimorfismes
d’un sol nucleodtid (SNPs)

Un genosensor ha de ser especific i per tant, capag de discriminar petits canvis en una
sequéncia de DNA. L'especificitat d’un dispositiu genosensor ve donada per la reaccio
d’hibridacio, que depén principalment de la temperatura, la naturalesa del solvent i la
forca idnica emprada [4]. L'especificitat de la estratégia basada en particules
magnétiques amb marcacié enzimatica descrita a § 3.2.7.2 es va avaluar amb I'analisi
d’'una sequéncia idéntica al fragment 1S200 de 62 bases perd amb dues bases
nitrogenades diferents, una situada a la regié d’hibridacié amb la sonda de captura i
I'altra a la regi6 de la sonda marcada amb digoxigenina.

A la Figura 4.10 (A) es poden observar els resultats obtinguts per a la seqiéncia
totalment complementaria i la sequiéncia amb dues bases diferents. Tal i com es pot
veure els resultats obtinguts amb les dues sequéncies sén molt similars realitzant la
hibridacié en solucié 5xSSC, ja que sota aquestes condicions la hibridacié depén de
les interaccions hidrofobiques entre les bases nitrogenades més que dels ponts
d’hidrogen. Amb [l'objectiu d’obtenir un analisi més selectiu es va modificar la
composicié de la solucié d’hibridacié, addicionant un 50 % (v/v) de formamida. La
formamida es sol addicionar a la solucidé d'hibridacié ja que actua sobre les

interaccions hidrofobiques entre els parells de bases que estabilitzen la doble cadena
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del DNA [5,6], de forma que fa que només es donin aquelles hibridacions que estan
més afavorides pels ponts d’hidrogen, podent discriminar bases nitrogenades que sén
totalment complementaries de les que no ho soén. La selectivitat també es podria
millorar elevant la temperatura de I'assaig (68 °C equivalen a addicionar 50 % de
formamida), perd addicionant formamida es minimitza I'evaporacié del solvent a
incrementar la temperatura.

Tal i com es pot veure a la Figura 4.10 (B), I'addici6 de formamida fa possible
diferenciar el senyal generat per les dues seqiiéncies, és a dir, s’afavoreix la hibridacio
amb la sequéncia que és totalment complementaria respecte la que conté dues bases
canviades. També s’observa que quan s’apliqguen condicions més exigents que
dificulten la hibridacié, el senyal disminueix drasticament. Per tant, en funcié de
I'objectiu de l'analisi, caldra forcar les condicions per augmentar la selectivitat de

I'assaig o bé no addicionar formamida per tal d'incrementar el senyal obtingut.
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Figura 4.10: Estudi de selectivitat en solucié d’hibridaci6 5xSSC (A) i addicionant un 50% (v/v) de
formamida (B). a: sense addicionar el DNA analit o interferent, b: 22 pmols seqiiéncia 1IS200 de 62 bases,

¢: 22 pmols sequéncia interferent. La quantitat de reactius com a la figura 4.8. La resta de condicions com
a la figura 4.7. n= 3.

4.3.5 Estratéegies electroqguimiques basades en I'amplificacié del genoma

4.3.5.1 Amplificacioé del DNA per PCR

L’efectivitat de I'amplificacio del fragment 1S200 es verifica per electroforesi de gel.
Amb aquesta técnica es comprova si hi ha amplificacié (abséncia d’inhibidors de la
PCR, funcionament dels encebadors i de les condicions experimentals) i si la banda
obtinguda és unica. Introduint un marcador de pes molecular, també es pot determinar
el nombre de parell de bases (pb) dels productes amplificats per comparacié amb els
fragments d’'un marcador de pes molecular. Tal i com es pot observar a la Figura 4.11

en I'amplificacié del fragment 1IS200 s’obté una Unica banda, que coincideix amb la
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banda de 200 pb del marcador, que és la longitud aproximada del producte que es
pretenia obtenir (201 pb). Per tant, el protocol descrit a § 3.2.8.2 resulta efectiu i els

encebadors seleccionats mostren una bona especificitat.

Canirol fragmant |5300 marcador da
nagatiu amipiificat pes malacular

Figura 4.11: Electroforesi del producte d’amplificacié del fragment IS200 comparat amb el control negatiu

(sense addicionar DNA motllo) i el marcador de pes molecular del fag ®X174/Hinfl.

4.3.5.2 Detecci6 electroquimica del producte amplificat de Salmonella

En I'amplificacio del fragment 1S200 s’incorporen per primera vegada dos encebadors
marcats amb biotina i digoxigenina, amb I'objectiu d’obtenir un producte amplificat
doblement marcat als seus extrems. Per tant, en el mateix pas s’amplifica la quantitat
de DNA i es marca el producte per tal de simplificar I'estratégia (§ 3.2.8.3). L’amplico
s’immobilitza orientadament sobre les particules magnétiques mitjangant I'extrem amb
biotina i es marca enzimaticament amb el conjugat AntiDIG-HRP mitjangant I'extrem
amb digoxigenina. La Figura 4.12 mostra la resposta obtinguda amb diferents dilucions
del producte amplificat per PCR simulant cicles de PCR creixents. El grafic es
representa respecte la quantitat de producte amplificat determinat per
espectrofotometria a 260 nm. El rang lineal de la determinacié va de 2.8 a 75.4 fmols
de producte amplificat, amb una sensibilitat de 1.315 pA/fmol i un coeficient de
regressioé de 0.980. El senyal obtingut amb el control negatiu de la PCR, que conté tots
els reactius menys el DNA motllo, proporciona senyals menyspreables per tot el rang

de dilucions.
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Figura 4.12: Resposta electroquimica del producte amplificat per PCR doblement marcat. El grafic mostra
diferents dilucions del producte amplificat (a: 1/400, b:1/200, ¢:1/100, d: 1/50, e: 1/30, f: 1/20, g: 1/15)
juntament amb els controls negatius corresponent a cada dilucié (e). Quantitat de reactius: 6.2x10°
particules magnetiques i 60 ug antiDIG-HRP. Medi: 0.1 M fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0. Mediador: 4.90 mM
hidroquinona. Substrat: 1.81 mM H.O,. E aplicat= -0.1 V (respecte Ag/AgCI), n= 3. Els resultats es

mostren com la mitjana del senyal amb la corresponent desviaci6 estandard.

A la Figura 4.13 es compara la quantitat de fragment 1S200 detectat amb aquesta
estrategia i amb el format sandvitx d’hibridacié descrit a § 3.2.7.2. S’obté un senyal
proxim a 80 pA amb 51.6 fmols de amplicé addicionat respecte 21.5 pmols detectats
de sequéncia IS200 amb el format sandvitx. El format sandvitx és menys sensible en la
deteccid de la sequiéncia 1S200 degut a que es realitzen dues hibridacions amb la
sonda de captura i la sonda amb digoxigenina, mentre que en la deteccié del producte
de PCR, I'hibrid ja esta format i no es realitza cap hibridacio. L’estratégia de deteccio
directa de l'amplicé proporciona un assaig rapid (dues etapes: unié particules i
marcatge enzimatic) i permet detectar quantitats de I'ordre de pocs fmols de fragment
IS200. Perd cal tenir en compte que la selectivitat de I'estratégia ve proporcionada per
I'especificitat de la reaccié de PCR en comptes de la reaccié d’hibridacié amb sondes.
Per tant s’ha de tenir molt controlada I'especificitat dels encebadors dissenyats per no
amplificar productes secundaris diferents al fragment d’interés. En el cas de no
controlar les condicions, la PCR podria amplificar multiples fragments i caldria un
biosensor de DNA d’hibridacié per a la deteccié del fragment d’interés amb la

hibridacié amb sondes especifiques.
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Figura 4.13: Senyals similars generats amb 21.5 pmols de la seqiiencia IS200 en el format sandvitx (A) i
51.6 fmols del producte de PCR doblement marcat (B). Condicions experimentals descrites a les figures
48i4.12.n=3.

4.3.5.3 Deteccio electroquimica i confirmacié per hibridacié del producte

amplificat de Salmonella

La deteccidé especifica del fragment amplificat per PCR es realitza amb la hibridacio
amb una sonda de cadena complementaria a una regid de l'amplicé. La PCR
s’amplifica amb un encebador marcat amb biotina i s’obté un producte amplificat
Unicament marcat en un extrem per tal d'unir-lo a les particules magnétiques
recobertes d’estreptavidina. El producte amplificat s’escalfa a 95 °C per a separar les
dues cadenes del DNA i posteriorment s’hibrida amb una sonda complementaria a una
regio del 1IS200 marcada amb digoxigenina (§ 3.2.8.4). A la Figura 4.14 (A) es mostra
el senyal electroquimic generat. Es pot observar que [I'adsorcié inespecifica
proporcionada pel control negatiu de la PCR és elevada. Aixo pot ser degut a un canvi
en la conformacié de la proteina estreptavidina de les particules magnétiques per
'escalfament a 95 °C, provocant interaccions no especifiques amb els reactius. Per
comprovar aquest fenomen, es van intercanviar els passos seguits, realitzant en
primer lloc la desnaturalitzacié seguida de la hibridacié amb la sonda amb digoxigenina
i finalment la unié amb les particules. Aixi s’evita escalfar les particules magnétiques.
Realitzant les etapes en aquest ordre, disminueix I'adsorcié inespecifica i millora la
relacio S/N de 1.36 a 4.00 (Figura 4.14, B). Aquesta estratégia és util quan el parell
d’encebadors de la PCR no només amplifica 'amplicé d’interés analitic sin6 altres
fragments no especifics, observant més d’'una banda a I'electroforesi de gel. En aquest
cas és necessari identificar que el fragment esperat s’ha amplificat. Per tant, es podria
fer servir aquesta estratégia per augmentar la selectivitat de I'assaig mitjancant la

hibridacié amb una segona sonda.
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Figura 4.14: Deteccio6 electroquimica especifica de I'amplicé marcat amb biotina. Escalfant les particules
magneétiques a I'etapa de desnaturalitzacio (A) i amb I'addicié després de la desnaturalitzacié (B). En els
dos cassos es mostra I'adsorcié inespecifica provinent del control negatiu de la PCR (barres en blanc).
Quantitat de reactius: 6.2x10° particules magnétiques, 60 pg antiDIG-HRP, 225 pmols sonda marcada

amb digoxigenina. La resta de condicions com a la figura 4.12. n= 3.

4.3.5.4 Deteccié electroquimica de IP'amplicé de Salmonella mitjang¢ant

I’lamplificacié del genoma amb encebadors magnétics

S’ha desenvolupat un nou assaig de PCR que presenta com a novetat I'amplificacio
per PCR a la superficie de particules magnétiques. Amb aquest objectiu s’'incorporen a
la mescla de reacci6é de la PCR, encebadors magnétics. La Figura 4.15 mostra els
resultats obtinguts amb quantitats creixents de particules magnétiques (encebador
magnétic) addicionades a la mescla de PCR. Com es pot observar el senyal augmenta
fins a arribar a una zona de saturacié en la que I'encebador biotinilat esta en excés
respecte als altres reactius de la PCR. L’adsorcio inespecifica augmenta incrementant
el nombre de particules. Aquest fenomen es pot explicar per la modificacié de
I'estructura de les particules a 'augmentar la temperatura tal i com s’ha explicat a la
seccio anterior. Tot i que I'adsorcié inespecifica és elevada, s’observa una clara
diferencia amb el control positiu i el negatiu (sense addicionar el DNA motllo). Aquest
assaig simplifica I'assaig per a la deteccio del fragment 1S200 i proporciona resultats

prometedors per a la deteccié directa electroquimica del fragment amplificat.
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Figura 4.15: Amplificacié del fragment 1S200 per PCR sobre particules magnétiques. Els punts en blanc
mostren el senyal obtingut amb els controls negatius de la PCR. Condicions experimentals descrites a la
figura 4.12.

4.4 GENOSENSORS AMPEROMETRICS PER A LA DETECCIO
D’ESCHERICHIA COLI

4.4.1 Optimitzacié6 del potencial aplicat a magneto eléctrodes (m-GEC) i

eléctrodes modificats amb avidina (Av-GEB)

Per voltamperometria ciclica s’ha observat que la incorporacié de la proteina avidina
desplaga el potencial de regeneracié de la hidroquinona a potencials més negatius,
aproximadament -0.175 V respecte -0.050 V per GEC i m-GEC respecte Ag/AgCI (§
4.2.1). Aquest potencial pot variar amb la immobilitzacié de biomaterial sobre la
superficie de I'eléctrode. Amb l'objectiu d’optimitzar el potencial de regeneracié de la
hidroquinona es modifica la superficie d’eléctrodes m-GEC o Av-GEB amb el conjugat
biotina-HRP i es realitza el mesurament per amperometria variant el potencial aplicat.
Tal i com es pot observar a la Figura 4.16 el potencial 6ptim pels dos eléctrodes és de
-0.150 V. Per tant, a les seglients seccions s’aplicara aquest potencial per a regenerar

el mediador hidroquinona.
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Figura 4.16: Optimitzacié del potencial de regeneracié del mediador per eléctrodes m-GEC i Av-GEB.
Quantitat de reactius: 6.2x10° particules magnetiques, 0.5 pmols de biotina-HRP (m-GEC) i 20 pmols de
biotina-HRP (Av-GEB). Medi: 0.1 M fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0. Mediador: 4.90 mM hidroquinona. Substrat:
1.81 mM H20.. E aplicat respecte Ag/AgCI. n= 3. Els resultats es mostren com la mitjana del senyal amb

la corresponent desviacio estandard.

4.4.2 Caracteritzacio dels eléctrodes per microscopia de fluorescéncia

La distribucié de la proteina avidina a la superficie dels biocompodsits construits es va
estudiar per microscopia laser confocal de fluorescéncia, mitjangcant un marcador
fluorescent biotina-fluoresceina.

A la Figura 4.17 (A) es pot observar una fluorescéncia intensa (en verd) que correspon
als llocs d’unié especifica avidina (GEB)/ biotina-fluoresceina. El control negatiu per a
'avaluacié de I'adsorcié inespecifica es mostra a la Figura 4.17 (B). Tal i com es pot
observar, la unié inespecifica és menyspreable respecte I'especifica, demostrant la

presencia de llocs actius a la superficie del biocompdsit per a la unié amb biotina.

Figura 4.17: Microscopia laser confocal d’eléctrodes Av-GEB modificats amb 80 pmols d'un conjugat
biotina-fluoresceina (A) i el control negatiu amb 80 pmols de fluoresceina (B). La A d’excitacié del laser és
de 568 nm i el voltatge de 352 V.
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4.4.3 Seleccioé de la seqiiéncia del gen eaeA i disseny dels encebadors

Es comparen 62 soques d’Escherichia coli per tal d’obtenir una sequéncia altament
conservada del gen eaeA i dissenyar un parell d’encebadors especifics. A la Figura
4.18 es mostra la sequéncia escollida del gen eaeA de 469 parells de bases (pb). Les
bases marcades amb la lletra “N” mostren una elevada variabilitat entre les seqtiéncies
analitzades i per tant son bases que cal evitar en el disseny dels encebadors (eaeA up
i eaeA down). Es preveu que els encebadors dissenyats generin un unic fragment de

112 pb (bases subratllades a la figura).

SCTCCGATTCCTCTGGTGACGATGGGGATCGATTACCGTCATGGTACGGGTAATGAAA
ATGATCTCCTTTACTCAATGCAGTTCCGTTATCAGTTTGATAAANCGTGGTCTCAGCAAA
TNGANCCACAGTATGTTAACGAGTTAAGAACATTATCNGGCAGCCGTTACGATCTGGTT
CAGCGTAATAACAATATTATTCTGGAGTACAANAAGCAGGATATTCTTTCTCTGAATATT
COGCATGATATTAATGGTACTGAACNCAGTACGCAGAAGATTCANTTGATCGTTAAGAG
CAAATACGGTCTGGATCGTATCGTCTGGGATGATAGTGCATTACGNAGNCAGGGCGEN
CAGATTCAGCATAGCGGAAGCCAAAGCGCACAAGANTACCAGGCTATTTTGCCTGCTTA
TGTGCAAGGTGGNAGCAATATTTATAAAGTGACNGCTCGCGCCTATGACCGNAATGGY

eaeA up: 5- CTGAATATTCCGCATGATATTAATGGTACTGA-3’
eaeA down: 5'- GTAATGCACTATCATCCCAGACGAT-3’
seqiiéncia Tagman: 5- FAM-ATCCAGACCGTATTTGC-NQF-3’

Figura 4.18: Fragment escollit de 469 pb del gen eaeA on es mostra la posicié dels encebadors i la

sequencia Tagman.

4.4.4 Avaluacio de la selectivitat dels encebadors amb PCR a temps real amb el

sistema Tagman

Els encebadors seleccionats s’avaluen mitjangant un equip de PCR a temps real amb
el sistema Tagman (§ 1.3.1.2) per a I'amplificacié de 16 soques incloent Escherichia
coli patogen, com E.coli 0157:H7; E.coli no patogen i Erwinia chrysanthemi. Els
encebadors amplifiquen selectivament el fragment de 112 pb en tots els bactéris
d’E.coli patogen sense amplificar el DNA inespecific provinent d’E.coli no patogen i
Erwinia chrysanthemi [7]. A la Figura 4.19 es mostra el grafic obtingut en 'amplificacié
d’E.coli 0157:H7 amb l'estratégia TagMan. Les corbes paral-leles corresponen a
dilucions seriades 1/10 de 4.5 ng/pl a 0.45 fg/ul de DNA motllo (8 dilucions). Per cada
dilucié hi ha dos replicats. A I'eix d’'ordenades es representa la fluorescéncia generada
per la sequéncia Tagman respecte el nombre de cicles d’amplificacié de la PCR. El
maxim de la segona derivada per a la primera concentracié de DNA motllo (a) talla I'eix

d’abscisses en un valor de cicle de PCR anomenat cicle de llindar (Ct, de I'anglés
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threshold cycle). El valor de Ct indica el cicle a partir del qual el senyal fluorescent
generat és superior al senyal llindar (en anglés threshold), calculat com 10 cops la
desviacio estandard del valor mig del senyal de fons. El llindar es mostra com la linia
paral-lela a I'eix d’abscisses que talla el grafic de 'amplificacié al valor de Ct (b). Tal i
com es pot observar les corbes d’amplificacié es desplacen a la dreta quan la
concentracié de DNA motllo decreix. Per la primera dilucié, 4.5ng/ul, el Ct correspon a

16 cicles. Per les seglents dilucions el Ct s’incrementa de 3 a 4 cicles.

Fluorescencia
2 Derivada Floorescencia

oo

0 2 4 & B2 161220 HMININMHMIELN
Clcle de PCR

Figura 4.19. Amplificacié d’E.coli 0157:H7 amb PCR a temps real amb el sistema Tagman. Les corbes
paral-leles representen dilucions seriades 1/10 de 4.5 ng/ul a 0.45 fg/ul de DNA motllo. EI maxim de la
segona derivada per a la primera concentracid talla I'eix d’abscisses determinant el valor de Ct per

aquesta concentracio (a). També es mostra la linia del senyal llindar (b).

Un cop determinada I'especificitat dels encebadors per a la deteccié d’E.coli patogen,
es fan servir per a la detecci6 electroquimica del producte amplificat d’E.coli 0157:H7,
perd en aquest cas un d’ells es marca amb biotina i I'altre amb digoxigenina, per tal
d’unir 'amplicé resultant a les particules magnétiques i poder-lo marcar amb el

conjugat enzimatic AntiDIG-HRP.

4.4.5 Sistema electroquimic de PCR quantitativa

4.4.51 Amplificacié del DNA

L’amplificacié del gen eaeA d’E.coli 0157:H7 es realitza amb els encebadors
dissenyats a § 4.4.3 perd en aquest cas marcats amb biotina (BIOTINA eaeA up) i amb
digoxigenina (DIG eaeA down) als extrems &’. La PCR es realitza aturant la reaccio
d’amplificacié a diferents cicles (5, 10, 15, 20, 25 i 30) per a poder mesurar

electroquimicament el producte amplificat al llarg del procés. A la Figura 4.20 es
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mostra com els encebadors marcats son especifics generant una unica banda, que
coincideix amb la banda de 118 pb del marcador, que és la longitud aproximada del
producte que es pretenia obtenir (112 pb). Aquesta banda s’observa a partir de 15

cicles d’amplificacio, per 5 i 10 cicles no s’observa cap banda al gel.

fragment del gen eaell amplificat

control

marcador 0c 5¢c 10c 15 ¢ 2c 2S¢ -
de PM negatiu

Figura 4.20: Electroforesi del producte d’amplificacié del gen eaeA parant la PCR a diferents cicles. La
concentracié del DNA motllo és de 2 ng/ul. També es mostra el control negatiu (sense addicionar DNA
motllo) i el marcador de pes molecular del fag ®X174/Hinfl.

4.4.5.2 Detecciéo electroquimica del producte amplificat d’Escherichia coli
mitjangant m-GEC i Av-GEB

El producte amplificat doblement marcat del gen eaeA s’avalua amb els eléctrodes m-
GEC i Av-GEB. A la Figura 4.21 es mostren els grafics obtinguts en la deteccié del
producte amplificat amb els dos eléctrodes i a diferents cicles d’amplificacié. Tal i com
es pot observar, el senyal electroquimic proporcionat per les dues estratégies amb m-
GEC (A) i Av-GEB (B) augmenta amb el numero de cicles fins arribar a un punt en el
que el senyal es satura i decreix lleugerament. La disminucié del senyal pot ser degut
a que el gran nombre de copies de DNA, unides a les particules magnétiques o a la
superficie activa de I'electrode Av-GEB, poden dificultar la transferéncia electronica
entre 'enzim peroxidasa i I'eléctrode, ja que el mediador soluble esta més impedit per
arribar al transductor.

Per cada grafic es calcula el cicle de llindar electroquimic (eCt), que és el primer cicle
en el que el senyal electroquimic generat és superior al senyal llindar (en anglés
threshold), calculat com 10 cops la desviacié estandard del valor mig del senyal de
fons. El senyal llindar es mostra als grafics com la linia discontinua paral-lela a I'eix
d’abscisses que talla cada grafic de 'amplificacié al valor d’eCt.

Tal i com es pot observar, després de només 10 cicles (eCt) es pot detectar 2ng/ul de
DNA motllo inicial per a I'electrode m-GEC (A) i 13 cicles per Av-GEB (B). Comparant

el sistema electroquimic de PCR quantitativa amb la PCR amb el sistema Tagman (Ct
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de 17 cicles) i I'electroforesi de gel (visualitzacié a partir de 15 cicles), els genosensors
basats en m-GEC i Av-GEB permeten detectar el producte amplificat en menys cicles
d’amplificacié. Addicionalment, cal destacar que en el cas de PCR amb el sistema
Tagman el volum de reacci6 és de 20 ul, i en el cas de la deteccié electroquimica els
volums que es fan servir per a la deteccidé sén més baixos, 2.5 yl per m-GEC i 5 pl per
Av-GEB. Respecte les estratégies electroquimiques, els eléctrodes m-GEC detecten el

producte amplificat en menys cicles que Av-GEB.

30
1501 A _10{ B 2
1 g 2
s 100 | estratégia 8 100 | estratégia 15
:g m-GEC :g Av-GEB 10
8 8 5
® 501 ® 50 -
@ ‘g 0 5 10 15 20 25 30 35
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2 o T T - 2 ] :
Ct llindar (threshold) 4 = llindar (threshold) 4
eCt | C-PCR C-PCR
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 4.21: Deteccio electroquimica de productes de PCR basat en les estratégies amb eléctrodes m-
GEC (A) i Av-GEB (B). Quantitat de reactius: 6.2x10° particules magnétiques, 5 ng de DNA motllo original
(A) i 10 ng de DNA motllo original (B). En tots els casos es fan servir 60 pug antiDig-HRP. Medi: 0.1 M
fosfat, 0.1 M KCI, pH 7.0. Mediador: 4.90 mM hidroquinona. Substrat: 1.81 mM H,O,. E aplicat (respecte
Ag/AgCl)=-0.15 V. n= 3. Els resultats es mostren com la mitjana del senyal amb la corresponent desviacio

estandard.

El limit de deteccio de les dues estratégies s’avalua aturant la PCR a diferents cicles
d’amplificacio (10, 15 i 20 cicles) fent servir dilucions seriades 1/10 de DNA motllo de
4.5 ng/ul a 4.5 fg/pl. A les dues estratégies es van analitzar 5 ul del producte amplificat
resultant. La resposta electroquimica es mostra a la Figura 4.22. Com es pot veure el
senyal augmenta amb concentracions creixents de DNA motllo. En el cas de
I'estratégia m-GEC, s’obtenen limits de deteccié de 0.45 ng/ul, 4.5 pg/ul i 0.45 pg/ul
per 10, 15 i 20 cicles. Per I'estratégia d’Av-GEB els limits de deteccié s6n de 4.5 ng/ul,
0.45 ng/ul i 4.5 pg/ul per 10, 15 i 20 cicles. Com indicaven els resultats de la Figura
4.21 l'estratégia m-GEC permet detectar concentracions més baixes de producte

amplificat.
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Figura 4.22: Avaluacié del LD de les estratégies amb eléctrodes m-GEC i Av-GEB. Es mostra el control
negatiu de la PCR (barres en blanc), les concentracions d’amplicé avaluades (barres en gris) i el LD (linia

discontinua). Les condicions experimentals com a la figura 4.21. n=3.

Aquests resultats indiquen que els eléctrodes Av-GEB permeten la immobilitzacio
superficial de [Il'amplico per [I'extrem biotinilat, perd que [Ieficiencia de dita
immobilitzacié millora al fer servir particules magnétiques, generant senyals més
grans. L'us de particules magnétiques també fa disminuir I'adsorcié inespecifica de
reactius en comparacié amb els controls negatius obtinguts amb I'estratégia d’Av-GEB.
Per tant, tornen a ser evidents els avantatges de dissenyar estratégies amb la
incorporacié de particules magnétiques.

Per l'estratégia basada en particules magnétiques i m-GEC amb 20 cicles
d’amplificacié s’aconsegueixen detectar 0.45 pg de DNA original, que equivalen
aproximadament a 7x10° CFU d’E.coli. Tot i que els limits de detecci® obtinguts
milloren respecte la PCR a temps real i I'electroforesi de gel, no arriben a proporcionar
els valors requerits per les agencies de seguretat alimentaria (abséncia en 25 g
d’aliment), per lo que es podrien fer servir procediments curts de preenriquiment de la

mostra per amplificar el nombre de cél-lules a nivells detectables.
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4.5 MAGNETO IMMUNOSENSOR AMPEROMETRIC PER A LA
DETERMINACIO D’ACID FOLIC EN LLET

4.5.1 Optimitzacié de I'immunoassaig

Per tal de dissenyar una estratégia electroquimica amb particules magnétiques per a
la deteccio d’acid folic en llet enriquida, s’optimitza el format immunologic amb un
assaig ELISA optic. S’escull un format competitiu ja que I'acid folic és una molécula de
pes molecular baix i es dificil trobar dos anticossos capacos d’interaccionar amb
epitops diferents de I'antigen. L’assaig competitiu es pot realitzar amb un format
competitiu directe o indirecte. Les dues configuracions s’avaluen amb I'ELISA amb
deteccié oOptica realitzant les incubacions en plaques de poliestire (§ 3.4.6) per a
determinar quin proporciona millors resultats en la determinacié d’acid folic. Tot i que el
format competitiu directe compren una sola etapa (competéncia del tragador enzimatic
i 'acid folic per I'anticos especific) el valor de IC50 que s’obté és més elevat que pel
format indirecte (Figura 4.23). Els valors de RSD obtinguts sén molt baixos, per la

concentracio IC50 és del 1% pel format directe i del 2% pel format indirecte.

A) ELISA competitiu directe B) ELISA competitiu indirecte
1.0 1.0
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Figura 4.23: Comparacio dels grafics obtinguts amb els formats d’ELISA competitius directe (A) i indirecte
(B). Concentracio de reactius: 0.2 ug/ml anticos primari i 0.03 pyg/ml AF-HRP (A); 0.035 pg/ml BSA-AF,
1/64000 anticos primari i 1/6000 AntilgG-HRP (B). n=3. Els resultats es mostren com la mitjana del senyal

amb la corresponent desviacié estandard.

Com que el format indirecte presenta millor competéncia s’escull aquest format i
s’optimitzen diferents parametres experimentals de I'assaig, com l'efecte de pre-
incubacié dels reactius (acid folic amb I'anticos especific), el temps d’incubacié a
'etapa de competéncia i la composicié de la solucié de l'etapa de competéncia
(concentracié Tween 20, forga ionica i el pH). Els resultats de I'optimitzacié es mostren
al material suplementari de la publicacié Lermo et al. (VIII). Aquests resultats indiquen

que la millor relacié Absorbancia max/IC50 s’obté sense fer pre-incubacio, amb 30 min
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de temps d’incubacié a I'etapa de competéncia i fent servir la solucio PBSTC a I'etapa
de competéncia (10 mM fosfat, 0.14 M NaCl, 0.01 % (v/v) Tween 20, pH 7.5).

4.5.2 Efecte matriu de la llet i Magneto-ELISA

L’efecte matriu de la llet s’avalua amb 'ELISA optimitzat a § 4.5.1, comparant la corba
obtinguda en PBSTC i la realitzada en llet. Tal i com es pot observar a la Figura 4.24,
quan es realitza 'assaig competitiu en llet hi ha un efecte matriu important. Aquest
efecte no s’aconsegueix reduir diluint la mostra o centrifugant-la a 35 °C (A, B). En
canvi, en el cas de precipitar les proteines de la llet amb el tampé de Mcllvaine,
s’aconsegueix reduir bona part de I'efecte matriu de la mostra (C). Malgrat que el
tampo de Mcllvaine simplifica la matriu, quan aquest s’avalua amb llets que contenen
concentracié coneguda d’acid folic s’obtenen valors de recuperacié molt baixos (5 %),

per tant aquest pretractament resulta incompatible amb la deteccié de I'acid folic.

1.5 1.5
£ * PBSTC g = PBSTC
2 Llet 5 Llet
N 1.0 Llet diluida 1/10 " 1.04 v Llet diluida 1/10
< + Lletdiuida 1/25 < + Llet diluida 1/25
P e Llet diluida 1/50 2 e Llet diluida 1/50
% 0.5 Llet diluida 1/100 & 0.5 Llet diluida 1/100
2 £
o o
@ 2
Qo —
< 0.0: T T T T T T T T " < 0.0 T T T T T T T 1
102 102 10" 10° 10" 102 103 104 105 10° 10 102 10" 10° 10" 102 103 104 105 10°
[acid folic] (nmol/l) [acid folic] (nmol/l)
£ 5l s+ PBSTC
- Llet
<

¢ Llet diluida 1/10
Llet diluida 1/20
o Llet diluida 1/50

=

o
1

°

Absorbancia / A
o
by

0.

c L) L) L) L) L) L) L) : L]
10 102 10" 10° 10' 10% 10% 10* 10° 10°
[acid folic] (nmol/l)

Figura 4.24: Comparaci6 de diferents tractament per a I'eliminaci6 de I'efecte matriu de la llet amb dilucié
(A), centrifugacié a 35 °C (B), i addicié de tampé de Mcllvaine (C). Les condicions experimentals com a la
figura 4.23 B. n=3.

Les particules magnétiques poden millorar la immobilitzacié dels bioreactius,
I'eficiencia de les reaccions bioldgiques i la minimitzacié d’adsorcions inespecifiques
tal i com es va veure a § 4.3.4.2 i 4.4.5.2. Per tant, es decideix incorporar particules

magneétiques a I'assaig ELISA en el format indirecte optimitzat a § 4.5.1. Es fan servir
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particules magneétiques recobertes de grups tosil i es modifiquen amb el conjugat BSA-
AF. La modificacié es realitza segons el protocol descrit al material suplementari de la
publicacié Lermo et al. (VIIl). L'eficiéncia de la unié s’avalua realitzant un test de
Bradford i s’obté que el percentatge de conjugat unit és del 60 %.

El magneto-ELISA descrit a § 3.4.8 es realitza en una corba d’acid folic preparada en
PBSTC i en llet diluida deu cops. Com es mostra a la Figura 4.25 (A), I'efecte matriu es
minimitza amb I'Us de particules magnétiques perd tot i aixi el senyal decreix quan
'etapa de competéncia es realitza en llet (diluida deu cops) respecte la corba en
PBSTC. Es decideix realitzar la corba en una solucié de llet referéncia en comptes de
fer servir PBST. La soluci6 de llet referencia es prepara mesclant tres llets comercials
desnatades i diluint-la 10 cops. La Figura 4.25 (B) mostra I'assaig realitzat amb llet de
referéncia i el compara amb les corbes obtingudes amb les tres llets comercials. Tot i
que no es pot eliminar I'efecte matriu, totes les corbes presenten un comportament
molt similar. Per tant, els seglents assajos es realitzaran en solucié de llet de

referéncia.
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Figura 4.25: Immunoassaig basat en el magneto-ELISA competitiu indirecte per la determinacié d’acid
folic. A: Resultats obtinguts en PBSTC (A) i solucié de llet referéncia (m). B: Resultats obtinguts en solucio
de referéncia i tres llets comercials desnatades, totes diluides 1/10 en PBSTC. Concentracié de reactius:
0.050 mg/ml particules magnétiques i 1/32000 anticos primari (A); 0.075 mg/ml particules magnétiques i
1/16000 anticos primari (B). En tots els casos 1/6000 AntilgG-HRP. n=3

4.5.3 Magneto immunoassaig electroquimic

L’assaig competitiu indirecte amb particules magnétiques es va mesurar
electroquimicament amb els magneto eléctrodes tal i com es descriu a § 3.4.9. A la
Figura 4.26 es comparen les corbes de competéncia obtingudes amb el magneto-
ELISA optic (A) i 'immunoassaig magnétic electroquimic (B) realitzats en llet referéncia
diluida 1/10. L’assaig electroquimic proporciona una bona resposta (IC50 de 46.6 nM i

LD de 13.1 nM) i amb valors comparables respecte I'assaig optic (IC50 de 36.3 nM i
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LD 4.2 nM). El valor de RSD per la concentracié IC50 és del 2% per l'assaig
electroquimic i del 3% per I'dptic. El rang lineal obtingut per I'assaig electroquimic va
de 21.1 a 129.3 nM i és suficient per a la deteccié d’acid folic en llets comercials
enriquides, ja que la concentracié d’acid folic en aquestes mostres és propera a 680
nM (300 ppb).
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Figura 4.26: Comparacié de les corbes obtingudes amb els formats competitius indirectes basat en el
magneto-ELISA optic (A) i el magneto immunoassaig electroquimic (B) en llet de referencia. Concentracié
de reactius: 0.075 mg/ml particules magnétiques i 1/16000 anticos primari (A); 0.1 mg/ml particules
magnétiques i 1/16000 anticos primari (B). En tots els casos 1/6000 AntilgG-HRP. Medi: 0.1 M fosfat, 0.1
M KCI, pH 7.0. Mediador: 4.90 mM hidroquinona. Substrat: 1.81 mM H,O-. E aplicat (respecte Ag/AgCI)= -
0.15V. n=3.

4.5.4 Determinacio d’acid folic en mostres cegues i llet enriquida

S’analitzen mostres cegues d’acid folic i llets enriquides amb el magneto-ELISA i el
magneto immunoassaig electroquimic. Les mostres cegues simulen llets enriquides
amb diferent concentracié6 d’acid folic. La Taula 4.1 mostra els valors de % de
recuperacié d’acid folic per les dues estratégies (la recuperacio és la relacié entre la
concentracidé mesurada i la real). Aquests valors s’obtenen a partir de les corbes
obtingudes en llet referéncia diluida 1/10. Els valors obtinguts indiquen una bona
correlaciéo amb els valors reals de concentracié a tot el rang de concentracions avaluat,
destacant valors de recuperacié proxims al 100 % per a la concentracié de 500 nM
(220 ppb) en les dues estratégies. Per concentracions superiors es subestima el valor

real de concentracio.
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Taula 4.1: Estudi d’exactitud en mostres cegues pel magneto-ELISA i el magneto immunoassaig

electroquimic.

Magneto-ELISA

Mostres cegues, diluides 1/10 amb tampé PBST.

Concentracio real (nM) | Concentracié trobada(nM) | Recuperacio (%)
160 164 103
250 221 88
500 501 100
1250 1103 88
2500 1497 60

Magneto immunoassaig electroquimic
Mostres cegues, diluides 1/10 amb tampé PBST

Concentracié real (nM)

Concentracié trobada(nM)

Recuperacio (%)

200 224 112
500 475 95
1200 1009 81
2500 1810 72

A la Taula 4.2 es mostren els valors obtinguts per dues llets comercials enriquides que
contenen 300 ppb d’acid folic (valor de l'etiqueta). Les dues estratégies proporcionen
valors molt propers al valor etiquetat, tot i que els valors obtinguts sén lleugerament
superiors. Aquest fet podria ser degut a que sovint s’addiciona més concentracié d’acid
folic a les llets enriquides per assegurar que el producte no proporciona menys
concentracié que la indicada a I'etiqueta, ja que es produeix una pérdua de part de

I'acid folic addicionat durant el procés d’escalfament de la llet [8,10,11].

Taula 4.2: Determinacio d’acid folic en llets comercials enriquides mitjangant el magneto-ELISA i el

magneto immunoassaig electroquimic.

Concentracio trobada
Concentracio —
Llets comercials enriquides etiquetada Magneto Estrategia
(ppb) ELISA electroquimica
(ppb) (ppb)
LLET ENRIQUIDA N° 1 300 333 321
LLET ENRIQUIDA N° 2 300 511 380

El magneto immnoassaig electroquimic desenvolupat es podria fer servir com a
meétode rapid de deteccid d’acid folic en aliments enriquits, per tal de controlar que el
contingut d’acid folic correspon al marcat a I'etiqueta del producte. El centre de control
de malalties i prevencié dels Estats Units (CDC, de I'angles Center for Disease Control
and Prevention) recomana una dosi diaria d’acid folic de 400 ug per dia [8],
especialment indicat en dones embarassades i infants; mentre que [llnstitut de

Medicina dels Estats Units (IOM, de I'anglés Institute of Medicine) estableix el valor
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limit en 1000 ug per dia [9]. Valors superiors podrien intervenir emmascarant malalties
com l'anémia o interferir en terapies anticonvulsives o del tractament del cancer.

Aquests efectes secundaris tenen importancia majoritariament en gent gran [10].
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5 CONCLUSIONS GENERALS

Diferents agéncies de control alimentari, tant de la Unié Europea com de la resta del
mon, han establert programes preventius que recullen la necessitat del
desenvolupament i implementacié de sistemes de control dirigits cap a la millora de la
seguretat i la qualitat dels aliments, tenint en compte totes les etapes que intervenen
en la produccié d’'un aliment, des de la matéria prima fins que arriba al consumidor
final. Per aconseguir el compliment d’aquests programes preventius, s’ha establert
com a prioritat el desenvolupament de métodes de deteccio, analisi i diagnodstic que
siguin rapids, sensibles i automatitzats per un ampli espectre d’agents que amenacen
la salut humana. Els biosensors es presenten com els millors candidats per aconseguir
aquest nou repte. La necessitat d'analisis de diferents components a temps real en
arees cada vegada més diverses, ha promogut en aquests darrers anys que els
esforgos realitzats en el desenvolupament d'instrumentacioé analitica es dirigeixin cap a
la construccié de dispositius que siguin d’'us simple i de baix cost, tal com soén els
biosensors. Els biosensors constitueixen un camp multidisciplinari de 1+D i un mercat
molt atractiu. Originariament la investigacié en aquest camp provenia principalment del
sector clinic i biomeédic, perd actualment els biosensors no sén patrimoni exclusiu de la
investigacioé biomeédica. La industria alimentaria demanda métodes rapids per a estimar
la identitat, la caducitat, la deterioracié o la contaminacié dels aliments. A la industria
en general, i a l'alimentaria en particular, li és necessari controlar de manera fidel
parametres analitics en matrius molt complexes.

En aquest context, al present treball s’han abordat tres aspectes critics dels dispositius
biosensors que convergeixen cap a la simplificaci6 metodoldgica: la immobilitzacio
orientada del biomaterial, la marcacié i la transduccié del senyal analitic.

Aprofitant les caracteristiques electroquimiques millorades del material compodsit de
grafit-epoxi, altament emprat al nostre grup d’investigacid, s’han construit nous
transductors amperometrics modificats bioldgicament amb la proteina avidina (Av-
GEB). Els eléctrodes Av-GEB constitueixen una plataforma universal per a la

immobilitzacié orientada de material biologic i biorreceptors biotinilats. Els eléctrodes
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Av-GEB construits han mostrat un comportament electroquimic similar als composits
de grafit-epoxi (GEC) i s’ha obtingut una bona reproductibilitat entre eléctrodes
preparats amb un mateix lot de composit. La utilitat d’aquest material s’ha demostrat
per a la immobilitzacié de material bioldgic biotinilat, com productes de PCR marcats.

A més, s’han desenvolupat uns nous transductors amb caracteristiques magnétiques i
electroquimiques (eléctrodes m-GEC). Els eléctrodes m-GEC permeten el
desenvolupament de nous protocols de deteccid electroquimica de biomolécules
basats en particules magnétiques, amb els que s’aconsegueix la millora de la
sensibilitat i la recuperacié d’analits en mostres complexes, aixi com la simplificacio
metodologica. Els eléctrodes m-GEC construits també han mostrat un comportament
electroquimic similar als composits de grafit-epoxi (GEC) i s’ha obtingut una bona
reproductibilitat entre eléctrodes preparats amb un mateix lot de composit. Mitjangant
aquests transductors, m-GEC i I'iUs de particules magnétiques, s’han desenvolupat
diferents estratégies per a la deteccié de sequéncies sintétiques de DNA provinent de
bacteris patdgens alimentaris de rellevancia, fent servir com a model el bacteri
Salmonella, basades en la deteccid mitjangant I'activitat intrinseca del DNA (sense
marcador) i amb marcadors enzimatics. La deteccidé directa de sequéncies de DNA,
amb la immobilitzacié6 de sondes de captura a particules magnétiques, és una
estrategia simple que ha mostrat una bona especificitat realitzant I'assaig amb
sequéncies no complementaries. Aquesta estratégia és més rapida respecte la
deteccié amb marcadors enzimatics, ja que simplifica I'assaig al no requerir el pas
addicional de marcatge amb I'enzim. En canvi, presenta els inconvenients de ser
menys sensible, requerir instrumentacié associada complexa i tractament matematic
per a la obtencid del senyal amb un ordinador i programari adequat. La deteccio
directa, tot i presentar els inconvenients esmentats, és una estrategia rapida, de
procediment simple i especific, que es podria fer servir en el cas que la quantitat de
DNA no fos un factor limitant. L'estratégia amb marcadors enzimatics amplifica, degut
a l'activitat de I'enzim, el senyal obtingut i requereix instrumentaci®é més simple.
Aquesta estratégia es realitza en un format sandvitx, en el que la seqiiéncia analit es
detecta simultaniament amb dues sondes. Aquest format és més selectiu que la
hibridacié de I'analit amb una sonda, i no requereix el marcatge de la sequéncia analit.
El format sandvitx ha mostrat ser més efectiu realitzant la hibridaci6 de les sondes i la
sequéncia analit en un sol pas, i addicionalment té 'avantatge de ser més rapid que la
hibridacié sequencial. La incorporacié de particules magnétiques a I'assaig permet la
immobilitzacié de la sonda per un extrem sense la necessitat d’adsorbir-la en el
composit de grafit-epoxi. Aixi, la sonda esta més orientada pel reconeixement de la

sequéncia analit i s’evita la desorcié del material biologic. Addicionalment les particules
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magnétiques simplifiquen l'assaig, redueixen les adsorcions inespecifiques i permeten
la determinacié en matrius alimentaries complexes. El material bioldgic es capta amb
els magneto eléctrodes construits, introduint els eléctrodes dins de la solucié que
conté les particules, simplificant el procés mitjangant la integracié d’etapes analitiques.
La detecci6 de sequéncies sintétiques amb particules magnétiques i marcacio
enzimatica ha proporcionat un limit de deteccié de 1.2 pmols i ha demostrat una bona
selectivitat per a la deteccié de polimorfismes d'un sol nucledtid en condicions estrictes
d’hibridacio.

En moltes ocasions la quantitat de DNA de la mostra d’interés esta per sota del limit de
deteccio del dispositiu i no es pot realitzar la detecciéo directa amb genosensors
d’hibridacio, tal com és el cas de la deteccié de bacteris patdgens en els aliments, en
els que s’ha de garantir 'abséncia en 25 grams de mostra. En aquestes situacions és
necessaria I'amplificacié del material genétic mitjancant la técnica d’amplificacio
sintética per PCR. La deteccié amb particules magnétiques i marcacioé enzimatica s’ha
acoblat a la técnica de PCR per a la deteccié del fragment 1S200 de Salmonella,
obtenint un assaig rapid i molt sensible que permet la deteccié de quantitats infimes de
DNA amplificat de l'ordre de fmols. Per aconseguir I'amplificacié especifica del
producte de PCR cal fer servir encebadors especifics del producte amplificat. La
selectivitat d’aquest assaig ve proporcionada per tant per I'especificitat del parell
d’encebadors. En el cas que la PCR doni lloc a productes amplificats no especifics
(diferents al DNA original) es podria millorar la selectivitat d’aquesta estratégia amb la
incorporacié d’'una sonda d’hibridacié unicament complementaria al fragment especific
amplificat. En aquest context i per tal d’aconseguir la simplificacié metodologica i la
integracié de procediments, s’ha dissenyat un sistema d’amplificacio per PCR fent
servir encebadors marcats amb biotina i digoxigenina. En aquest procediment
s’aconsegueix al mateix temps I'amplificacié del material genétic i la marcacio del
producte amplificat, incrementant la sensibilitat de I'assaig i la immobilitzacié orientada
del producte amplificat en el transductor electroquimic. També s’ha desenvolupat una
nova estratégia d’amplificaci6 de PCR basada en encebadors magnétics, en la que
I'amplificacio té lloc directament a la superficie de les particules magnétiques. Aquesta
estrategia simplifica el protocol de deteccioé del producte amplificat per PCR, i podria
ser emprat per a la deteccié en continu de la mostra amplificada amb un sistema de
deteccié electroquimic acoblat a I'equip de PCR.

Els biocomposits modificats amb la proteina avidina (Av-GEB) presenten
caracteristiques electroquimiques millorades amb [l'avantatge de que el propi
transductor actua com a reservori de biomolécules. La superficie del biosensor es

renova facilment i es resolen alguns dels problemes més importants en el disseny de
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biosensors, com [l'estabilitat de I'element de bioreconeixement i la renovacid del
material biologic. Aquests eléctrodes juntament amb els magneto eléctrodes s’han fet
servir per a la deteccio de productes d’amplificaciéo de PCR del gen eaeA dels bacteris
Escherichia coli patogen. Les dues estratégies han permés la deteccié del producte
amplificat en menys cicles de PCR que la técnica habitual de deteccié basada en gels
d’electroforesi. En comparaci6 amb la técnica d’amplificacié i deteccid per
fluorescéncia dels productes de PCR a temps real amb sistema de sonda Tagman, els
genosensors soOn capagos de detectar sequéncies de DNA a menys cicles
d’amplificacio i a més resulten menys costosos i complexes. Els eléctrodes Av-GEB
permeten la deteccio de 4.5 ng/ul de DNA original a la mostra amb tan sols 10 cicles
d’amplificacio, i els m-GEC sén encara mes sensibles detectant 0.45 ng/ul de DNA pel
mateix nombre de cicles, observant per aquests Uultims menys adsorcions
inespecifiques. Aquestes estratégies acoblades a la PCR proporcionen una analisi
rapida (4 hores) respecte altres metodologies tradicionals basades en el cultiu
microbiologic (de 3 a 5 dies). Malgrat que els limits de deteccié del procediment de
PCR amb doble marcacié i amb deteccid electroquimica milloren respecte altres
procediments, no arriben a garantir I'abséncia de bacteris patdgens en 25 g de mostra,
per lo que caldria acoblar-los a procediments curts de preenriquiment de la mostra o a
procediments d'immunoseparacié magnética dels bacteris patdgens. En el darrer cas a
meés de preconcentrar els bacteris patdbgens de mostres complexes, es pot eliminar
possibles inhibidors de la PCR i evitar I'Us de procediments d’extraccié de DNA,
normalment complexos i amb baix rendiment.

A llltim bloc de la present tesi s’ha desenvolupat un magneto immunoassaig
electroquimic per a la detecciéo d’additius alimentaris, fent servir I'acid folic com a
model. Com a estratégia general, I'hapté, en aquest cas I'acid folic, s’ha aconseguit
immobilitzar a particules magnétiques recobertes de grups quimics tosil, formant un
enllag covalent amb la molecula de naturalesa hapténica i orientant-la cap al medi de
reaccid per aconseguir una competéncia millorada amb l'analit de la mostra. El format
competitiu (directe o indirecte) s’ha optimitzat amb un sistema ELISA amb deteccio
optica, proporcionant millors parametres el format competitiu indirecte (immobilitzacio
del conjugat BSA-acid folic). Mitjangant la modificacioé de les particules magnétiques i
I'estratégia de deteccio basada en eléctrodes m-GEC, s’ha aconseguit quantificar I'acid
folic en mostres cegues de llet enriquida, obtenint valors de recuperacié propers al
100%. També s’ha aconseguit quantificar el contigut d’acid folic en mostres reals de
llet enriquida, obtenint valors molt propers als indicats a la composicié dels productes.
L’efecte matriu de la mostra s’ha resolt realitzant la corba de competéncia en llet de

referéncia diluida 10 cops. Els avantatges proporcionats per les particules
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magneétiques i la sensibilitat electroquimica del transductor grafit-epoxi es combinen
per a l'obtencid d’'un dispositiu sensible per a l'analisi immunoldogica de mostres
complexes, capag¢ de ser acoblat en sistemes d’analisi en continu. Els immunosensors
desenvolupats permeten una analisi més rapida que el métode tradicional de deteccié
d’acid folic basat en cultius microbioldgics i és menys complexa que les técniques
classiques instrumentals com 'HPLC.

Els nous genosensors i immunosensors electroquimics desenvolupats presenten
caracteristiques millorades per a la seva aplicacié al camp de la seguretat alimentaria.
Aquests dispositius presenten els avantatges de ser rapids, econdomics, robustos i
sensibles, es poden construir en diferents configuracions i son facils de fer servir, sent
viable la seva implementacido en kits per a l'analisi descentralitzat. Deguda a la
orientacio del element de biorreconeixement s’han afavorit les reaccions bioldgiques
en els transductors. També es poden aplicar en diverses situacions analitiques,
immobilitzant el receptor bioldgic adient al biocompodsit d’afinitat universal o a les
particules magnétiques, en camps d’analisi tan variats com la medicina, la
biotecnologia, la biologia molecular, mesures mediambientals, i tal i com s’ha avaluat
en aquesta tesi, a la industria alimentaria per a l'analisi rapid, tant quantitatiu com

qualitatiu, als punts critics de control de la cadena de produccio.
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Abstract

A very sensitive genomagnetic assay based on a label-free electrochemical detection of the DNA target by using graphite-epoxy composite
(GEC) and magneto-GEC electrodes as electrochemical transducers has been developed.

The assay is based on the capture of DNA target on streptavidin magnetic beads by its hybridization with biotinylated inosine-substituted
probe and its electrochemical detection achieved by the measurement of the signal coming from the guanine oxidation of the DNA target.

The genomagnetic assay involves the following steps: the immobilization of biotinylated inosine-substituted capture probe onto streptavidin
coated magnetic beads following by hybridization with its target DNA or in the presence of non-complementary (NC) DNA. Two different
genomagnetic strategies have been developed for the selective electrochemical detection of DNA target. Firstly, an alkaline treatment was
performed in order to dissociate DNA hybrids from the magnetic beads, followed by the voltammetric measurement of guanine oxidation
signal using GEC electrode as an electrochemical transducer. In order to simplify the genomagnetic procedure, in the second strategy the
magnetic separation was directly achieved by using a novel magneto-electrochemical transducer based on GEC electrode containing a small
magnet (m-GEC).

The genomagnetic assay based on label-free electrochemical detection was developed for the specific detection of a sequence related with
Salmonella spp. with a target concentration of 20 wg/mL in 20 min of hybridization time. The main features related with these genomagnetic
assays, such as detection limit and the reproducibility, are discussed and compared with other genomagnetic assays.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Magnetic beads; DNA hybridization; Graphite-epoxy composite; Magneto-GEC electrode; Guanine oxidation signal; Salmonella spp

1. Introduction reproducible, stable and selective to complementary DNA

sequences are crucial in the development of emerging ana-

The development of novel and sensitive assays for
DNA hybridization and detection has become an increas-
ingly important research field [1]. The design and fabri-
cation of DNA-modified surfaces and materials which are
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lytical tools, such as DNA chips or simple diagnostic devices,
for detecting few DNA sequences, such as electrochemical
genosensors [2-6]. These devices have been extensively used
for the fast, cost-effective and simple diagnosis of inherited
or infectious diseases [7—10] but also for the early determina-
tion of infectious agents in various environments [9]. These
devices can be exploited for monitoring the sequence-specific
hybridization event directly [10-12] or by electrochemi-
cal DNA indicators, such as metal coordination complexes,
which are able to bind with the nitrogenous bases of DNA
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[13-18]. The use of inosine-modified probes and the appear-
ance of guanine signal upon hybridization with the target
have opened a new range of analytical possibilities in electro-
chemical genosensing. This strategy eliminated the external
labels and shortened the assay time. The chemical mecha-
nism of the oxidation of guanine was reported in detail [19].
Guanine showed an enhanced reactivity over the other four
physiological bases, including reactions with one-electron
oxidants. This fact is apparent in the one-electron potentials,
which are 1.34V (against the normal hydrogen electrode)
for guanosine, 1.79 V for adenosine and much higher for the
pyrimidines [19].

Lately, this strategy has been extensively used for devel-
opment of DNA sensor technology because of the advantages
coming from the label-free DNA detection.

Recent advances in the development of new materials have
brought unique opportunities to other sub disciplines, such
as chemistry or molecular biology [20-25]. One of the most
promising materials, which have been developed, is biolog-
ically modified-magnetic beads [26] based on the concept
of magnetic bioseparations. The biomaterial, specific cells,
proteins or DNA, can be selectively bound to the magnetic
beads and then separated from its biological matrix by using
a magnetic field [27]. The magnetic beads are commercially
available with a wide variety of surface functional groups
or biological molecules, material properties and sizes [27].
They can bring novel capabilities to bioaffinity assays and
sensors [28,29].

Bioanalysis has benefited from the use of magnetic beads
in electrochemical immunosensors [30] or fluorescence DNA
hybridization approaches [31]. The magnetic beads have been
also used in novel electrochemical genosensing protocols
[32,33]. These approaches using magnetic beads for detec-
tion of DNA hybridization have been combined with different
strategies for the electrochemical detection [34—44], such as
label-free genosensing [34,37,44] or different external labels,
such as enzymes [35,38], electrochemical indicators [36] or
metal tags, e.g. gold or silver nanoparticles [39-41] and using
different electrochemical techniques, such as differential
pulse voltammetry (DPV), potentiometric stripping analysis
(PSA) or square wave voltammetry (SWV). Rigid conduct-
ing graphite-polymer composites and biocomposites have
been extensively used in our laboratories for electrochem-
ical biosensing [45,46]. In addition to ease of preparation,
GECs present numerous advantages over other traditional
carbon-based materials: higher sensitivity, robustness and
rigidity [46]. The ideal transducing properties of graphite-
epoxy composites (GECs) [47] and biocomposites (GEB)
[48] has been demonstrated for electrochemical genosensing
based on enzyme labeling. Moreover, GEC has an uneven
surface where DNA can be adsorbed using simple adsorption
procedures avoiding the use of procedures based on previous
activation/modification of the surface transducer and sub-
sequent immobilization, which are tedious, expensive and
time-consuming without any loss in sensitivity or selectivity
[49]. The mechanical properties of GEC permit the design of

genosensors in different configurations and the regeneration
of the surface by a simple polishing procedure.

Additionally, the utility of GEC as a transducer for label-
free hybridization genosensing has been illustrated for the
specific detection of a sequence related with Salmonella spp.
[12,50-52]. Traditional cultural procedures for isolating and
identifying Salmonella spp. in foods require 3—4 days to pro-
vide presumptive results and an additional 1-2 days for fur-
ther biochemical confirmation. Accelerated Salmonella spp.
detection procedures would allow the food industry to reduce
warehousing costs and permit increased testing of both food
ingredients and final products. Insertion sequence 1S200 is a
transposable element of some 700 bp [50], being present in
more than 90% of the pathogenic or food poisoning isolates
of Salmonella spp. [51,52]. IS200 has been used as a suitable
sequence to identify isolates of Salmonella with relatively
high accuracy [53-56].

In a previous study [12], we performed an electrochemi-
cal approach using GEC electrodes for the detection of the
specific sequence related with Salmonella spp. by using the
oxidation signal of guanine without any modifications in the
native bases or any external labeling as first time in the liter-
ature.

In this study, a novel label-free genomagnetic assay for
the electrochemical detection of a specific sequence for
Salmonella spp. has been presented. This sensitive genomag-
netic assay is based on a label-free electrochemical detection
of the DNA target by using graphite-epoxy composite and
magneto-GEC (m-GEC) electrodes as electrochemical trans-
ducers. The assay is performed by the capture and hybridiza-
tion of DNA target with a biotinylated inosine-substituted
probe onto streptavidin-coated magnetic beads and the elec-
trochemical detection based on the signal coming from gua-
nine oxidation of DNA target. The sensitive label-free detec-
tion by using GEC or m-GEC electrode as electrochemical
transducers is combined with the efficient magnetic separa-
tion for improving selectivity in this assay as the first time.
The features of these assays are discussed with the advantages
and disadvantages in comparison with other genomagnetic
assays and with the state-of-the-art.

2. Experimental
2.1. Apparatus

Electrochemical measurements were performed by using
differential pulse voltammetry technique with an AUTO-
LAB PGSTAT 30 electrochemical analysis system (Eco
Chemie, The Netherlands). A three-electrode set-up was
used comprising a platinum auxiliary electrode (Crison 52-
67 1, Spain), a double junction Ag/AgCl reference electrode
(Orion 900200) with 0.1 M KCl as the external reference solu-
tion and as a working electrode, GEC and m-GEC electrodes.
All potentials were referred against Ag/AgCl reference elec-
trode.
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The magnetic separation was performed using a magnetic
separator Dynal MPC-S (product no.120.20, Dynal Biotech
ASA, Norway).

A scanning electron microscope (SEM) (Hitachi S-570,
Tokyo, Japan) is used to evaluate the distribution of the mag-
netic beads on the electrode surface.

2.2. Chemicals

The synthetic oligonucleotides (the target and its com-
plementary and non-complementary probes) were pur-
chased from TIB-MOLBIOL (Berlin, Germany). Their base
sequences are:

Biotinylated inosine-substituted probe (23-mer) : 5’-biotin-
CCT ACT ICC CTA CIC TTC TCT CC-3;

1S200 target (IS200 23; 23-mer): 5'-GGA GAG AAG CGT
AGG GCA GTA GG-3/;

1S200 target (IS200 56; 56-mer):5-GA GAG AAG CGT
AGG GCA GTA GGC AGC ATA TTA AGA AAA TTG
TGT GAA TGG AAA AA-3;

Non-complementary, NC-1 (23-mer): 5'-AAC TCG ACA
CAC TCA TCT TCG GC-3;

Non-complementary, NC-2 (62-mer): 5'-CAC ACC CGA
TGG AAC TGT AAA TAT CAC ATA GTT TTC GCG CCC
AAA TAC CGA AGA CAA GCG TT-3'.

All DNA stock solutions (100 mg/L) were prepared with
sterilized and deionized water and kept frozen. Other all
chemicals were in analytical reagent grade and they were sup-
plied from Sigma and Merck. Proactive streptavidin coated
beads (Dynalbeads M-280 Streptavidin Prod. No. 112.06)
were purchased from Dynal Biotech ASA (Oslo, Norway).
All stock solutions and buffer solutions, such as (i) NCB
(75 mM sodium citrate buffer solution (pH 7.0) containing
750 mM NaCl) (ii) ABS (0.2 M sodium acetate buffer solu-
tion (pH 4.8) containing 20 mM NaCl), (iii) PBS (50 mM
phosphate buffer solution (pH 7.4) containing 20 mM NaCl),
(iv) TTL (100 mM Tris—HCI (pH 8.0) 0.1% Tween 20, 1 M
LiCl) and (v) TT (250mM Tris—HCI (pH 8.0) and 0.1%
Tween 20) were prepared using deionized and autoclaved
water.

2.2.1. Construction of GEC and m-GEC electrodes
Graphite powder and epoxy resin were hand-mixed in a
1:4 (w/w) ratio. The resulting paste was placed to a depth
of 3mm in a cylindrical PVC sleeve body (6 mm i.d.) with
an electrical contact. For preparation of m-GEC electrode,
a small cylindrical magnet (3 mm diameter) was placed into
the center of this electrode after the addition of a thin layer of
composite paste in order to avoid the direct contact between
the magnet and the electrical connector. After filling the elec-
trode body gap completely with the soft paste, the electrode
was tightly packed. Both kind of electrodes (GEC and m-
GEC) made with the composite material were cured at 40 °C
for 1 week [12] in order to obtain a rigid composite. Before
each use, the surface of both the GEC and m-GEC electrodes

were wetted with double distilled water, and then thoroughly
smoothed with abrasive paper and then with alumina paper
(polishing strips 301044-001, Orion). In all cases, both trans-
ducers, GEC and m-GEC, were anodized at +1.20 V for 1 min
in PBS as a pretreatment step.

Before the development of the genomagnetic assay, the
effect of different solutions containing 23-mer bases target
sequences and the optimum temperature for the adsorption
step were studied based on guanine and adenine oxidation
signals. For this purpose, 60 pg/mL of IS200 23 sequence was
used as following the same procedure reported in previously
work published by Erdem et al. [12]. The oxidation signals
of guanine and adenine were measured by DPV in ABS by
scanning from +0.30 V to +1.20 V at the pulse amplitude of
100mV and the scan rate of 15 mV/s.

2.2.2. Microscopic characterization of m-GEC modified
with magnetic beads by scanning electron microscopy

The SEM technique was used to evaluate the distribution
of magnetic beads in different concentrations on the sur-
face of m-GEC. The purpose of this study was to evaluate
the optimum amount of magnetic beads in order to obtain a
monolayer on m-GEC for ensuring the contact of DNA on
the surface of electrochemical transducer.

For this purpose, different solutions of magnetic beads
were prepared, and 20 pL of each solution was put on the
surface of the electrodes. The surfaces of the m-GECs were
previously polished and pre-treated with ultrasound for 1 min.
The same acceleration voltage (10kV) but different resolu-
tions (10, 50 and 100 wm) were used in all cases.

2.2.3. DNA probe immobilization and DNA target
hybridization on the magnetic beads

The preparation of the probe-modified magnetic beads
was based on a previously reported procedure [34] using for
every separation or washing steps using a magnetic separa-
tor in order to separate the magnetic beads efficiently from
the solution, but with the following modifications: 50 g of
streptavidin-coated magnetic beads was transferred into a
1.5mL centrifuge tube. The magnetic beads were washed
with 90 wL TTL buffer and resuspended in 21 wL TTL buffer.
Five microgram of biotinylated probe was added and incu-
bated for 15 min at room temperature with gentle mixing.
The immobilized probe was then separated and washed twice
with 90 wL. TT buffer, resuspended in 50 wL hybridization
solution (NCB buffer) containing different amounts of IS200
target and non-complementary (NC) DNA sequences. The
hybridization reaction was carried out for 20 min at room
temperature.

2.2.4. Genomagnetic strategy and electrochemical
detection of DNA hybridization using GEC electrode

The beads containing DNA hybrids were then washed
twice with 90 uL NCB and resuspended in 25 pL of 0.05M
NaOH solution for the alkaline treatment during 5 min. After
the alkaline treatment step, 25 wL of the resulted solution
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was transferred into the vial containing 125 pL. NCB. The
vial was mixed for 1 min. Dry-adsorption on GEC transducer
was performed under static conditions with the electrodes at
upright position after addition of 20 wL solution containing
DNA on the anodized GEC surface of the electrode. The dry-
adsorption of DNA was allowed to proceed until dryness,
during 45 min at 80 °C.

After adsorption, the GEC electrode was dipped into ABS
for 5. Then, the electrode was transferred into the electro-
chemical cell for voltammetric transduction.

2.2.5. Genomagnetic strategy and electrochemical
detection of DNA hybridization using m-GEC electrode

When m-GEC electrode was used as electrochemical
transducer, the alkaline treatment step is eliminated from the
genomagnetic assay. Instead of the alkaline treatment, 20 pLL
of NCB was added into the vial containing oligomer or hybrid
surface-modified beads. The beads were washed twice by
using 90 pL. NCB. The vial was mixed for 1 min and the
hybridized beads conjugates were then washed twice with
90 wL NCB. After the final washing step, the magnetic beads
inside the vial were captured by dipping the anodized m-
GEC electrode. Immediately the beads take their way straight
to the surface of the previously anodized m-GEC electrode
due to the presence of the magnet inside of the composite.
Dry-adsorption was then performed during 45 min at 80 °C,
as previously described for GEC transducer. After 45 min,
m-GEC electrode was dipped into ABS for 5s. Then, the
electrode was transferred into the electrochemical cell for
voltammetric transduction.

2.2.6. Voltammetric transduction

The oxidation signal of guanine was measured by DPV in
ABS by scanning from +0.30 V to +1.20'V at a pulse ampli-
tude of 100 mV and the scan rate of 15 mV/s.

3. Results and discussion

In this study, a genomagnetic assay for the label-free
electrochemical detection of a DNA sequence related with
Salmonella spp. was developed by using GEC or m-GEC
electrodes as electrochemical transducer in a target concen-
tration of 20 wg/mL in 20 min of hybridization time.

The overall performance of this genomagnetic assay was
strongly dependent on the experimental variables, which
affect the hybridization efficiency, such as probe and target
concentration, the amount of streptavidin coated magnetic
beads and the hybridization time. The influence of these
experimental parameters was also studied to obtain an opti-
mum analytical performance [12,34].

SEM images have been used to provide qualitative infor-
mation about the distribution of different amount of magnetic
beads on m-GEC surface.

Fig. 1 shows comparatively the SEM images of m-
GEC with different amount (4.5 x 10°,9.1 x 107, 1.8 x 10%,

3.6 x 10%, 7.3 x 103 and 1.5 x 10%) of magnetic beads. As
can be seen, a number of magnetic beads between the range
of 1.8 x 10° and 9.1 x 10° of magnetic beads are close to the
value of a monolayer. However, aggregates of magnetic parti-
cles can be observed. Lower amount of magnetic beads could
produce worse sensitivities for the electrochemical detection
of DNA. On the other hand, higher amounts of magnetic
beads are not useful, since they are not in close contact with
the electrochemical transducer in order to obtain an elec-
trochemical signal related with the immobilized DNA on
magnetic beads.

In comparison to previously reported results using GEC
electrodes without magnetic separation [12], other experi-
mental conditions using GEC and m-GEC electrodes were
also optimized here in order to obtain the optimum buffer
solution for adsorption and the optimum temperature. Two
different procedures for adsorption (wet- and dry-adsorption)
were performed: (i) dry-absorption and (ii) wet-adsorption,
at 80 and 42°C, respectively. While dry-adsorption relies
on leaving DNA to dry on the GEC or m-GEC surface,
wet-adsorption relies on leaving DNA to interact with the
carbonaceous surface through physical forces in the presence
of water.

The optimal buffer composition for the wet-adsorption at
42°C on GEC was firstly optimized by using three differ-
ent media: (i) deionized and autoclaved water, (ii)) ABS and
(i1) PBS were used as buffers containing 23-mer bases target
sequence at 60 pg/mL concentration level. Wet-adsorption
at 42 °C with the electrodes was then performed by adding
20 nL of DNA solution prepared in different buffer compo-
sition onto the GEC electrodes at upright position. The most
reproducible results related to guanine and adenine oxidation
signals were obtained with PBS following by wet-adsorption
at 42 °C (results not shown).

In order to optimize the experimental conditions for dry-
adsorption at 80 °C, the hybridization buffer study was per-
formed by using m-GEC and comparing the results obtained
with PBS and those obtained with NCB. Guanine and adenine
signals were found as 2.3 and 3.4 pA in the presence of PBS
buffer; and 4.2 and 7.0 A in the presence of NCB, respec-
tively. Due to the higher sensitivity and more reproducible
results obtained with NCB, the optimum buffer was chosen
as NCB for dry-adsorption step in DNA hybridization on the
magnetic beads.

After the wet-adsorption at42 °C and the dry-adsorption at
80 °C of 60 pg/mL concentration level of IS200 23 DNA tar-
get in NCB onto m-GEC electrode, the guanine and adenine
oxidation signals were also obtained sensitively. Guanine and
adenine signals were found as 2.5 and 10.0 p.A at 42 °C; and
4.0 and 7.4 A at 80 °C, respectively. Due to the higher sen-
sitivity with dry-adsorption at 80 °C by using NCB, it was
chosen as the optimum conditions and used for further exper-
iments.

The reported genomagnetic assay involves these follow-
ing steps: (1) the immobilization of biotinylated inosine
substituted capture probe onto streptavidin coated magnetic



A. Erdem et al. / Sensors and Actuators B 114 (2006) 591-598 595

(A)

()

Fig. 1. (A) Scanning electron microphotographs of m-GEC modified with different amounts of streptavidin-coated magnetic beads. In all cases, identical
acceleration voltage (10 KV) and resolution 50 wm were used. (B) The conditions are as same as in (A) with chosen resolution 10 pm.

beads, (2) hybridization in the presence of target and/or
non-complementary (NC) and (3a) after alkaline treatment
to magnetic beads in order to dissociate of DNA hybrids
from magnetic beads followed by voltammetric measurement
using GEC electrode or (3b) without alkaline treatment by

using m-GEC electrode as a magnetic separator and electro-
chemical transducer.

The appearance of guanine oxidation signals (observed
at +0.55 V) coming from the target, both for IS200 23 and
1S200 56 after hybridization with its complementary inosine
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Fig. 2. (A) Differential pulse voltammograms for the oxidation signals of
guanine obtained by using alkaline treatment after hybridization in the pres-
ence of (a) only inosine-substituted probe, (b) 20 pg/mL target sequence,
1S200 23, (c) only blank sample without any DNA. (B) Histograms for the
magnitude of guanine oxidation signals obtained after hybridization in the
presence of (a) only inosine-substituted probe, (b) 20 pg/mL target sequence,
1S20023, (c) 20 pg/mL target sequence, IS200 56. After dry-adsorption onto
GEC electrode at 80 °C during 45 min and a washing step, DPV measure-
ments in ABS was performed by scanning between +0.30 V and +1.20 V.

substituted probe was used as analytical signal. In compar-
ison to previously reported results using GEC electrode but
without any magnetic separation [4], in this study much more
sensitive label-free assay was performed as the first time in
combination with efficient magnetic separation by using GEC
or m-GEC electrode. The guanine oxidation signals sensi-
tively obtained in the presence of hybridization with 23-mer
and 56-mer bases target sequences by using alkaline treat-
ment and GEC electrode were shown in Fig. 2.

It is also possible to develop a sensitive genomagnetic
assay to avoid the alkaline treatment by using m-GEC elec-
trode. The results were presented in Fig. 3. Despite a good
reproducibility it was not observed, this genomagnetic assay

12
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[
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Fig. 3. Histograms for the magnitude of guanine oxidation signals obtained
by using m-GEC electrode after hybridization in the presence of (a) only
inosine-substituted probe, (b) 20 mg/L target sequence, 1S200 23, and (c)
20 mg/L target sequence, IS200 56. Without using any alkali treatment, dry
adsorption of oligo-modified beads onto m-GEC electrode was performed
at 80 °C during 45 min. Other conditions as described in Fig. 2.
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Fig. 4. Histograms for the magnitude of guanine oxidation signals obtained
by using GEC electrode after hybridization in the presence of (a) only
inosine-substituted probe, (b) 20 wg/mL of target sequence, 1S200 23, (c)
20 pg/mL of target sequence, IS200 56, (d) 20 pwg/mL of NC-1, and (e)
20 pg/mL of NC-2. Other conditions as in Fig. 2.

combined with m-GEC electrode could be a promising strat-
egy for DNA chip technology after future improvements.

Fig. 4 shows the results of selectivity of this genomagnetic
assay by using GEC electrode as electrochemical transducer.
In the presence of any of NC-1 and NC-2 oligonucleotides,
no guanine signal was observed. These results demonstrated
that fully non-complementary DNA did not interfere, because
non-complementary DNA could be easily removed by the
efficient magnetic separation.

Three subsequent experiments for genomagnetic of DNA
hybridization upon 20 pg/mL concentration of target (23-mer
bases, [S200 23) gave reproducible results as a mean guanine
signal of 4.8 pA and a R.S.D. value of 10.15% (n=3).

The detection limit (DL) estimated from S/N=3, cor-
responds to 9.68 fmol/mL target (56-mer bases, IS200 56)
concentration in the 20 wL samples using GEC electrode
with dry-adsorption at 80 °C. In comparison to the detec-
tion limits obtained with other genomagnetic assay developed
by using pencil graphite electrode or carbon paste electrode,
the DL was much lower than those previously reported ones
[34,35].

4. Conclusion

A very sensitive genomagnetic assay has been developed
for the detection of Salmonella spp. by sequence-specific
DNA hybridization based on the readout coming from gua-
nine oxidation in presence of target sequence and using
GEC and m-GEC electrodes as electrochemical transducers.
The reported label-free electrochemical genomagnetic pro-
cedure provides much sensitive, rapid and cheaper detection
than the assays previously reported [11-18,31,34,35]. This
enhanced sensitivity of the graphite-epoxy composite respect
to other electrochemical transducer and selectivity conferred
by the magnetic separation could be applied for the detec-
tion of PCR amplicons coming from real samples. Future
work will be focused on the development of a procedure
for PCR products combined with GEC or m-GEC electrode
in order to detect Salmonella spp., mainly for food industry
applications.
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RESUMEN

El diseno de nuevas estrategias de deteccion del DNA
basadas en su hibridacién es en la actualidad un campo
de investigacion de importancia creciente tanto para el
control de calidad como para la seguridad en la indus-
tria alimentaria. Con este objeto, se pueden utilizar mar-
cadores enzimaticos para la deteccion electroquimica
sensible de la hibridacion del DNA. En este trabajo se
describe un nuevo ensayo genomagnético sensible y
selectivo, basado en una marcacion enzimatica del DNA
y la posterior deteccion electroquimica utilizando un nue-
vo electrodo magnético. El DNA analito se une selecti-
vamente mediante hibridacién a un sonda de captura
biotinilada, y posteriormente se inmoviliza el DNA duplex
a particulas magnéticas biotiniladas. Asi se consigue
posteriormente la separacion del DNA analito de la matriz
biolégica compleja que lo contiene, mediante el elec-
trodo magnético. La deteccion sensible del DNA se con-
sigue finalmente mediante la marcacién con la enzima
HRP. La nueva metodologia demostré ser util para la
deteccién rapida y sensible de Salmonella spp. Las prin-
cipales caracteristicas de esta nueva estrategia de detec-
cion de DNA se comparan con las metodologias de ana-
lisis clasico de DNA.

Palabras claves: Avidina. Biosensor de DNA. Genosensor
electroquimico. Marcacion enzimatica. Particulas mag-
néticas. Salmonella spp.

SUMMARY

The development of novel and sensitive strategies for
DNA hybridization and detection has become increasingly

important in different fields, such as food quality and
safety control in food industry. For this purpose, enzyme
markers can be used as sensitive electrochemical repor-
ters for DNA hybridization. A sensitive, selective and rapid
genomagnetic assay -based on the enzymatic labelling
with electrochemical detection of DNA- by using a novel
magneto electrode has been developed. The DNA target
is selectively bound by its hybridization with the biotiny-
lated capture probe on streptavidin magnetic beads, and
then separated from its biological complex matrix by
using the magneto electrode. The sensitive DNA elec-
trochemical detection is finally achieved by the enzyme
marker HRP. The novel methodology is also shown to be
useful for the rapid and sensitive detection of Salmonelia
spp- The main features of this approach are compared
with classical DNA analysis.

Key words: Avidin. DNA biosensor. Enzyme-label elec-
trochemical genosensing. Magnetic beads. Salmonella

spp.

RESUM

El desenvolupament de noves estratégies basades en la
hibridacié i deteccié de DNA té actualment una importan-
cia creixent en diferents ambits com ara el control de la
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seguretat i qualitat de productes en la industria ali-
mentaria. En aquest sentit, diferents enzims poden ser
utilitzats com a marcadors electroquimics per a la deter-
minacio de la hibridacié de DNA. En aquest treball es
descriu un nou assaig genomagnétic sensible, selectiu i
rapid, basat en un marcatge enzimatic amb deteccié elec-
troquimica de DNA que utilitza un nou eléctrode magne-
tic. En aquest cas, el DNA que es pretén detectar, s’u-
neix de forma selectiva, per hibridacio, a una sonda de
captura biotinilada que es troba immobilitzada sobre par-
ticules magnétiques que contenen estreptavidina.
Posteriorment i mitjancant la utilitzacié d’un eléctrode
magnétic, el DNA problema pot ser separat de la matriu
biologica complexa que el conté. Finalment, la deteccié
electroquimica del DNA es porta a terme mitjancant el
marcador enzimatic HRP. Aquesta nova estrategia pot
ser utilitzada com a nou sistema rapid i sensible de detec-
cio de Salmonella spp. En el present treball també es
comparen les caracteristiques principals d’aquest méto-
de amb les que presenten els assaigs classics d’analisis
de DNA.

Paraules clau: Avidina. Biosensor de DNA. Genosensor
electroquimic marcat enzimaticament. Particules magne-
tiques. Salmonella spp.

INTRODUCTION

The development of new methodologies with the advan-
tages of rapid response, sensitivity and ease of multiple-
xing is now a challenge in the development of new bio-
chemical diagnostic tools. Electrochemical DNA biosensors
can meet these demands, offering considerable promise
for obtaining sequence-specific information in a faster, sim-
pler and cheaper manner compared to traditional hybridi-
zation assays. Such devices possess great potential for
decentralized testing, especially in food industry applica-
tions.

DNA biosensors are devices combining a biological recog-
nition agent (DNA probe), with a transducer. The former
provides selectivity while the latter provides sensitivity and
the conversion of the recognition event (hybridization) to
a measurable electronic signal. A typical DNA hybridiza-
tion sensor involves a conversion of the hybridization event
into useful electrical signal. The DNA recognition event for
electrochemical genosensing is based mostly on electro-
active indicators (Erdem at al., 2001), metal nanoparticles
or quantum dots (Wang et al., 2001), or the DNA oxidation
signal coming from the guanine base (Palecek, 1958; Fojta
and Palecek, 1997; Jelen et al., 2002). Enzyme labelling
has been transfer from non-isotopic DNA classical met-
hods to electrochemical genosensing. The enzyme labe-
lling relies on the reaction between a biotinylated or digo-
xigenin modified DNA probe with the streptavidin or anti
DIG enzyme conjugate, respectively. Higher sensitivity and
specificity have been reported for the enzyme labelling
method compared with the other reported methods (Alfonta
et al., 2001; Palecek et al., 2002).

Salmonella spp is one of the most frequently occurring
foodborne pathogens affecting the microbial safety of food.
The fact that a very low number of Salmonella cells can be
infectious emphasizes the need for stringent food safety
measures. Traditional methods for isolating and identifying
Salmonella spp in foods relies on a multi-step process
involving: preenrichment, selective enrichment in both
selective and differential media, biochemical testing and
serological confirmation. These cultural techniques for
detection of Salmonella spp require 3-4 days to provide
presumptive results and an additional 1-2 days for further
biochemical confirmation (Tietien and Fung, 1995).

Accelerated Salmonella spp detection procedures would
allow the food industry to reduce warehousing costs and
permit increased testing of both food ingredients and final
products. A rapid test for food microbiology may be defi-
ned as a test that takes 4 to 12 h to complete (Tietjen and
Fung, 1995). Various rapid methods for detecting the bac-
terial genome have been developed. These strategies requi-
re the amplification of a predetermined segment of the tar-
geted organism by the polymerase chain reaction (PCR)
and the detection of the resulting amplified DNA fragment
by either optical or colorimetric methods, reducing the time
of the assay and providing results to genetic specificity.
Southern blotting and probe hybridization or the direct
identification of the amplicon by its size in gel electropho-
resis is the current method usually used for this task.

A novel method for the rapid determination of Salmonella
based on the electrochemical DNA magneto biosensor
is reported for the first time. The electrochemical detec-
tion of the DNA is based on an enzyme-DNA-magnetic
bead conjugate. In this novel procedure, instead of the
direct modification of the biosensor surface, the biolo-
gical reactions (as immobilization, hybridization and enzy-
matic labelling) as well as the washing steps can be suc-
cessfully performed on magnetic beads (Figure 1, A).
After the modifications, the magnetic beads can be easily
captured by magnetic forces onto the surface of a novel
magneto sensor (m-GEC, graphite-epoxy composite elec-
trodes holding a small magnet inside) (Figure 1, B). Once
immobilized on m-GEC, the DNA on the magnetic beads
can be electrochemically revealed based on an enzy-
matic labelling (Figure 1, C). The procedure for electro-
chemical DNA biosensing based on enzyme labelling
and magnetic beads is demonstrated for the rapid detec-
tion of a PCR-amplified 1S200 element specific for
Salmonella spp (Lam and Roth, 1983; Gibert et al., 1990;
Schiaffino et al., 1996). The advantages of this novel stra-
tegy for electrochemical DNA biosensing based on enzy-
me labelling and magnetic bioseparation is discussed
and compared with the current state of the art in DNA
analysis.

MATERIALS AND METHODS

Equipment

Amperometric measurements were performed with a LC-
4C Amperometric Controller (BAS Bioanalytical System,
USA). A three-electrode set-up was used comprising a pla-
tinum auxiliary electrode (Crison 52-67 1, Spain), a double
junction Ag/AgCl reference electrode (Orion 900200) with
0.1 M KCI as the external reference solution, and a wor-
king electrode (the m-GEC electrodes). Temperature-con-
trolled incubations were done in an Eppendorf Thermomixer
5436. The magnetic separation was performed using a mag-
netic separator Dynal MPC-S (product no.120.20, Dynal
Biotech ASA, Norway). A scanning electron microscope
(Hitachi S-570, Tokyo, Japan) is used to study the distri-
bution of the magnetic beads on the electrode surface.

Chemicals And Reagents

Composite electrodes were prepared using 50 pm particle
size graphite powder (BDH, UK) and epoxy resin Epotek
H77 resin and hardener (both from Epoxy Technology, USA).
The magnetic beads modified with streptavidin (Dynabeads
M-280 Streptavidin, Prod.No.112.05) were purchased from
Dynal Biotech ASA (Oslo, Norway). The hybridization solu-
tion was 5 x SSC. The marker used for the enzymatic labe-
lling (antidigoxigenin horseradish peroxidase, anti-Dig-
HRP) was purchased from Roche Biochemicals Diagnostics
(Germany).
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All oligonucleotide stock solutions were prepared with ste-
rilized and deionized water and stored at a temperature of
-20 °C until required. All oligomer sequences were obtai-
ned from TIB-MOLBIOL (Germany).

For the detection of Salmonella spp based on the specific
1S200 element (Lam and Roth, 1983; Gibert et al., 1990;
Schiaffino et al., 1996), the oligomer sequences were i) tar-
get unique to the 1IS200 element in Salmonella spp (1IS200
target 62 mer): 5° CAC ACC CGA TGG AAC TGT AAA TAT
CAC ATA GTT TTC GCG CCC AAA TAC CGA AGA CAA
GCG TT 3’;ii) biotinylated capture probe: 5 GTG ATATTT
ACA GTT CCA TCG GG-biotin 3’; iii) digoxigenin probe: 5’
DIG-CTT GTC TTC GGT ATT TGG GCG CG 3'.

Two primers, 23 and 21 nucleotides long, were designed
for PCR amplification of 1S200 sequence (Gene Bank acces-
sion AF 025380), in order to achieved an amplicon doubly-
labelled with biotin and digoxigenin respectively.

The primer sequences were:

Biotinylated 1S200 up: 5’ bio- ATG GGG GAC GAA AAG
AGC TTA GC 3’, whose 5’ end is 194 bp from 1S200 5’ end,
and DIG-1S200 down: 5’ DIG- CTC CAG AAG CAT GTG AAT
ATG 3’, whose 5’ end is 394 bp from 1S200 5’ end.

The amplification of DNA carrying an 1S200 element can
be expected to yield a doubly-labelled fragment of 201 bp.
Expand High Fidelity™** PCR System (Roche) was used for
performing the PCR, containing the Taq DNA polymerase,
the deoxynucleotides triphosphate, and MgCl. in a buffer
solution.

Bovine serum albumin (BSA) was purchased from BDH
(UK); Tween 20 and hydroquinone from Sigma; and hydro-
gen peroxide came from Merck (Germany).All other rea-
gents as ethidium bromide, agarose, proteinase K were of
the highest available grade. Aqueous solutions were pre-
pared with double distilled water. The solutions, and their
composition, were: Standard saline citrate (20 X SSC) (3.0
M NacCl, 0.3 M trisodium citrate, pH 7.0); Tris Buffer (0.1 M
Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.5), blocking Tris buffer (2 % w/v
BSA, 0.1 % w/v Tween 20 i 5 mM EDTA, in 0.1 M Tris, 0.15
M NaCl, pH 7.5).

DNA Amplification and Double Labelling of the 1S200
element specific for Salmonella

The PCR was performed in a 100 pl of reaction mixture
containing PCR template (200 ng of Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC14028 purified DNA) using the
Expand High Fidelity™"* PCR System (Roche). Each reac-
tion contains 200 uM of each deoxynucleotide triphosp-
hate (dATP, dGTP, dCTP, and dTTP), 0.5 uM of each labe-
lled primer (Biotinylated 1S200 up and DIG-IS200 down)
and 5 U of polymerase. The reaction was carried out in the
supplied buffer containing 1.5 mM MgCl.. The amplifica-
tion mixtures were exposed to an initial denaturation at
95 °C for 2 min followed by 30 cycles of 95 °C for 30 s,
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53 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s, and a last step of 7 min
at 72 °C. The amplification included a blank as a control,
which contained all reagents except the target DNA. The
amplification (and doubly-labelled) products were analy-
zed by electrophoresis in 3 % agarose gels in buffer 0.4 M
tris-acetate, 1 mM EDTA pH 8.0, containing 0.5 pg/mL ethi-
dium bromide, and a DNA size marker phi174/Hinfl. The
DNA bands in the gels were visualized by UV transillumi-
nation and they were photographed. As the primers were
labelled with biotin and digoxigenin, the amplicon was
expected to be labelled by both biotin and digoxigenin in
each extreme, respectively.

Construction of the Magneto Graphite-epoxy
composite (m-GEC) transducer

Graphite powder and epoxy resin in a 1:4 (w/w) ratio was
thoroughly hand mixed to ensure the uniform dispersion
of the graphite powder throughout the polymer. In both
cases, the resulting paste was placed in a PVC cylindrical
sleeve body (6 mm id), which has an electrical contact to
a depth of 3 mm. A small magnet (3 mm i.d.) was placed
into the centre of this electrode after the addition of a thin
layer of GEC paste in order to avoid the direct contact bet-
ween the magnet and the electrical connector (Figure 1).
Atfter filling the electrode body gap completely with the soft
paste, the electrode was tightly packed. The composite
material was cured at 40 °C for one week.

In all incidences, prior to each use the surface of the elec-
trode was wet with doubly distilled water and then polis-
hed, firstly with abrasive paper and then with alumina paper
to give a smooth mirror finish with a fresh renewable sur-
face. The reproducibility of the construction of the sensors
based on GEC and the polishing procedure have been pre-
viously reported by our group (Pividori et al., 2001).

Modification of the streptavidin magnetic particles

The protocol consisted in a previous modification of the
magnetic particles (Figure 1, A), performed under contro-
lled temperature and gently shaking. After each step, inclu-
ding the enzymatic labelling step, a magnetic separator
was used in order to separate the magnetic beads from
the solution. Suitable washing steps were performed after
each biological modification -such as immobilization, hybri-
dization and enzymatic labelling steps- to avoid the unde-
sirable non-specific adsorption phenomena. After the final
washing steps, the magnetic beads were captured by dip-
ping the electrode inside the reaction tube (Figure 1, B).
After the electrochemical detection based on the enzy-
matic activity of the marker (Figure 1, C), the surface of the
m-GEC electrode can be easily renewed to performed repe-
titive measurements by merely polishing the surface and
repeating the assay.

Figure 1. A) The modification of
the magnetic beads occurs in
solution (hybridization of DNA,
immobilization, and enzyme labe-
lling). B) The capture of the modi-
fied-magnetic beads on the mag-
neto sensor (m-GEC) is produced
by the magnetic affinity for the
magnet inside the sensor body.
C) Schematic representation of
the electrochemical detection
based on the enzymatic labelling
= of the magnetic beads on the mo-
dified m-GEC electrode surface.
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Electrochemical DNA sequence specific detection Based
On m-GEC and enzyme labelling

A capture format -in which the immobilization of the bio-
tinylated probe together with the hybridization was per-
formed in a one step procedure- was carried out. The DNA
is immobilized on the streptavidin-magnetic beads by a
single-point immobilization procedure based on strepta-
vidin/biotin interaction (Figure 1, C). Biotinylated DNA can
be firmly attached on streptavidin modified magnetic beads
in that way.

The protocol consists briefly on the following steps: i) One
step immobilization/hybridization procedure in which the
biotin labelled capture probe is immobilize on the strepta-
vidin magnetic beads, while the hybridization with the tar-
get and with a second complementary probe -in this case
labelled with digoxigenin- is occurring at the same time; ii)
Enzymatic labelling using as enzyme label the antibody
anti-Dig-HRP; iii) Magnetic capture of the modified mag-
netic particles; iv) Amperometric determination based on
the enzyme activity by adding H:O. and using hydroqui-
none as a mediator.

During the ‘One step immobilization/hybridization proce-
dure’, the target unique to the 1S200 element for the
Salmonella spp (1IS200 target 62 mer), together with the
biotinylated capture probe (205 pmols) and the digoxige-
nin probe (225 pmols) were added to 1.6 x 10° streptavidin
magnetic beads. The immobilization/hybridization in one
step was performed in 5 X SSC solution at a final volume
of 140 pl for 30 min at 42° C. Two washing steps were per-
formed for 10 min at 42 ° C in 140 ul of 5 X SSC solution.
After that, the ‘Enzymatic labelling step’ was performed
using as enzyme label the antibody anti-Dig-HRP (60 pg)
in blocking Tris buffer at a final volume of 140 pl for 30 min
at 42 °C. Two washing steps were performed for 10 min at
42 °C in 140 pl of Tris buffer. After the final washing steps,
the modified-magnetic beads were captured by dipping
the electrode inside the reaction tube. The ‘Amperometric
determination’ is based on the activity of the HRP enzyme
of the marker. The amount of enzyme-labelled antibody
bound to the Dig-DNA duplex was determined using the
following electrochemical detection procedure (Figure 1,
C). Chronoamperometric experiments were performed at
a potential of -0.100 V vs. Ag/AgCI electrode. This poten-
tial was chosen from cyclic voltammetry experiments
(results not shown). For the enzymatic activity determina-
tions, the m-GEC electrode modified with the HRP-labe-
lled-DNA magnetic particles was immersed in a hydroqui-
none electrolyte solution (phosphate buffer 0.1 M, KCI 0.1
M, pH 7.0, hydroquinone 1.81 mM). Subsequently, H:O: (the
HRP substrate) was added to a final concentration of 4.90
mM, which corresponds to the H.O. concentration capa-
ble to saturate the whole enzyme amount employed in the
labelling procedure. At Figure 1, C and Equation (1) are
represented the reactions that occur at the m-GEC sen-
sors surface polarized at -0.100 V (vs. Ag/AgCl) upon H:O-
addition in the presence of hydroquinone. After addition
of the substrate, the current was registered after a steady
state had been reached maximizing the catalytic activity
of the enzyme horseradish peroxidase. The electrode res-
ponse is defined as the difference in current before and
after the addition of H.O..

HRP(red) + H:0. — HRP(ox) + H20
HRP(ox) + HQ(red) —= HRP(red) + HQ(ox)
HQ(ox) + ne” —= HQ(red)

Equation 1

Evaluation Of Non-Specific Adsorption

As in other kind of classical DNA analysis methods, it is
important to control and evaluate the background adsorp-

tion. Non-specific adsorption assays evaluate all the adsorp-
tion processes producing analytical signals, except hybri-
dization between the DNA target and its complementary
DNA sequence (probe). The evaluation of the non-specific
adsorption was performed by adding all reagents except
the DNA target.

Rapid Electrochemical Verification of PCR Amplification
of Salmonella Based On m-GEC and enzyme labelling

The protocol consists briefly on the following steps: i) DNA
amplification and double labelling of Salmonella 1IS200
insertion sequence; ii) Immobilization of the doubly-labe-
lled amplicon in which the biotin extreme of the ds-DNA
amplicon was immobilize on the streptavidin magnetic
beads; iii) Enzymatic labelling using as enzyme label the
antibody anti-Dig-HRP able to bond the other labelled extre-
me of the ds-DNA amplicon ; iv) Magnetic capture of the
modified magnetic particles; v) Amperometric determina-
tion based on the enzyme activity by adding H:0. and using
hydroquinone as a mediator.

After the DNA Amplification and Double Labelling of the
1S200 element specific for Salmonella spp, a solution of
the amplified product coming directly from the PCR was
prepared in 5 X SSC. The Immobilization of the doubly-
labelled amplicon was achieved by adding the amplicon
to 6.2 x 10° streptavidin magnetic beads. The immobiliza-
tion was performed in 5 X SSC solution at a final volume
of 140 pl for 30 min at 42° C. All the experimental condi-
tions for the following steps were performed as previously
explained for the ‘Electrochemical DNA sequence speci-
fic detection Based On m-GEC and enzyme labelling’. The
non-specific adsorption evaluation was performed by pro-
cessing the negative control coming from the PCR ampli-
fication, in which all the reagents were added except for
the DNA Salmonella template in the PCR mixture.

RESULTS AND DISCUSSION

Recent advances in the development of new materials have
brought unique opportunities to the design of new analy-
tical strategies. One of the most promising materials which
have been developed is biological modified-magnetic beads
(Haukanes and Kvam, 1993) based on the concept of mag-
netic bioseparations. The biomaterial —specific cells, pro-
teins or DNA- can be selectively bound to the magnetic
beads and then separated from its biological matrix by
using a magnetic field. In this work we use streptavidin-
modified magnetic beads for the effective immobilization
based on the avidin-biotin affinity reaction. The avidin-bio-
tin reaction as an immobilization strategy for biomolecule
presents a variety of specific advantages over other sin-
gle point immobilization techniques. In particular, the extre-
mely specific and high affinity interaction between biotin
and the glycoprotein avidin (association constant Ka =10"
M) leads to strong associations similar to the formation of
a covalent bonding. This interaction is highly resistant to
a wide range of chemical (detergents, protein denaturants),
pH range variations and high temperatures (Jones and
Kurzban, 1995).

A novel magneto electrode based on graphite-epoxi com-
posite (m-GEC) as a transducing material has been design.
The novel genomagnetic assay based on enzyme labelling
to achieve the electrochemical detection is first demons-
trated for the sequence specific detection of the 1IS200 ele-
ment related with Salmonella in a capture format, as shown
in Figure 1. The DNA sequence detection is based on its
hybridization in a sandwich format with i) a biotinylated
capture probe to achieve the immobilization on the strep-
tavidin-modified magnetic bead and ii) a digoxigenin sig-
nalling probe to achieve the electrochemical detection,

16



Figure 2. Scanning electron microphotographs showing
the captured magnetic beads on the surface of m-GEC
magneto sensor. Resolution: 2 ym (1), 10 ym (2), 50 pm (3)
and 100 pym (4). Acceleration voltage: 10 kV. Number of
magnetic beads: 6.2 x 10°.

after the proper reaction with the antiDIG-HRP enzymatic
conjugate. After that, the modified-magnetic beads were
captured by dipping the electrode inside the reaction tube.
Figure 2 shows the distribution by Scanning Electron
Microscopy (SEM) of the modified magnetic beads on the
surface of the m-GEC electrode.

The enzyme is the electrochemical reporter to detect that
the hybridization event has been successfully performed.
Figure 3 shows the results for the detection of a 1IS200 ele-
ment specific for Salmonella in one-step capture format
by using the magneto DNA biosensor based on m-GEC
with enzymatic labelling. As can be seen, a higher signal-
to-non-specific adsorption is obtained in a large range of
concentrations. Figure 3 also shows that the electroche-
mical signal is related with the amount of the DNA target.
A similar strategy can be used for the electrochemical
verification of PCR amplicon for the rapid detection of
Salmonella spp, based on m-GEC and enzyme labelling.
In this case, during PCR, the amplicon is doubly-labelled
with both biotin -to achieve its immobilization on the
streptavidin magnetic beads- and digoxigenin -to per-
form the electrochemical detection based on the enzy-
me conjugate antiDIG-HRP-. The agarose gel electrop-
horesis indicates that under the PCR conditions used in
this work the double labelled set amplified exclusively
the 1S200 insertion sequence, producing only the expec-
ted 201 bp fragment as illustrated in Figure 4. These
results confirm that the 1S200 element from which this
primer set was derived is a suitable candidate for the
specific detection of Salmonella spp in real samples.
Figure 4 shows that the electrochemical method based
on m-GEC and enzyme labelling provides a highly sen-
sitive strategy for the rapid verification and quantifica-
tion of the PCR amplicon. However, this strategy provi-
des no information about the size of the amplified product.
Amplification products of incorrect size can be produ-
ced during PCR amplification. However, such problems
are commonly avoided by the careful design of the set
primers and of the PCR amplification conditions.
Moreover, this strategy can be easily coupled to a second
hybridization signalling probe, as demonstrated with the
results shown in Figure 3, in order to ensure the specifi-
city of the amplified product.
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Figure 3. Left, Electrochemical DNA sequence specific detection with increasing amounts of 1S200 sequence specific of
Salmonella based on m-GEC and enzyme labelling and, right, logarithm of the 1IS200 DNA target concentration, in both
cases plotted against the electrochemical signal. Black bars and dots show the total non-specific adsorption contribution
(omitting the addition of the DNA target) while white bars show the non- specific adsorption of the enzyme conjugate (omit-
ting the addition of biotinylated capture probe, DNA target and digoxigenin probe). Gray bars and dots show the increa-
sing amount of DNA 1S200 target specific for Salmonella. In all cases, 205 pmols biotinylated probe, 225 pmols digoxige-
nin probe, 60 pg AntiDig-HRP and 1.6x 10° magnetic beads were used. Medium: phosphate buffer 0.1 M, KCI 0.1 M, pH
7.0. Mediator: hydroquinone 1.81 mM. Substrate: H.O. 4.90 mM. Applied potential= -0.1 V (vs. Ag/AgClI). n=3.
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Figure 4. Left. Agarose gel electrophoresis of doubly-labelled PCR product (lane 2) obtained from Salmonella enterica sero-
var Typhimurium ATCC 14028 with the doubly-labelled primer set 1S200. Lane 3: Molecular weight marker (®X174-Hinf |
genome). No band was obtained with sterile water used as a negative PCR control (lane 1). Right. Rapid Electrochemical
Verification of PCR Ampilification of Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 with the doubly-labelled primer
set 1S200 based on m-GEC and enzyme labelling. Black dots show the total electrochemical signal processing the nega-
tive PCR control, while the gray triangles show increasing amount of DNA 1S200 doubly-labelled amplicon signal. 60 ug
AntiDig-HRP and 6.2 x 10° magnetic beads were used. Medium: phosphate buffer 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0. Mediator: hydro-
quinone 1.81 mM. Substrate: H.0: 4.90 mM. Applied potential= -0.1 V (vs. Ag/AgClI). n=3.

CONCLUSIONS

The novel electrochemical genomagnetic strategy using
magneto electrodes in connection with magnetic particles
and enzyme labelling offer many potential advantages com-
pared to more traditional strategies for detecting DNA. This
new strategy takes advantages of working with magnetic
particles, such as improved and more effective biological
reactions, washing steps and magnetic separation after
each step. The reported electrochemical genomagnetic
assay provides much sensitive, rapid and cheaper detec-
tion than classical DNA assays and by using non-toxic
reporters. The sensitivity of the assay can be attributed to
the enzyme labelling strategy and the used of the novel m-
GEC electrodes. The fabrication of the m-GEC electrodes
used in the design of this novel electrochemical DNA bio-
sensing strategy can be easily transferred to industrial sca-
le. The high sensitivity of this new sensor coupled with its
compatibility with miniaturization and mass fabrication
technologies (screen-printing techniques), make them very
attractive as user-friendly devices for quick analyses in
industrial applications. The selectivity conferred by the
magnetic separation will be used for the detection of PCR
amplicons coming from complex real samples. Future work
will be focused on the development of a procedure for PCR
products combined with m-GEC electrode an enzyme labe-
lling in order to detect Salmonella spp for food industry
applications in real time.
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Abstract

A sensitive and selective genomagnetic assay for the electrochemical detection of food pathogens based on in siftu DNA amplification with
magnetic primers has been designed. The performance of the genomagnetic assay was firstly demonstrated for a DNA synthetic target by its
double-hybridization with both a digoxigenin probe and a biotinylated capture probe, and further binding to streptavidin-modified magnetic beads.
The DNA sandwiched target bound on the magnetic beads is then separated by using a magneto electrode based on graphite—epoxy composite.
The electrochemical detection is finally achieved by an enzyme marker, anti-digoxigenin horseradish peroxidase (HRP). The novel strategy was
used for the rapid and sensitive detection of polymerase chain reaction (PCR) amplified samples. Promising resultants were also achieved for
the DNA amplification directly performed on magnetic beads by using a novel magnetic primer, i.e., the up PCR primer bound to magnetic
beads. Moreover, the magneto DNA biosensing assay was able to detect changes at single nucleotide polymorphism (SNP) level, when stringent
hybridization conditions were used. The reliability of the assay was tested for Salmonella spp., the most important pathogen affecting food

safety.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Electrochemical DNA biosensor; Magnetic primer; HACCP; Real-time PCR; SNPs; Salmonella spp

1. Introduction

Salmonella spp. is one of the most frequently occurring
foodborne pathogens affecting food safety. Since food reg-
ulatory agencies have established strict control programs in
order to avoid food pathogens entering the food supply, official
laboratories should be able to process — rapidly and efficiently —
a high number of samples. According to these requirements, the
development of rapid, inexpensive, sensitive, and high sample
throughput and on-site analytical strategies, which can be used
as an “alarm” to rapidly detect the risk of contamination by
food pathogens in wide variety of food matrixes, is thus a
priority, since traditional cultural methods require at least 3—4
days to provide presumptive results and additional 1-2 days for
further biochemical confirmation (Tietjen and Fung, 1995).

* Corresponding author. Tel.: +34 93 581 2118; fax: +34 93 581 2379.
E-mail address: isabel.pividori @uab.es (M.I. Pividori).

0956-5663/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bi0s.2006.08.048

In order to achieve the rapid detection of Salmonella, several
methods mainly based on the bacterial genome as well as
the antigenic composition of the cell membrane have been
developed (Humphrey and Stephens, 2003). Nucleic acid-based
detection has shown to be more specific and sensitive than
immunological-based detection. Furthermore, the polymerase
chain reaction (PCR) can be easily coupled to enhance the
sensitivity of nucleic acid-based assays. Nucleic acid-based
detection coupled with PCR has distinct advantages over cul-
ture and other standard methods for the detection of microbial
pathogens such as specificity, sensitivity, rapidity, accuracy
and capacity to detect small amounts of target nucleic acid in
a sample. The further amplicon detection can be achieved with
electrochemical DNA biosensors (Ye et al., 2003; Kara et al.,
2004; Del Giallo et al., 2005), reducing the time of the assay
and providing results to genetic specificity. The development
of new materials such as magnetic beads has also brought
unique opportunities to DNA detection strategies (Haukanes
and Kvam, 1993). The DNA - as well as other biomaterial such
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as specific cells, antibodies, and enzymes — can be selectively
bound to the magnetic beads and then separated from its
biological matrix by using a magnetic field. Magnetic beads
have been recently used in new strategies for electrochemical
DNA genosensing (Wang and Kawde, 2002; Fojta et al., 2003;
Palecek et al., 2004; Erdem et al., 2006) and immunosensing
(Zacco et al., 2006) with improved sensitivity and selectivity.

In this work, different strategies for the electrochemical geno-
magnetic detection of DNA based on a graphite—epoxy com-
posite magneto electrode (m-GEC) as electrochemical trans-
ducer are reported. Rigid conducting graphite—polymer com-
posites and biocomposites (GECs) have been extensively used
in our laboratories for electrochemical biosensing (Alegret,
1996; Pividori and Alegret, 2005), and genosensing (Pividori
et al., 2001, 2003) with improved features over other traditional
carbon-based materials, such as higher sensitivity, robustness
and rigidity.

The novel electrochemical genomagnetic assay for the DNA
target detection in a sandwich format performed in one-step
relies on its hybridization with a: (i) biotinylated capture probe
to achieve the immobilization on the streptavidin-modified mag-
netic bead and (ii) digoxigenin signaling probe to achieve the
further electrochemical detection. The enzymatic labelling is
thus achieved in a second step through the DNA probe modified
with digoxigenin, by the antiDIG-HRP antibody. The selectivity
of this electrochemical assay was studied by using a ‘non-
specific’ target with one mismatch for each probe in order to
detect single-point mutations related to SNPs (single nucleotide
polymorphisms) (Miyahara et al., 2002; Tolley et al., 2003;
Kerman et al., 2004). The utility of this novel electrochemical
genomagnetic assay was also illustrated for the specific detec-
tion of an amplified sequence — by PCR - related to Salmonella
spp. The amplicon was obtained from the IS200 insertion
sequence (Lam and Roth, 1983), a transposable element of
some 700 bp, being present in more than 90% of the pathogenic
or food-poisoning isolates of Salmonella spp. (Gibert et al.,
1990).

Several formats for the detection of the amplicon — all of
them based on the electrochemical magneto biosensing assay
— were developed in this work. The rapid electrochemical ver-
ification of the amplicon coming from the Salmonella genome
was performed by double-labelling the amplicon during PCR
with a set of two labelled PCR primers—one of them with
biotin and the other one with digoxigenin. During PCR, not
only the amplification of the Salmonella genome was achieved,
but also the double-labelling of the amplicon ends with: (i) the
biotinylated capture primer to achieve the immobilization on the
streptavidin-modified magnetic bead and (ii) the digoxigenin
signalling primer to achieved the electrochemical detection.
Beside this double-labelling PCR strategy, a single labelling
PCR strategy with a further confirmation of the amplicon by
its hybridization was achieved by performing the PCR with the
biotin primer and a further hybridization step with a digoxigenin
probe.

Moreover, a PCR reactor for real-time electrochemical detec-
tion was also developed. In this case the amplification and
double-labelling was directly performed on the streptavidin

magnetic beads by using magnetic primers. The features of this
new approach are compared with classical DNA analysis and
other genosensing strategies.

2. Experimental
2.1. Instrumentation

The instrumentation (i.e. the amperometric controller, the
three-electrode set-up, the temperature-controlled incubator, the
magnetic separator, the scanning electron microscope) have
been detailed described elsewhere (Zacco et al., 2006).

The PCR reaction was carried out in an Eppendorf Master-
cycler Personal thermocycler.

2.2. Chemicals and biochemicals

Composite electrodes were prepared using 50 wm parti-
cle size graphite powder (BDH, UK) and Epotek H77 epoxy
resin and hardener (both from Epoxy Technology, USA). The
streptavidin-modified magnetic beads were Dynabeads M-280
Streptavidin Prod. no. 112.05 and were purchased from Dynal
Biotech ASA (Oslo, Norway). For the detection of Salmonella
spp. based on the specific IS200 element (Gene Bank acces-
sion AF025380), the oligomer sequences were: (i) target unique
to the IS200 element in Salmonella spp. (IS200 target, 62 mer):
5" CAC ACC CGA TGG AAC TGT AAA TAT CAC ATA GTT
TTC GCG CCC AAA TAC CGA AGA CAA GCG TT 3'; (ii)
biotinylated capture probe: 5 GTG ATA TTT ACA GTT CCA
TCG GG-biotin 3’; (iii) digoxigenin probe: 5 DIG-CTT GTC
TTC GGT ATT TGG GCG CG 3'. The specificity of the assay
was shown with a IS200 sequence with one mismatched base for
each probe, designed in order to be in the centre of the hybridized
sequence, as follows: 5 CAC ACC CGA TGG AAC TTT AAA
TAT CAC ATA GTT TTC GCG CCC AAA TAA CGA AGA
CAAGCGTT?.

Two primers, 23 and 21 nucleotides long, were designed for
PCR amplification of IS200 sequence, in order to achieved: (i) an
amplicon doubly labelled with biotin and digoxigenin at 5" and 3’
ends, respectively, using a biotinylated and digoxigenin primer;
(ii) an amplicon single-labelled with biotin using the biotinylated
primer and a ‘usual’ primer—i.e. without any modification.

The primer sequences were: Biotinylated IS200 up: 5’ bio-
ATG GGG GAC GAA AAG AGC TTA GC 3/, whose 5 end is
194 bp from 1S200 5’ end, DIG-1S200 down: 5 DIG-CTC CAG
AAG CAT GTG AAT ATG 3’ and 1S200 down: 5 CTC CAG
AAG CAT GTG AAT ATG 3, whose 5’ ends are 394 bp from
1S200 5’ end.

The synthetic sequences were all purchased from TIB-
MOLBIOL (Berlin, Germany).

The Expand High Fidelity PCR System Kit (Roche Molecular
Biochemicals) was used for performing the PCR.

All other reagents as were of the highest available grade.
AntiDigoxigenin-POD Fab fragments, Cat. No. 1207733, used
as enzyme label was purchased from Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim, Germany).
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Aqueous solutions were: standard saline citrate (20x SSC)
(3.0M NaCl, 0.3M trisodium citrate, pH 7.0); hybridization
solution 5x SSC (with or without the addition of 0.5% w/v
SDS and 50% v/v formamide); Tris Buffer (0.1 M Tris, 0.15M
NaCl, pH 7.5); blocking Tris buffer (2% w/v BSA, 0.1%
w/v Tween 20 and 5mM EDTA, in 0.1 M Tris, 0.15M NaCl,
pH 7.5).

2.3. DNA amplification of the IS200 element specific for
Salmonella. The different strategies

Amplification and double labelling. The PCR was per-
formed as explained in the Supporting information section,
containing each labelled primer (Biotinylated IS200 up and
DIG-IS200 down). As the primers were labelled with biotin
and digoxigenin, the amplicon was expected to be labelled
by both biotin and digoxigenin in each extreme, respectively
(Fig. 1B).
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Amplification and single labelling. The PCR was performed
in identical conditions as explained for ‘Amplification and
double labelling’, but in this case, instead of the DIG-1S200
down primer, the IS200 down primer without any modification
was used in order to obtain the single-labelled biotinylated
amplicon.

PCR reactor. Amplification with magnetic primers. The mag-
netic primers were prepared by full covering of streptavidin-
modified magnetic beads with the biotinylated IS200 up primer
(Fig. 1C). The immobilization of 50 pmol biotinylated IS200 up
primer was performed on variable quantities of magnetic beads
(6.4 x10°,3.2 x 10°, 1.6 x 10°, 0.7 x 10° and 0.3 x 10°). The
amount of magnetic beads able to bind 50 pmol of ‘biotiny-
lated 1S200-up primer’, as described by the manufacturer, is
1.6 x 107 streptavidin-modified magnetic beads. The magnetic
primers were prepared in a final volume of 140 pl MiliQ water
at 42 °C for 15 min with gentle stirring. A separation step was
then performed by applying an external magnet in order to
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Fig. 1. Schematic representation of the electrochemical strategy for the detection of Salmonella spp. (A) One-step procedure based on immobilization of the
biotinylated probe onto magnetic beads and hybridization with the ssDNA target, (B) rapid verification of PCR amplification based on the doubly labelled PCR
product detection and (C) real-time PCR reactor based on PCR amplification with magnetic primers on streptavidin-modified magnetic beads. Enzymatic labelling
(2), magnetic capture of the modified magnetic beads by the magneto electrode (m-GEC) (3), and chronoamperometric determination (4), are common steps for all

of these strategies (A—C).
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recover the full-covered magnetic beads (the magnetic primer)
from the supernatant containing the excess of biotinylated IS200
up primer. Washing steps with 140 1l MiliQ water for 10 min
at 42°C were then performed twice. After that, the different
amounts of magnetic primer were introduced into PCR ampli-
fication as the IS200 up primer reagent. The PCR reaction was
performed as explained in the Supporting information section.
The amplicon was expected to be doubly labelled with magnetic
beads attached to the biotinylated end (Fig. 1C).

The non-specific amplification reaction was performed —
if any — by processing as negative control the PCR reaction
performed with all the reagents except the DNA Salmonella
template in the PCR mixture. Those blank controls were used
in order to evaluate the non-specific adsorption in the electro-
chemical magneto biosensing assay.

2.4. Construction of the magneto graphite—epoxy
composite (m-GEC) transducer and SEM characterization

The construction of the Magneto Graphite—epoxy composite
(m-GEC) transducer is explained in detail in the Supporting
Information section. The scanning electron microscopy (SEM)
technique was used to evaluate the distribution of the magnetic
beads on the surface of the m-GEC. The SEM was performed
as explained in the Supporting information section.

2.5. Electrochemical DNA sequence-specific detection
based on m-GEC and enzyme labelling

The protocol consists briefly of the following steps (Fig. 1A).
(i) One-step immobilization/hybridization procedure in which
the biotin-labelled capture probe is immobilized on the strep-
tavidin magnetic beads, while the hybridization with the target
and with a second complementary probe — in this case labelled
with digoxigenin — is occurring at the same time; (ii) enzymatic
labelling using as enzyme label the antibody anti—Dig—HRP; (iii)
magnetic capture of the modified magnetic beads; (iv) amper-
ometric determination based on the enzyme activity by adding
H>0; and using hydroquinone as a mediator (Fig. 1, steps 1A,
2,3 and 4).

The detailed experimental procedure is described in the
Supporting information section. After the final washing steps,
the modified magnetic beads were captured by dipping the elec-
trode inside the reaction tube.

The evaluation of the non-specific adsorption was performed
by adding all reagents except the DNA target.

2.6. SNPs electrochemical detection based on m-GEC and
enzyme labelling

The selectivity of the new electrochemical genomagnetic
assay was evaluated by comparing the signal obtained with an
interfering probe consisting of the IS200 sequence with one mis-
match for each probe (Fig. 1, steps 1A, 2, 3 and 4). In this
case, the electrochemical magneto biosensing strategy was per-
formed with both the target and the mismatch target, with 5x
SSC as hybridization buffer and under stringent conditions in

order to improve selectivity (Pividori et al., 2001; Hernandez-
Santos et al., 2004). To achieve this purpose, 50% formamide in
the hybridization buffer was used.

2.7. Rapid electrochemical verification of PCR
amplification of Salmonella

The protocol consists briefly of the following steps: (i) DNA
amplification and double-labelling of Salmonella IS200 inser-
tion sequence; (ii) immobilization of the doubly labelled ampli-
con in which the biotin extreme of the ds-DNA amplicon was
immobilized on the streptavidin magnetic beads; (iii) enzymatic
labelling using as enzyme label the antibody anti-Dig-HRP able
to bond the other labelled end of the ds-DNA amplicon; (iv) mag-
netic capture of the modified magnetic beads; (v) amperometric
determination (Fig. 1, steps 1B, 2, 3 and 4).

After the DNA Amplification and Double Labelling of the
1S200 element specific for Salmonella spp., a dilution of the
amplified product coming directly from the PCR was prepared
in 5x SSC. The Immobilization of the doubly labelled amplicon
was achieved by adding the amplicon to 6.2 x 10° streptavidin
magnetic beads. The immobilization was performed in 5x SSC
solution at a final volume of 140 pl for 30 min at 42 °C. All the
experimental conditions for the following steps were performed
as detailed explained in the Supporting information section.

2.8. Specific electrochemical detection of the Salmonella
PCR amplification product

In this case, the protocol consists briefly of the following
steps: (i) DNA amplification and single-labelling of Salmonella
IS200 insertion sequence; (ii) immobilization of the single-
labelled amplicon in which the biotin extreme of the ds-DNA
amplicon was immobilized on the streptavidin magnetic beads;
(iii) amplicon denaturation by increasing the temperature at
95 °C; (iv) hybridization with a second DIG-IS200 probe; (v)
enzymatic labelling using as enzyme label the antibody anti-
Dig-HRP able to bond the other labelled extreme of the ds-DNA
amplicon; (vi) magnetic capture of the modified magnetic beads;
(vii) amperometric determination.

The detailed experimental procedure is described in the
Supporting information section. After the final washing steps,
the modified magnetic beads were captured by dipping the elec-
trode inside the reaction tube.

A variation of this protocol was performed by changing the
order of the steps. In this case, the protocol was performed as fol-
lows: (i) DNA amplification and single-labelling of Salmonella
1S200 insertion sequence; (ii) amplicon denaturation by increas-
ing the temperature at 95 °C; (iii) hybridization with a second
DIG-IS200 probe; (iv) immobilization of the single-labelled
amplicon in which the biotin extreme of the ds-DNA ampli-
con was immobilize on the streptavidin magnetic beads; (v)
enzymatic labelling using as enzyme label the antibody anti-
Dig-HRP able to bond the other labelled extreme of the ds-DNA
amplicon; (vi) magnetic capture of the modified magnetic beads;
(vii) amperometric determination.
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Fig. 2. (A) Electrochemical DNA sequence-specific detection with increasing amounts of 1S200 sequence specific of Salmonella. Gray bars show the increasing
amount of DNA 1S200 target specific for Salmonella (a: 0.9 pmol; b: 2.1 pmol; c: 3.8 pmol; d: 9.0 pmol; e: 16.6 pmol; f: 45 pmol), while white bars show the
corresponding non-specific adsorption. In all cases, 205 pmol biotinylated probe, 225 pmol digoxigenin probe, 60 wg AntiDig-HRP and 1.6 x 10° magnetic beads
were used. (B) Rapid electrochemical verification of PCR amplification of Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 with the doubly labelled 1S200
primer set. Gray bars show the signal by increasing the amount of IS200 doubly labelled amplicon (from 2.8 to 75.4 fmol), performed with the following dilution
of the doubly labelled PCR final product (a: 1/400; b: 1/200; c: 1/100; d: 1/50; e: 1/30; f: 1/20; g: 1/15) simulating a increasing number of PCR cycles while
white bars show the total electrochemical signal processing the negative PCR control. The frame within (B), right, shows the electrochemical signal achieved by
51.6 fmol of Salmonella amplicon following the rapid electrochemical verification of PCR amplification and, left, by 21.5 pmol of DNA target following the DNA
sequence-specific detection. In all cases 60 pg antiDig-HRP and 6.2 x 10° magnetic beads were used. Other experimental details are: phosphate buffer 0.1 mol L1,
KC10.1 mol L™!, pH 7.0; mediator, hydroquinone 1.81 mmol L™!; substrate, H>O, 4.90 mmol L~'; applied potential = —0.1 V (vs. Ag/AgCl). All data are given as

average = S.D. In all cases, n=3.

2.9. PCR reactor for the real-time electrochemical
detection of Salmonella

The protocol consists briefly on the following steps: (i) in situ
DNA amplification and double-labelling of Salmonella IS200
insertion sequence on streptavidin-modified magnetic beads
by using a magnetic primer; (ii) enzymatic labelling using as
enzyme label the antibody anti-Dig-HRP able to bond the other
labelled extreme of the ds-DNA amplicon; (iii) magnetic capture
of the modified magnetic bead; (iv) amperometric determination
(Fig. 1, steps 1C, 2, 3 and 4). The detailed experimental proce-
dure is described in the Supporting information section.

2.10. Amperometric determination

The ‘Amperometric determination’ is based on the activity of
the HRP enzyme of the marker, as previously reported (Pividori
et al., 2001, 2003), by using hydroquinone as a mediator and
H>O, (the HRP substrate), which was added to a final concen-
tration of 4.90 mmol L~!. Fig. 1, step 4 represents the reactions
that occur at the m-GEC sensors surface polarized at —0.100 V
(versus Ag/AgCl) upon H,O» addition in the presence of hydro-
quinone.

3. Results and discussion

The results for SEM characterization of m-GEC modified
with the magnetic beads are shown in the Supporting information
section.

3.1. Electrochemical DNA sequence-specific detection
based on m-GEC and enzyme labelling

The chronoamperometric response of the magneto DNA
biosensors with increasing amounts of DNA target (from 0.9 to

45 pmol) is shown in Fig. 2A, while the concentration of biotiny-
lated probe, digoxigenin probe, AntiDig-HRP and magnetic
beads remaining constant. The signal clearly increases when
increasing the amount of IS200 sequence related to Salmonella
spp. (gray bars). Moreover, the contribution of the non-specific
adsorption was constant and almost negligible (white bars). The
non-specific adsorption is mostly related to the adsorption of the
enzyme conjugate. The inset in Fig. 2A, shows detailed the limit
of detection region. The lowest amount of analyte producing a
useful analytical signal was found to be 2.1 pmol.

3.2. SNPs electrochemical detection based on m-GEC and
enzyme labelling

The selectivity of the new electrochemical magneto biosens-
ing assay was evaluated by comparing the signal obtained with
an interfering probe consisting of the IS200 sequence with one
mismatch for each probe. As shown in Fig. 3A, similar results
were obtained for the two sequences when using 5x SSC as
hybridization buffer. When adding 50% (v/v) formamide to the
buffer, it was possible to clearly distinguish the two mismatches
bases, as shown in Fig. 3B. The mismatch sequence produced an
80% lower analytical signal in comparison with the full match-
ing nucleotide. The use of stringent experimental conditions
decreased the analytical signal up to 10 times, obtaining less sen-
sibility with the assay but distinguishing a single-point mutation
in DNA.

3.3. Rapid electrochemical verification of PCR
amplification of Salmonella

The electrochemical magneto biosensing strategy was
applied for the rapid detection of PCR amplification of
Salmonella spp., using a previously amplified doubly labelled
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Fig. 3. Selectivity study performed with (A) 5x SSC as hybridization solution and with (B) 50% (v/v) formamide in 5x SSC as hybridization solution. Schematic
representation: (a) non-specific adsorption (omitting addition of the DNA target), (b) 22.1 pmol of IS200 DNA target and (c) 22.1 pmol two-bases mismatch IS200
sequence. In all cases: 205 pmol biotinylated probe, 225 pmol digoxigenin probe, 60 g antiDig-HRP and 1.6 x 10° magnetic beads. Other experimental details as

Fig. 2.

PCR product with biotin and digoxigenin in each DNA
end.

This primer set amplified exclusively the IS200 insertion
sequence, producing only the expected 201 pb fragment accord-
ing to the agarose gel electrophoresis (shown in the Supporting
information section). The amplicon was immobilized on the
streptavidin-modified magnetic beads and then labelled with
the antibody AntiDig-HRP by means of the double-labelling
with biotin and digoxigenin, respectively. The amperometric
response of the doubly labelled product was then evaluated.
Fig. 2B shows the calibration plot obtained with different dilu-
tions of the doubly labelled PCR final product (1/400, 1/200,
1/100, 1/50, 1/30, 1/20 and 1/15) simulating an increasing num-
ber of PCR cycles. The plot is represented against the PCR
amplicon concentration determined spectrophotometrically at
260 nm. A linear range for the quantification of the PCR ampli-
con is observed from 2.8 to 75.4fmol giving a sensitivity of
1315 pA per decade and a regression coefficient of 0.980. The
non-specific adsorption, performed with a PCR blank control
omitting the addition of Salmonella template during the amplifi-
cation, was negligible for all the evaluated concentration range.
This kind of assay is useful when the set of primers for PCR
amplifies specifically the sequence of interest. In this case,
the PCR reaction produces only the expected 201 pb fragment
according to the agarose gel electrophoresis. The amplified prod-
uct can be rapidly and sensitively detected by this strategy. The
inset Fig. 2B, shows comparatively that an amperometric signal
of almost 80 wA was obtained with 51.6 fmol of doubly labelled
PCR product with the ‘Rapid Electrochemical Verification Strat-
egy’, while the same signal was achieved with 21.5 pmol of
IS200 target by the ‘Electrochemical DNA sequence-specific
detection based on m-GEC Strategy’. In both cases, R.S.D. of
16% and 14%, respectively, were obtained. The latter is a sand-
wich format whereon both a biotinylated and digoxigenin probes
detected the synthetic DNA target by its double hybridization,
as previously explained. The loss in sensitivity up to 1000 times
for Salmonella by using the sandwich format can be explained
because two hybridizations were performed during the assay,
with both the biotin and digoxigenin probes whereas higher sig-
nals were obtained when no hybridization steps were performed

in PCR amplicon detection. However, regarding the selectiv-
ity, the sandwich format is able to detect a single mismatch, as
shown in Fig. 3.

3.4. Specific electrochemical detection of the Salmonella
PCR amplification product

A specific detection of the PCR product was achieved by a
further hybridization step with a signalling probe. In this case,
the PCR was performed with a set of primer being the ‘up’ primer
modified with biotin, in order to obtain a biotinylated amplicon
in the 5" end. The single-labelled and double-stranded amplicon
was then submitted to high temperature (95 °C) to produce the
double strand denaturalization. After this step, the biotinylated
strand of the amplicon remained bonded to the magnetic bead
and was able to be hybridized with the digoxigenin-modified
signalling probe, as shown in Fig. 4B(i). The corresponding
electrochemical signal is shown in Fig. 4A(i), which shows a
big signal due to the non-specific adsorption. This higher level
of non-specific adsorption was suspected to be produced by a
change in the protein conformation of the streptavidin magnetic
bead due to the denaturing step at 95 °C, which produce different
interactions with the reagents. To confirm that issue, the order of
the steps in this assay was changed. Firstly, the single-labelled
PCR product was submitted to a denaturalization step, and then
to the hybridization with the DIG-IS200 probe in order to avoid
the heating of the magnetic beads. Finally the magnetic beads
were added in order to attach the amplicon (Fig. 4B(ii)). As can
been seenin Fig. 4A(ii), the new assay permits an improved iden-
tification between the negative PCR control and the amplified
product. The signal-to-non-specific adsorption ratio increase
from 1.36 (i) to 4.00 (ii).

This strategy is useful when the set of primers for PCR ampli-
fies not only the sequence of interest but also other non-specific
fragments, which are detected by agarose gel electrophoresis
as a line with several bands, i.e., several products with different
MW. In this case, it is necessary to confirm that the expected frag-
ment was amplified. This confirmation is normally performed
by means of a second hybridization in order to determine the
internal sequence of the amplicon.
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225 pmol digoxigenin probe, 60 wg AntiDig-HRP and 6.2 x 10° magnetic beads were used. Other experimental details as in Fig. 2. (B) Schematic representation of
the specific electrochemical detection of the Salmonella PCR single-labelled amplification product.

3.5. PCR reactor for the real-time electrochemical
detection of Salmonella

A novel PCR assay was done by adding the streptavidin-
modified magnetic beads fully covered by the biotinylated IS200
up primer (the ‘magnetic primer’), to the PCR reaction, as shown
in Fig. 1C. A doubly labelled PCR product attached to the mag-
netic beads was thus achieved by in situ amplification of the
DNA template on the magnetic beads. Fig. 5 shows the amper-
ometric response achieved by the doubly labelled amplicon on
the magnetic beads. Each point of the plot corresponds to dif-
ferent PCR amplification assays, using increasing amount of
magnetic beads (2.5, 5.0, 12.0, 25.0 and 49.0 p.g), respectively.
As can be seen, the enzymatic signal increases with an incre-
ment of the amount of magnetic beads. An increasing signal is
observed up to 12.0 pg of magnetic beads reaching a plateau with
higher amount of magnetic beads. The non-specific adsorption
increases linearly with the amount of magnetic beads (Fig. 5,
white dots). Nevertheless, there is a clear difference in the elec-
trochemical signal between the PCR amplification of the sample
and the negative PCR control (omitting the addition of DNA
template). The linear increment in the non-specific adsorption
signal with the amount of magnetic beads can be explained by a
modification in the structure of the magnetic beads, when sub-
mitted to high temperatures during the PCR cycles, as previously
explained.
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Fig. 5. PCR reactor for the real-time electrochemical detection of Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 based on the doubly labelled PCR
amplification performed with the magnetic primer. White dots show the non-
specific electrochemical signal processing the negative PCR control, while the
black dots show the increasing signal of DNA IS200 doubly labelled amplicon
onto magnetic beads. Sixty micrograms AntiDig-HRP was used. Other experi-
mental details as Fig. 2.

4. Conclusions

A novel electrochemical genomagnetic strategy for the DNA
detection has been developed. The utility of this novel strat-
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egy was demonstrated for the detection of a PCR amplicon
of the IS200 insertion sequence coming from real samples of
Salmonella spp. in different PCR formats.

The use of magnetic beads provided improved features
regarding sensitivity and selectivity of the assay. Streptavidin-
modified magnetic beads easily immobilized the DNA hybrid on
the m-GEC transducer, avoiding difficult and time-consuming
immobilization procedures as those previously reported. More-
over, the magnetic beads provided an easy way for completely
removing the non-specific adsorption.

On the other hand, the magneto biosensing strategy in a sand-
wich format performed under stringent conditions allowed an
efficient way to detect a single mismatch for each probe. There-
fore the assay can be used for the easy, cheap and rapid detection
of SNPs.

The rapid and very sensitive verification of the PCR amplicon
related to Salmonella was achieved with 2.8 fmol of amplified
product. This strategy can be used for the electrochemical
real-time quantification of amplicon since a linear relationship
with the amount of amplified product was obtained. This
strategy is only useful when a unique and specific band is
observed by gel electrophoresis, because of the high specificity
of the set of primers being used in the PCR for the amplification
of the Salmonella genome. On the contrary, if the set of
primers amplifies not only the sequence of interest but also
other non-specific fragments, it is necessary to confirm the
internal sequence of the amplicon by a second hybridization
with a digoxigenin signalling probe. In this case, a single
labelling with biotin during PCR was performed followed by
a further selective hybridization with a digoxigenin signalling
probe.

Moreover, magnetic primers were used for in situ amplifica-
tion on magnetic beads of the Salmonella genome and the further
electrochemical detection of the amplified product. The DNA
amplification on magnetic beads by using the magnetic primer
with electrochemical detection using m-GEC electrodes results
in a rapid, cheap, robust and environmentally friendly device
which would allow the detection of pathogenic species on food

samples for Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP)
programs.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found,
in the online version, at doi:10.1016/j.bios.2006.08.048.
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DNA Amplifications of the IS200 Element Specific for Salmonella

All oligonucleotide stock solutions were prepared with sterilized and bidistilled water and stored
at —20 °C until required.
The amplification of DNA carrying an 1S200 element can be expected to yield a doubly-labelled

and single-labelled fragment of 201 bp.

Amplification and Double Labelling

The PCR was performed in a 100 pl of reaction mixture containing PCR template
(approximately 200 ng of purified DNA coming from Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028). Each reaction contains 200 pmol L" of each deoxynucleotide triphosphate
(dATP, dGTP, dCTP, and dTTP), 0.5 umol L™ of each labelled primer (Biotinylated 1S200 up
and DIG-1S200 down) and 5 U of polymerase. The reaction was carried out in buffer containing
1.5 mmol L MgCl,. The amplification mixtures were exposed to an initial denaturation step at
95 °C for 2 min followed by 30 cycles of 95°C for 30 s, 53°C for 30 s, and 72°C for 30 s, and a

last step of 7 min at 72°C. The amplification included a blank as a control, which contained all



reagents except the target DNA. The amplification (and doubly-labelled) products were
analyzed by electrophoresis in 3 % agarose gels in buffer 0.4 M tris-acetate, 1 mM EDTA pH
8.0, containing 0.5 pg/mL ethidium bromide, and a DNA size marker. The DNA bands in the
gels were visualized by UV transillumination and they were photographed, producing only the
expected 201 pb (Figure i). As the primers were labelled with biotin and digoxigenin, the
amplicon was expected to be labelled by both biotin and digoxigenin in each extreme,

respectively.

PCR reactor. Amplification with Magnetic Primers

The magnetic primers were prepared by full covering of streptavidin-modified magnetic beads
with the biotinylated 1S200 up primer (Figure 1, C). The immobilization of 50 pmols biotinylated
1IS200 up primer was performed on variable quantities of magnetic beads (6.4, 3.2, 1.6, 0.7 and
0.3 x 106). The amount of magnetic beads able to bind 50 pmols of biotinylated 1S200 up primer
as described by the manufacturer was 1.6 x10” streptavidin-modified magnetic beads. The
magnetic primers were prepared in a final volume of 140 pl MiliQ water at 42° C for 15 min with
gentle stirring. A separation step was then performed by applying an external magnet in order to
separate the full-covered magnetic beads (the magnetic primer) from the supernatant containing
the excess of biotinylated 1S200 up primer. This is followed by two washing steps with 140 pl
MiliQ water for 10 min at 42 ° C. After that, the different amounts of magnetic primer were
introduced into PCR amplification as the IS200 up primer reagent. The reaction was performed
in a 50 pl of reaction mixture containing 100 ng of PCR template, 200 pmol L' of each
deoxynucleotide triphosphate (dATP, dGTP, dCTP, and dTTP), 0.5 umol L" of the DIG-1S200
down primer and 2.5 U of polymerase. Other conditions were the same that previously
explained for the ‘Amplification and Double Labelling’. The amplicon was expected to be doubly-

labelled with magnetic beads attached to the biotinylated end.

In all the amplifications, the non-specific amplification reaction was performed —if any— by
processing as negative control the PCR reaction performed with all the reagents except the
DNA Salmonella template in the PCR mixture. Those blank controls were used in order to

evaluate the non-specific adsorption in the electrochemical magneto biosensing assay.



SEM Characterization of m-GEC Modified with the Magnetic Beads

The scanning electron microscopy (SEM) technique was used to evaluate the distribution of the
magnetic beads on the surface of the m-GEC. For this purpose, after the capture of the
magnetic beads by the m-GEC electrode, SEM was performed. The same acceleration voltage
(15 KV), number of magnetic beads (6.2 x 10°) but different resolutions (2, 10, 50, 100 and 500

Mm) were used.

Construction of the Magneto Graphite-epoxy Composite (m-GEC) Transducer and SEM

Characterization

The steps are schematically explained in Figure ii. A metal screw (6 mm d) (ii) was fitted to a
female electric connector with a metal end of 2 mm diameter (i). A copper disk with a diameter
of 5.9 mm was dipped few seconds in 1:1 HNOj in order to remove copper oxide. After dried, it
was soldered with Sn wire to the female electric connector end (iii). The female electric
connector was set inside the cylindrical PVC tube (iv) (6 mm id, 8 mm od, 18 mm long). A gap
with a depth of 3 mm is thus obtained in the end of the body electrode. Meanwhile, the graphite-
epoxy composite (GEC) paste was prepared by hand-mixing Epo-Tek H77 (epoxy resin) and its
hardener (both from Epoxy Technology, USA) at a 20:3 (w/w) ratio, according to the
manufacturer. Graphite powder (particle size 50 ym, BDH, UK) and the epoxy resin in a 1:4
(w/w) ratio was then thoroughly hand mixed to ensure the uniform dispersion of the graphite
powder throughout the polymer. A thin layer of the resulting paste was firstly placed in the PVC
cylindrical sleeve body (6 mm id), which has the electrical contact to a depth of 3 mm to isolate
the cupper disc (v). A neodymium small magnet (3 mm i.d.) was placed into the center of this
electrode (vi). After filling the electrode body gap completely with the soft paste, the electrode
was tightly packed (vii). The composite material was cured at 90 °C for three days until the
paste become completely rigid.

In all cases, prior to each use the surface of the electrode was wet with doubly distilled water

and then polished, firstly with abrasive paper and then with alumina paper (polishing strips



301044-001, Orion) to give a smooth mirror finish with a fresh renewable surface. The
reproducibility of the construction of the sensors based on GEC and the polishing procedure
have been previously reported by our group (Pividori et al., 2001).

The m-GEC electrode was able to captured magnetic beads if placed on 2 mL eppendorf tubes
(ix, x). The scanning electron microscopy (SEM) technique was used to evaluate the distribution

of the magnetic beads on the surface of the m-GEC (xii, & Figure iii).

Electrochemical DNA Sequence-Specific Detection based on m-GEC and Enzyme Labelling

During the ‘One step immobilization/hybridization procedure’, the target unique to the 1S200
element for the Salmonella spp (1S200 target 62 mer), together with the biotinylated capture
probe (205 pmols) and the digoxigenin probe (225 pmols) were added to 1.6 x 10° streptavidin
magnetic beads. The immobilization/hybridization in one step was performed in 5 X SSC
solution at a final volume of 140 pl for 30 min at 42 °C. Two washing steps were then performed
with 140 yl 5 X SSC for 10 min at 42 °C. After that, the ‘Enzymatic labelling step’ was performed
using as enzyme label the antibody anti-Dig—HRP (60 pg) in blocking Tris buffer at a final
volume of 140 pl for 30 min at 42 °C. Two washing steps were then performed for 10 min at 42
°C in 140 pl of Tris buffer. After the final washing steps, the modified magnetic beads were

captured by dipping the electrode inside the reaction tube.

Rapid Electrochemical Verification of PCR Amplification of Salmonella spp

After the DNA Amplification and Double Labelling of the 1S200 element specific for Salmonella
spp, a dilution of the amplified product coming directly from the PCR was prepared in 5 X SSC.
The Immobilization of the doubly-labelled amplicon was achieved by adding the amplicon to 6.2
x 10° streptavidin magnetic beads. The immobilization was performed in 5 X SSC solution at a
final volume of 140 pl for 30 min at 42 °C.

Two washing steps were then performed with 140 pl 5 X SSC for 10 min at 42 °C. After that, the
‘Enzymatic labelling step’ was performed using as enzyme label the antibody anti-Dig—HRP (60

Mg) in blocking Tris buffer at a final volume of 140 pl for 30 min at 42 °C. Two washing steps



were then performed for 10 min at 42 °C in 140 pl of Tris buffer. After the final washing steps,

the modified magnetic beads were captured by dipping the electrode inside the reaction tube.

Specific Electrochemical Detection of the Salmonella PCR Amplification Product

A solution in 5 x SSC of the amplified product coming from the PCR was prepared. The
Immobilization of the single-labelled amplicon was achieved by adding the amplicon to 6.2 x 10°
streptavidin magnetic beads. The immobilization was performed in 5 X SSC solution at a final
volume of 140 pl for 30 min at 42 °C. Two washing steps were then performed for 10 min at 42
°C in 140 pl of 5 x SSC solution. Then the denaturation step was performed during 5 min at 95
°C in 140 yl of 5 x SSC. The hybridization with the second probe, in this case modified with
digoxigenin —the DIG-IS200 signaling probe— was made by incubating the sensor with the
primer (225 pmoles) for 15 min at 42 °C. Two washing steps were then performed with 140 pl 5
X SSC for 10 min at 42 °C. After that, the ‘Enzymatic labelling step’ was performed using as
enzyme label the antibody anti—Dig—HRP (60 ug) in blocking Tris buffer at a final volume of 140
pl for 30 min at 42 °C. Two washing steps were then performed for 10 min at 42 °C in 140 pl of
Tris buffer. After the final washing steps, the modified magnetic beads were captured by dipping

the electrode inside the reaction tube.

PCR Reactor for the Real-Time Electrochemical Detection of Salmonella

After the DNA Amplification on the magnetic beads, a solution in 5 X SSC of the amplified
product coming directly from the PCR was prepared. Two washing steps were then performed
for 10 min at 42 ° C in 140 pl of 5 X SSC solution. After that, the ‘Enzymatic labelling step’ was
performed using as enzyme label the antibody anti—Dig—HRP (60 ug) in blocking Tris buffer at a
final volume of 140 ul for 30 min at 42 °C. Two washing steps were then performed for 10 min at
42 °C in 140 pl of Tris buffer. After the final washing steps, the modified magnetic beads were

captured by dipping the electrode inside the reaction tube.



Results and discussion

SEM Characterization of m-GEC modified with the Magnetic Beads

The magnetic beads distribution on the surface of m-GEC magneto sensor was observed with
scanning electron microscopy. Figure iii (A to E) shows an irregular disposition of the magnetic
beads on the electrode. As can be seen in the picture taken with the lower resolution (0.5 mm)
(Figure iii, E) the magnetic beads are irregularly distributed on the surface of the m-GEC
electrode, following the magnetic fields determined by the magnet inside the electrode. Thick
areas showing a higher concentration of magnetic beads are followed by bare areas where the
GEC transducer can be clearly observed. Figure iii (A to D) are taken from the thick areas
where the magnetic beads form aggregates on the smooth surface of the electrode. This
distribution of the magnetic beads is beneficial since the bare areas of GEC transducer are
easily reached by the soluble mediator in order to obtain the electrochemical signal. The
formation of the aggregates and multilayer of magnetic beads on the m-GEC electrodes are not
detrimental for the sensitivity of the assay since bare areas exists all over the m-GEC

transducer. A uniform 2 uym size of the magnetic beads is also observed in the Figure iii, A.



negative doubly-labelled DNA size
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Figure i. Agarose gel electrophoresis of doubly-labeled PCR product (lane 2) obtained from Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 with the doubly-labeled primer set 1IS200. Lane 3: Molecular
weight marker (®X174-Hinf | genome). No band was obtained with sterile water used as a negative PCR

control (lane 1).
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Figure ii. Schematic representation of the construction of m-GEC (steps i to vii) and manipulation of the m-
GEC electrodes, comprising the immobilization of DNA on magnetic beads (viii) following by capturing the
modified beads on m-GEC electrode (ix and x). Scanning electron microphotographs showing the captured
magnetic beads on the surface of m-GEC magneto sensor (500 um, 15 kV) and a photograph showing the
aspect of the sensor with the immobilized beads are also shown (xi and xii, respectively) (Number of

magnetic beads: 6.2 x 1 06).



Figure iii. Scanning electron microphotographs showing the captured magnetic beads on the surface of
m-GEC magneto sensor. Resolution: 2 um (A), 10 um (B), 50 um (C), 100 um (D) and 500 um (E).

Acceleration voltage: 15 kV. Number of magnetic beads: 6.2 x 1 0°.
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Procedure 31

Rapid electrochemical verification of
PCR amplification of Salmonella spp.
based on m-GEC electrodes

Maria Isabel Pividori, Anabel Lermo, Susana Campoy,
Jordi Barbe and Salvador Alegret

31.1 OBJECTIVES

(a) To perform a PCR amplification of the IS200 insertion sequence of
Salmonella spp. with double labeling of the amplicon by using labeled
primer. (b) To construct a magneto graphite—epoxy composite (m-GEC)
electrode. (¢) To quantify the double-labeling amplification products of
Salmonella spp. by using an electrochemical strategy based on mag-
netic beads and m-GEC electrode.

31.2 MATERIALS AND INSTRUMENTS

50 um particle size graphite powder (BDH, UK), Epotek H77 resin and
hardener (Epoxy Technology, USA).

PVC tube (6 mm i.d.), 21.5mm long; Copper disk (5.9 mm o.d. and
0.5 mm thickness), neodymium magnet (3 mm i.d.). Magnetic separator
Dynal MPC-S (product no. 120.20, Dynal Biotech ASA, Norway).

Platinum auxiliary electrode (Crison 52-67 1, Spain), double junction
Ag/AgCl reference electrode (Orion 900200) with 0.1 M KCl as external
reference solution; m-GEC as working electrode.

Eppendorf Thermomixer 5436 for temperature-controlled incubat-
ions.

LC-4C Amperometric Controller (BAS Bioanalytical System, USA)
for chronoamperometric measurements.

Scanning electron microscope (Hitachi S-570, Tokyo, Japan) for
studying the distribution of the magnetic beads on the m-GEC elec-
trode surface.
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31.3 CHEMICALS AND BIOCHEMICALS

Magnetic beads modified with streptavidin (Dynabeads M-280
Streptavidin, Prod. No. 112.05, Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway).
AntiDigoxigenin-POD Fab fragments Cat. No. 1120773910, (Roche
Biochemicals Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Hydroqui-
none (Sigma), hydrogen peroxide (Merck, Germany).

Primer sequences (TIB-MOLBIOL, Germany): Biotinylated IS200
up: 5 bio- ATG GGG GAC GAA AAG AGC TTA GC 3/, whose 5’ end is
194 bp from IS200 5 end, DIG-IS200 down: 5 DIG- CTC CAG AAG
CAT GTG AAT ATG 3, whose 5 end is 394 bp from IS200 5 end.

Expand High Fidelity PCR System Kit (Roche Molecular Biochem-
icals).

Standard saline citrate (20 x SSC) (3.0M NaCl, 0.3M trisodium cit-
rate, pH 7.0); Tris Buffer (0.1 M Tris, 0.15M NaCl, pH 7.5); blocking
Tris buffer (2% w/v BSA, 0.1% w/v Tween 20 i 5mM EDTA, in 0.1M
Tris, 0.15M NaCl, pH 7.5).

Supporting electrolyte (0.1 M phosphate buffer, 0.1 M KCI, pH 7.0)

31.4 CONSTRUCTION OF THE m-GEC ELECTRODE

The steps are schematically explained in Fig. 31.1.

(1) To a female electric connector with a metal end of 2 mm diameter
(i), fit a metal screw (6 mm diameter) (ii).

(2) Inthe meantime, clean a copper disk with a diameter of 5.9 mm by
dipping it for few seconds in 1:1 HNOj (to remove copper oxide),
rinse it well with bidistilled water, dry it with towel paper, and
solder it to the female electric connector end with Sn wire (iii).

(3) Using a hammer, set the female electric connector inside a cylin-
drical PVC tube (iv) (6 mm i.d., 8mm o.d., 21.5mm long). A gap
with a depth of 3mm is thus obtained at the end of the body
electrode.

(4) Meanwhile, prepare the graphite—-epoxy composite (GEC) paste by
hand-mixing Epo-Tek H77 (epoxy resin) and its hardener (both
from Epoxy Technology, USA) at a 20:3 (w/w) ratio, according to
the manufacturer. When the resin and hardener are well mixed,
add the graphite powder (particle size 50 um, BDH, UK) in a 1:4
(w/w) ratio. Mix the soft resulting paste thoroughly again until it
becomes homogenous (approximately for 30 min) [1].
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Fig. 31.1. Schematic representation of the construction of m-GEC (steps i to
vii) and manipulation of the m-GEC electrodes, comprising the immobilization
of DNA on magnetic beads (viii) following by capturing the modified beads on
m-GEC electrode (ix and x). Scanning electron microphotographs showing the
captured magnetic beads on the surface of m-GEC magneto sensor (500 pm,
15kV) and a photograph showing the aspect of the sensor with the immobi-
lized beads are also shown (xi and xii, respectively) (Number of magnetic
beads: 6.2 x 10°).

(5)

(6)
(7)
(8)
9)

Firstly, place a thin layer of the resulting soft paste in the PVC
cylindrical sleeve body, which has the electrical contact to a depth
of 3mm to isolate the copper disc (v).

Put inside, and centered, the 3 mm diameter neodymium magnet
(vi).

Fill the electrode body gap completely with the soft GEC paste and
pack the electrode tightly (vii).

Cure the electrode at 90°C for 3 days until the paste become
completely rigid.

Polish the surface of the m-GEC electrode prior to each use first
with abrasive paper, and then with alumina paper (polishing
strips 301044-001, Orion) to give a smooth mirror finish with
a fresh renewable surface. When not in use, the electrodes can be
stored in a dried place at room temperature.
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31.5 AMPLIFICATION OF THE SALMONELLA GENOME

DNA extraction. Centrifugate 1.5mL of an overnight culture of
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 on Luria-
Bertani (LB) solid or liquid medium and resuspend in 576 pL Mili-Q
water. Incubate the samples for 1 h at 37°C with proteinase K (20 ug
uL ™) and SDS 10% p/v (pH 7.2). Extract twice with phenol-chlo-
roform—-isoamyl alcohol (25:24:1) and collect DNA by precipitation
with isopropanol. Resuspend it in 100 pL Mili-Q water [2].

PCR reaction. Perform the PCR according to the kit manufacturer,
in a 100 uLi of reaction mixture containing PCR template (approx-
imately 200 ng of purified DNA), 200 umol L™ of each deoxynuc-
leotide triphosphate (dATP, dGTP, dCTP and dTTP), 0.5 umol L™
of each labeled primer (Biotinylated IS200 up and DIG-IS200 down)
and 5 U of Taq polymerase, and in buffer containing 1.5 mmol L™
MgCl,. The PCR cycling parameters are an initial denaturation at
95°C for 2min followed by 30 cycles of 95°C for 30s, 53°C for 305,
72°C for 30s and a last step of 7min at 72°C. Include a blank as a
control, containing all reagents except the target DNA. As a control,
perform a gel electrophoresis in 3% agarose gel in buffer 0.4 M tris-
acetate, 1 mM EDTA pH 8.0, containing 0.5 pgmL™" ethidium bro-
mide, and a DNA size marker and visualize the gel by UV trans-
illumination. The genosensor can be used only if a unique band is
observed by electrophoresis, as shown in Fig. 31.2.

31.6 RAPID ELECTROCHEMICAL VERIFICATION OF PCR

AMPLIFICATION OF SALMONELLA SPP

Dilute the amplified product coming directly from the PCR in 5 x
SSC (a linear range is obtained from 1/400 to 1/15) in 2mL
eppendorf tubes, in 140 uL as a final volume (Fig. 31.3).
Immobilization of the doubly labeled amplicon on the magnetic
beads. Add a volume containing 6.2 x 10° streptavidin magnetic
beads and perform the incubation for 30min at 42°C in an
Eppendorf Thermomixer with gentle shaking.

Put the tubes on the magnetic separator until the solution becomes
clear, and eliminate the supernatant.

After that, perform a washing step of the magnetic beads with
140 uLL 5 x SSC for 10 min at 42°C. Repeat it again, eliminating the
supernatant.
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Fig. 31.2. Agarose gel electrophoresis of doubly labeled PCR product (lane 2)
obtained from Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 with
the doubly labeled primer set IS200. Lane 3: Molecular weight marker
(®X174-Hinf I genome). No band was obtained with sterile water used as a
negative PCR control (lane 1).
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Fig. 31.3. Rapid electrochemical verification of PCR amplification of Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 with the doubly labeled
primer set IS200, showing an increasing amount of IS200 doubly labeled
amplicon (from 2.8 to 75.4 fmol). The negative PCR control is also shown. 60 ug
AntiDig-HRP and 6.2 x 10® magnetic beads were used. Other experimental
details are: medium, phosphate buffer 0.1 mol L', KC1 0.1mol L™}, pH 7.0;
mediator, hydroquinone 1.81 mmol L; substrate, HyO5 4.90 mmol L7%; ap-
plied potential = —0.1V (vs. Ag/AgCl). All data are given as average +SD,
n=3.
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— Enzymatic labeling step. Add 140 uL of anti-Dig-HRP (60 pug) in
blocking Tris buffer. Perform an incubation step for 30 min at 42°C
with gentle shaking.

— Put the tubes on the magnetic separator until the solution becomes
clear, and eliminate the supernatant [3].

— Perform a washing step of the magnetic beads with 140 uL Tris
buffer for 10 min at 42°C. Repeat it again. Resuspend the magnetic
beads in 140 uL Tris buffer.

— Capture the magnetic beads by dipping the m-GEC electrode inside
the eppendorf tube, until the solution becomes clear.

— In the meantime, set the chronoamperometric unit with the Ag/
AgCl as reference electrode, the platinum as auxiliary electrode and
the m-GEC electrode as working electrode. Set the potential fixed at
—0.100V.

— Immerse the electrodes in an electrochemical cell containing 20 mL
supporting buffer with 1.81 mmol L' hydroquinone. Finally, add
H,0, at a final concentration of 4.90 mmol L~! with gentle stirring.
Register the current when the steady state is reached. Compare
with the blank assay signal performed with no template DNA sam-
ples. A linear range from 2.8 to 75.4 fmol of doubly labeled amplicon
should be observed, producing amperometric signals ranging from
7.3 to 99 pA (out of range of the equipment), respectively, being
the negative control approximately 1.5 pA, in all cases, as shown in
Fig. 31.3.
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Procedure 32

In situ DNA amplification of
Salmonella spp. with magnetic
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32.1 OBJECTIVES

(a) To perform an in situ PCR amplification of the IS200 insertion
sequence of Salmonella spp. with double labeling of the amplicon on
magnetic bead primers. (b) To construct a magneto graphite-epoxy
composite (m-GEC) electrode. (c) To quantify the double-labeling
amplification products growth on magnetic beads by using an electro-
chemical strategy based on magnetic beads and m-GEC electrodes.

32.2 MATERIALS AND INSTRUMENTS

50 um particle size graphite powder (BDH, UK), Epotek H77 resin and
hardener (Epoxy Technology, USA).

PVC tube (6 mm i.d.), 21.5mm long; Copper disk (5.9 mm o.d. and
0.5 mm thickness), neodymium magnet (3 mm i.d.). Magnetic separator
Dynal MPC-S (product no. 120.20, Dynal Biotech ASA, Norway).

Platinum auxiliary electrode (Crison 52-67 1, Spain), double junction
Ag/AgCl reference electrode (Orion 900200) with 0.1 M KCl as external
reference solution; m-GEC as working electrode.

Eppendorf Thermomixer 5436 for temperature-controlled incubat-
ions.
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LC-4C Amperometric Controller (BAS Bioanalytical System, USA)
for chronoamperometric measurements.

Scanning electron microscope (Hitachi S-570, Tokyo, Japan) for
studying the distribution of the magnetic beads on the m-GEC elec-
trode surface.

32.3 CHEMICALS AND BIOCHEMICALS

Magnetic beads modified with streptavidin (Dynabeads M-280
Streptavidin, Prod. No. 112.05, Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway).
AntiDigoxigenin-POD Fab fragments Cat. No. 1120773910, (Roche Bi-
ochemicals Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Hydroquinone
(Sigma), hydrogen peroxide (Merck, Germany).

Primer sequences (TIB-MOLBIOL, Germany):

Biotinylated IS200 up: 5 bio-ATG GGG GAC GAA AAG AGC TTA
GC 3, whose 5 end is 194 bp from IS200 5 end, DIG-IS200 down:
5 DIG- CTC CAG AAG CAT GTG AAT ATG 3/, whose 5 end is 394 bp
from IS200 5 end.

Expand High Fidelity PCR System Kit (Roche Molecular Biochem-
icals).

Standard saline citrate (20 x SSC) (3.0M NaCl, 0.3M trisodium
citrate, pH 7.0); Tris Buffer (0.1 M Tris, 0.15M NaCl, pH 7.5); blocking
Tris buffer (2% w/v BSA, 0.1% w/v Tween 20 i 5 mM EDTA, in 0.1 M
Tris, 0.15M NaCl, pH 7.5).

Supporting electrolyte (0.1 M phosphate buffer, 0.1 M KCI, pH 7.0)

32.4 CONSTRUCTION OF THE m-GEC ELECTRODE

The construction of the m-GEC electrode is explained in Procedure 31.
The steps are schematically explained in Fig. 31.1 therein [1].

32.5 IN SITU SALMONELLA GENOME AMPLIFICATION WITH
MAGNETIC BEAD PRIMERS

DNA extraction. Centrifugate 1.5mL of an overnight culture of Sal-
monella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 on Luria-Bertani
(LB) solid or liquid medium and resuspend in 576 uL. Milli-Q water.
Incubate the samples for 1h at 37°C with proteinase K (20 pg/uL) and
SDS 10% p/v (pH 7.2). Extract twice with phenol-chloroform-isoamyl
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alcohol (25:24:1) and collect DNA by precipitation with isopropanol.
Resuspend it in 100 pLL Milli-Q water [2].

Magnetic bead primers preparation. To a streptavidin-modified mag-
netic beads (from 0.3 to 6.4 x 10°), add 50 pmol biotinylated IS200 up
primer (according to the manufacturer, 1.6 x 107 streptavidin-modified
magnetic beads able to bind 50 pmol of biotinylated oligonucleotide),
and perform the immobilization reaction in 140 uL Milli-Q water at
42°C for 15min in an Eppendorf Thermomixer with gentle shaking.
Put the tubes on the magnetic separator until the solution becomes
clear, and eliminate the supernatant in order to separate the full-
covered magnetic beads (the magnetic bead primer) from the supe-
rnatant containing the excess of biotinylated IS200 up primer. Perform
a washing step of the magnetic beads with 140 uL. Milli-Q water for
10min at 42°C. Repeat it again, eliminating the supernatant. The
magnetic bead primer is ready to be introduced into PCR amplification
as the IS200 up primer reagent [3].

PCR reaction. Perform the PCR according to the kit manufacturer,
in a 50 uL of reaction mixture containing PCR template (approximately
100 ng of purified DNA), 200 pmol L™ of each deoxynucleotide tripho-
sphate (dATP, dGTP, dCTP and dTTP), 0.5 umol L™ of the labeled
primer DIG-IS200 down and 2.5 U of Taq polymerase, and in buffer
containing 1.5 mmol L™ MgCl,. Add all the reagents to the magnetic
bead primer prepared to described above [3].

The PCR cycling parameters are an initial denaturation at 95°C for
2min followed by 30 cycles of 95°C for 30s, 53°C for 30s, and 72°C for
30s, and a last step of 7min at 72°C. Include a blank as a control,
containing all reagents except the target DNA [2].

32.6 RAPID ELECTROCHEMICAL VERIFICATION OF IN SITU
PCR AMPLIFICATION OF SALMONELLA SPP. WITH
MAGNETIC BEAD PRIMERS

— Put the tubes coming from PCR on the magnetic separator until the
solution becomes clear, and eliminate the supernatant.

— After that, perform a washing step of the magnetic beads with
140 uLL 5 x SSC for 10 min at 42°C. Repeat it again, eliminating the
supernatant.

— Enzymatic labeling step. Add 140 pL of anti-Dig-HRP (60 pg) in
blocking Tris buffer. Perform an incubation step for 30 min at 42°C
with gentle shaking.
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Fig. 32.1. PCR reactor for the real-time electrochemical detection of Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 based on the doubly labeled
PCR amplification performed with the magnetic bead primer. White dots show
the non-specific electrochemical signal processing the negative PCR control,
while the black dots show the increasing signal of DNA IS200 doubly labeled
amplicon onto magnetic beads. In all cases, 60 pg AntiDig-HRP were used.
Other experimental details are: medium, phosphate buffer 0.1 mol L™, KCl
0.1mol L™!, pH 7.0; mediator, hydroquinone 1.81 mmol L7*; substrate, HyO,
4.90 mmol L; applied potential = 0.1V (vs. Ag/AgCl).

— Put the tubes on the magnetic separator until the solution becomes
clear, and eliminate the supernatant.

— Perform a washing step of the magnetic beads with 140 uL. Tris
buffer for 10 min at 42°C. Repeat it again. Resuspend the magnetic
beads in 140 uLi Tris buffer.

— Capture the magnetic beads by dipping the m-GEC electrode inside
the eppendorf tube, until the solution becomes clear.

— In the meantime, set the chronoamperometric unit with the Ag/
AgCl as reference electrode, the platinum as auxiliary electrode and
the m-GEC electrode as working electrode. Set the potential fixed at
-0.100V.

— Immerse the electrodes in an electrochemical cell containing 20 mL
supporting buffer with 1.81 mmol L™ hydroquinone. Finally, add
H,0, at a final concentration of 4.90 mmol L ! with gentle stirring.
Register the current when the steady state is reached. Compare
with the blank assay signal performed with no template DNA sam-
ples. As an example, an amperometric signal of approximately 11 A
should be obtained for the sample when using 0.012 mg of magnetic
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beads, while in this conditions the negative control shows a signal of
around 3 pA (Fig. 32.1).
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Abstract

Rigid conducting biocomposites are interesting transducing materials for the construction of electrochemical immunosensors, genosensors
and enzymosensors, particularly if the material is modified with universal affinity biomolecules. Examples of these ‘universal affinity
biocomposites’ for electrochemical biosensing are reviewed, in which the common base material is a graphite—epoxy composite. The first
approach relies on strept(avidin)—graphite—epoxy biocomposite transducer, as a universal immobilization platform whereon biotinylated
biomolecules, such as DNAs, enzymes or antibodies can be captured by means of strept(avidin)—biotin reaction. The second approach is based
on Protein A—graphite—epoxy biocomposite. Protein A is able to bind the Fc region of antibodies serving as generic affinity matrix for immuno-
immobilization on the transducer. Biocomposite electrodes offer many potential advantages compared to more traditional electrodes based on a
surface-modified conducting phase. The capability of integrating various materials into a single one is their main advantage, besides the
improved electrochemical properties. These materials can just be prepared through ‘dry chemistry’ using procedures that can be easily
transferred to mass fabrication of thick film devices. The different properties of these materials are discussed. Analytical response as well as
other parameters such as the easiness in preparation, robustness, sensitivity, surface regeneration, costs, and transfer to mass production of these
different approaches is also considered.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Graphite—epoxy biocomposite; Protein A; Avidin; Atrazine; DNA; Electrochemical biosensing; Immunoassay

1. Introduction 1.1. Carbon-based materials for electrochemical biosensing

The fabrication of reproducible, stable, and selective There is a rich diversity of structural forms of solid carbon

biologically modified surfaces is the subject of increasing
research efforts owing to the potential application in the field of
biochips and bioreactors. Moreover, the deposition of biological
macromolecules with controlled spatial resolution without any
loss in their activity is an important feature to be considered in
the fabrication of biosensing devices [1,2]. The most exciting
transducers for electrochemical biosensing are based on
carbonaceous materials: carbon paste [3], glassy carbon [4]
and pyrolitic graphite [5] are the most popular choices for the
construction of electrodes.

* Corresponding author. Tel.: +34 93 581 4937; fax: +34 93 581 2379.
E-mail address: Isabel.Pividori@uab.es (M.I. Pividori).

0040-6090/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ts£.2007.06.063

because it can exist as any of several allotropes. Moreover,
engineered carbons are the product of the carbonization process
of a carbon-containing material, conducted in an oxygen-free
atmosphere. Depending on the starting precursor material
(hydrocarbon gases, petroleum derived products, coals, poly-
mers, biomass), the product of a carbonization process will have
different properties, including the adsorption capability.

Traditional engineered carbons can take many forms, such as
coke, graphite, carbon and graphite fiber, carbon monoliths,
glassy carbon (GC), carbon black, carbon film, and diamond-like
film. More recently, a promising new carbon-based material—
carbon nanotubes—has been developed using the vapor deposi-
tion technique.

Engineered carbons have found intensive use as adsorbents
because of their porous and highly developed internal surface
areas as well as their complex chemical structures.
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As such, the majority of organic molecules and biomolecules
can be easily adsorbed on carbon-based material. Adsorption pro-
cesses can be driven in both liquid and gaseous media by physical
forces. The porous structure and the chemical nature of the carbon
surface are significantly related to its crystalline constitution. The
crystal structure of graphite consists of parallel layers of condensed,
regular hexagonal rings. The in-plane C—C distance is intermediate
between the Csp’—Csp® and the Csp”=Csp” bond lengths.

The pore structure and surface area of carbon-based
materials determine their physical characteristics, while the
chemical structure of the surface affects interactions with polar
and nonpolar molecules due to the presence of chemically
reactive functional groups. Active sites—edges, dislocations,
and discontinuities—determine the reactivity of the carbon
surface. Graphitic materials have at least two distinct types of
surface sites, namely, the basal-plane and edge-plane sites [6]. It
is generally considered that the active sites for electrochemical
reactions are associated with the edge-plane sites, while the
basal plane is mostly inactive.

Heteroatoms (usually oxygen) play an important role in the
chemical nature of the carbon ‘active’ surface [7]. The
adsorption process is thus strongly dependent on the type,
quantity, and bonding of these functional groups in the
structure. The electrochemical oxidation pretreatment was
found to improve the electrochemical behavior by introducing
more active edge sites on the treated carbon surface. The effect
of oxidation on the chemical composition is related to the
increased concentration of strong and weak acidic groups found
upon electrochemical oxidation of the graphite surface [8]. A
model of a fragment of oxidized carbon surface illustrating the
general chemical character of the oxidized carbon surface is
shown in Fig. 1 [9].

Among the different carbonaceous materials, GC and
pyrolytic graphite (PG) and the graphite-powder-based compo-
sites such as carbon paste (CP) are the most popular choices as
electrochemical transducer materials. GC is made by heating a
high molecular weight carbonaceous polymer to 600—800 °C.
Most of the noncarbon elements are volatilized, but the
backbone is not degraded. Regions of hexagonal sp” carbon
are formed during this treatment, but they are unable to form
extensive graphitic domains without breaking the original
polymer chain. GC is impermeable to liquid, so porosity is not
an issue [10]. Pretreated GC has been obtained by (1) polishing
and/or ultrasonication, (2) chemical oxidation or (3) electro-

chemical anodization treatments [11]. These surface treatments
have been extensively used to improve the electrochemical
performance of GC [12]. Suggested reasons for activation have
been the removal of contaminants from the surface, and the
increase in the surface area due to the roughening of the surface
or the exposure of fresh carbon edges, microparticles and
defects that may be sites for electron transfer.

While some of these factors are related to improvements in
the electrochemical performance, others are related to both
electrochemical and physical features. As an example, the
increment in the surface roughness can cause enhancement of
the heterogeneous electron transfer rates as the effective area for
electron transfer is greater than the geometric area, but can also
improve the physisorption of a given molecule.

GC is well known for the exhibition of a wide range of
functional groups, including carboxylic acids, quinones/hydroqui-
none, phenols, peroxides, aldehydes, ethers, esters, ketones, and
alcohols. The activation method most commonly used relies on the
electrochemical activation to obtain anodized GC (GC,,).

PG is made by the pyrolysis of light hydrocarbons onto a hot
(800 °C) stage, often followed by heat treatment to higher
temperatures. Highly oriented PG (HOPG) is made from PG by
pressure annealing in a hot press at 3000 °C and several
kilobars. HOPG has a smooth, shiny basal surface, while PG is
mottled and dull. The dominant structural property of PG and
HOPG is the long-range order of the graphitic layers and the
remarkable anisotropy and hydrophobic behavior. HOPG is
single-crystal graphite with edge planes and cleavage surfaces
(basal plane) that serve as the oriented surface for electrochem-
ical studies. An important advantage of HOPG compared with
other carbonaceous materials is the possibility to perform
studies by means of high resolution techniques—even down to
the atomic level—by scanning probe microscopy, such as
atomic force microscopy (AFM). The rough and complex
surface of GC is not suitable for AFM surface characterization.

For AFM studies, an atomically flat substrate is required to
clearly resolve the molecular adsorbed layer. GC presents a root-
mean-square (rms) roughness of 2.10 nm while HOPG surface
presents an rms roughness of less than 0.06 nm (both calculated
from AFM images in air) [13]. This fact has stimulated the use of
HOPG instead of other carbonaceous materials such as GC or CP
[14]. Fullerenes (C60) have a structure similar to that of truncated
icosahedron, made out of five- and six-member rings of sp2
carbons. Higher fullerenes are also made of five- and six-member

Fig. 1. Hypothetical fragment of an oxidized carbon surface. The figure was taken from [9] with permission from the authors.
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carbon rings. In late 1991, the first synthesis and characterization of
carbon nanotubes (CNTs) was reported [15]. CNTs are attractive
carbonaceous materials with well defined nanoscale geometry.
They have a closed topology and tubular structure that are typically
several nanometers in diameter and many micrometers in length.
CNTs are produced as single-wall Carbon Nanotubes (SWCNTs)
and multi-wall carbon nanotubes (MWCNTs). SWCNTs are made
out of a single graphite sheet rolled seamlessly with 1-2 nm in tube
diameter. MWCNTs are composed of coaxial tubules, each formed
with a rolled graphite sheet, with diameters ranging from 2 to
50 nm. The concentric single-walled cylinders are held together by
relatively weak Van der Waals forces with an interlayer spacing of
0.34 nm. CNTs aggregate easily, forming bundles of tens to
hundreds of nanotubes in parallel and in contact with each other
[16]. It has been shown that while amorphous carbon can be
attacked from any direction, CNTs can be oxidized only from the
ends. When treated with concentrated oxidizing acid, the ends and
surfaces of carbon nanotubes become covered with oxygen-
containing groups such as carboxyl groups and ether groups. As
graphite is considered to be hydrophobic, CNTs and fullerenes are
found to have a low solubility in water. The presence of hydrophilic
groups (e.g., —OH and —COOH) in the interior of the CNT could
play an important role in its properties. Compared with SWCNTSs,
the much cheaper MWCNTs produced by the CVD method are
known to have more defects and can provide more sites for the
immobilization of biomolecules. CNTs present a larger surface area
and outstanding charge-transport characteristics and might there-
fore greatly promote electron transfer reactions which can
dramatically improve electrochemical performance compared to
that of other carbonaceous materials [17]. The open end of a
MWCNT is expected to show a fast electron transfer rate similar to
the graphite edge plane electrode while the sidewall is inert like the
graphite basal plane. Fast electron transfer rate is demonstrated
along the tube axis [18]. CNTs are expected to present a wide
electrochemical window, flexible surface chemistry, and biocom-
patibility, similar to other widely used carbon materials.

1.2. Carbon composite materials

Carbon composites result from the combination of carbon with
one or more dissimilar materials. Each individual component
maintains its original characteristics while giving the composite
distinctive chemical, mechanical and physical properties. The
capability of integrating various materials is one of their main
advantages. Some components incorporated within the composite
result in enhanced sensitivity and selectivity. The best composite
compounds will give the resulting material improved chemical,
physical and mechanical properties. As such, it is possible to
choose between different binders and polymeric matrices in order
to obtain a better signal-to-noise ratio, a lower nonspecific
adsorption, and improved electrochemical properties (electron
transfer rate and electrocatalytic behavior). Powdered carbon is
frequently used as the conductive phase in composite electrodes
due to its high chemical inertness, wide range of working
potentials, low electrical resistance and a crystal structure
responsible for low residual currents. A key property of poly-
crystalline graphite is porosity. Most polycrystalline graphite—

such as powdered carbon—is made by heat treatment of high
molecular weight petroleum fractions at high temperatures to
perform graphitization. The term ‘graphite’ is used to designate
materials that have been subjected to high temperatures, and thus
have aligned the sp2 planes parallel to each other.

Regarding their mechanical properties carbon composites can
thus be classified as rigid composites [19,20] or soft composites—
the carbon pastes [21]. The composites are also classified by the
arrangement of their particles, which can be either dispersed or
grouped randomly in clearly defined conducting zones within the
insulating zones.

The inherent electrical properties of the composite depend on
the nature of each of the components, their relative quantities and
their distribution. The electrical resistance is determined by the
connectivity of the conducting particles inside the nonconducting
matrix, and therefore the relative amount of each composite
component has to be assessed to achieve optimal composition.

Carbon composites show improved electrochemical perfor-
mances, similar to an array of carbon fibers separated by an
insulating matrix and connected in parallel. The signal produced
by this macroelectrode formed by a carbon fiber ensemble is the
sum of the signals of the individual microelectrodes.

Composite electrodes thus show a higher signal-to-noise (S/
N) ratio than the corresponding pure conductors, accompanied
by an improved (lower) detection limit, as shown in Fig. 2,
when comparing two electrodes with identical geometrical
conducting areas. SEM showing the surface and roughness of
these materials are shown comparatively in Fig. 3.

Rigid composites are obtained by mixing graphite powder with
a nonconducting polymeric matrix, obtaining a soft paste that
becomes rigid after a curing step. They could be classified
according to the nature of the binder or the polymeric matrix, in
epoxy composites, methacrylate composites, or silicone compo-
sites. Graphite—epoxy composite (GEC) has been extensively used
in our laboratories showing to be suitable for electrochemical
sensing due to its unique physical, and electrochemical properties.

Soft composites or CPs are the result of mixing an inert con-
ductor (e.g., graphite powder) with an insulating compound (e.g.,
paraffin oil, silicone, Nujol, mineral oil). The insulating liquid has
a specific viscosity and the paste has a certain consistency. The
resulting material is easy to prepare and inexpensive. Compared
with other solid materials, CP electrodes have shown some advan-
tages, including wide potential window and low background
current.

However, these pastes have limited mechanical and physical
stabilities, especially in flow systems. Additionally, the pastes
are dissolved by some nonpolar solvents.

1.3. Carbon biocomposite materials

Most biosensor transducers require pretreatment of their
surfaces. In some incidences, transducing materials have to be
modified [22,23]. This modification process can be tedious,
expensive—because it involves many reagents — time-
consuming, and difficult to reproduce.

As previously explained, carbon composites result from the
combination of carbon with one or more dissimilar materials, with
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Fig. 2. Left: Electrochemical performance of graphite—epoxy composite (GEC) compared with glassy carbon (GC) for hydrogen peroxide, applied potential, 1.150 V
(vs. Ag/AgCl). Right: Cyclic voltamperograms of hydroquinone 1.81 mM using as working electrodes graphite—epoxy and glassy carbon, v=50 mV s '. In both

cases, medium, phosphate buffer 0.1 M, KCI1 0.1 M, pH 7.0.

the capability of integrating various materials as one of their main
advantages. Some components, which are incorporated within the
composite, result in enhanced sensitivity and selectivity. The best
composite compounds will give the resulting material improved
chemical, physical, and mechanical properties.

Rigid conducting graphite-polymer composites (GEC) and
biocomposites (GEB) have been extensively used in our
laboratories and shown to be a suitable material for electrochem-
ical (bio)sensing due to their unique physical, and electrochemical
properties [19,20]. In particular, we have used GEC (graphite—
epoxy composite) made by mixing the nonconducting epoxy

graphite-apoxy

resin (Epo-Tek, Epoxy Technology, Billerica, MA, USA) with
graphite powder (particle size below 50 pm).

In the present work, GEB materials for the development of
electrochemical biosensors are presented. The advantages of
these new graphite—epoxy platforms for electrochemical
biosensing are discussed and compared with the current state
of the art in biosensing techniques.

1.3.1. Protein A graphite—epoxy biocomposite (ProtA-GEB)
One of the most important features in the immunosensor design
is the proper choice of the immobilization method for keeping the

Fig. 3. Scanning electron microphotographs of the surfaces of a glassy carbon electrode (A) and a graphite—epoxy electrode (B). The same acceleration voltage (10 kV)
and the same resolutions (100 and 10 pum, respectively as shown in the figure) were used in both cases. The figure was taken from [9]. Reprinted with permission.
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affinity of the antibodies. As it was previously demonstrated for
Protein A, when the antibodies are immobilized through their Fc
fragment to Protein A (or G), their Fab binding sites are mostly
oriented away from the solid phase. As Protein A is able to link the
Fc region of different antibodies, there is no need to previously
modify the antibody.

Protein A, produced by Staphylococcus aureus, is a highly
stable receptor capable of binding to the Fc region of
immunoglobulins, such as IgG, from a large number of species
[24]. Because of these binding characteristics, Protein A can be
used as an affinity matrix in classical immunoassays (ELISA) as
well as in immunosensing devices [25,26]. Studies of the
interactions between Protein A and IgG classes and subclasses
have progressed to a state where much is known and understood
regarding the stoichiometry and physicochemical interactions [27].

A rigid and renewable transducing material for electrochemical
immunosensing can be easily prepared by adding a 2% of Protein
A in the formulation of the graphite—epoxy composite to obtain
ProtA-GEB, and using dry chemistry techniques, avoiding tedious,
expensive and time-consuming immobilization procedures of the
antibodies. The rigid conducting biocomposite acts not only as a
transducer, but also as a reservoir for the biomolecule [28].

The ProtA-GEB surface was characterized by scanning
electron and fluorescence microscopy as well as by electro-
chemical techniques.

SEM images have been used to provide qualitative information
about the structure, size and distribution of graphite microzones as
well as the surface properties of the composite and biocomposite.
Fig. 4 shows comparative scanning electron microphotographs of
GEC (Fig. 4A) and ProtA-GEB (Fig. 4B). Both surfaces were
polished previously and pretreated with ultrasound for 1 min. As
can be seen, the surface of the GEC electrodes was heterogeneous.
White areas were associated with epoxy resin and dark areas
corresponded to islands of conducting material, i.e., graphite. The
ProtA-GEB surface differed from that of GEC, which was
characterized by a large number of closely spaced graphite
microzones. The ProtA-GEB material consisted of larger graphite
microzones with a significantly larger inter-zone separation,
suggesting a higher bulk resistance. Thus, the inclusion of Protein
A in the formulation modified the polymerisation of the graphite—
epoxy composite.

However, with this technique it was not possible to identify the
areas where Protein A was exposed in the ProtA-GEB transducer.

The exposure of the Protein A specific binding sites for
antibodies on the surface of the ProtA-GEB transducer was studied
using confocal laser scanning fluorescence microscopy. The
ProtA-GEB surface was treated following a three-step procedure
as previously described, to form sequentially the immunological
conjugate ProtA-GEB//RIgG//anti-RIgG-biotin//rhodamine—
streptavidin, as shown in Fig. 5. The background control was
performed omitting the RIgG immobilization step. Fig. SA shows
intense fluorescence areas (in red and circled), corresponding to
specific binding to the surface of the ProtA-GEB transducer. This
fluorescence could be associated with areas of the biocomposite
where Protein A is exposed, confirming the presence of the
specific binding sites on the surface of the ProtA-GEB transducer.
Fluorescence microscopy confirmed that ProtA-GEB material

Fig. 4. Scanning electron microphotographs of (A) GEC and (B) ProtA(4%)-
GEB. Identical acceleration voltage (10 kV) and resolution (50 pm) were used in
both cases. The figure was taken from [28]. Reprinted with permission.

exposed Protein A binding sites, acting as an affinity matrix. These
binding areas were not revealed in the control assay indicating
negligible nonspecific adsorption (Fig. 5B).

Both images were taken under identical experimental
conditions. The reflection of the material surface (in green)
showed the same pattern for both assays.

1.3.2. Protein A graphite—epoxy biocomposite (ProtA-GEB) for
electrochemical immunosensing of pesticides residues

The utility of the ProtA-GEB for electrochemical immuno-
sensing was demonstrated for the detection of pesticides
residues [29]. A rigid and renewable transducing material for
electrochemical immunosensing of pesticides residues, based
on bulk-modified graphite—epoxy biocomposite, can be easily
prepared by adding 2% of Protein A in the formulation of the
composite to obtain ProtA-GEB. The rigid conducting
biocomposite acts not only as a transducer, but also as a
reservoir for the biomolecule.

After use, the electrode surface can be renewed by a simple
polishing procedure for further uses, highlighting a clear
advantage of this new material with respect to surface-modified
approaches such as classical biosensors and other common
biological assays. Anti-atrazine antibodies can be easily
immobilized on the surface of the Protein A-modified
transducer without any modification of the antibodies (Fig. 6A).

In these cases, a competitive immunological assay was used
(Fig. 6C). Briefly, the three-step experimental procedure consist
of: 1) immobilization procedure in which the antibody is
immobilized onto the electrode surface through the Fc-Protein
A (Fig. 6A); ii) competitive immunological reaction between
the atrazine and an atrazine-HRP enzymatic tracer (Fig. 6C); iii)
amperometric determination based on the enzyme activity by
adding H,O, and using hydroquinone as a mediator (Fig. 6C).

The strategies for the immobilization of the antibodies on the
biosensor relies on ‘dry-assisted affinity” immobilization, and it
was performed by adding 20 pl of the nonmodified or the
biotinylated antibodies to the surface of ProtA-GEB electrodes, at
40 °C, until dryness (approximately for 30 min) under static
conditions (Fig. 6B). The performance of the electrochemical
immunosensing strategy based on universal affinity biocomposite
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Fig. 5. Confocal laser scanning fluorescence microphotograph for (A) ProtA (4%) GEB transducers with 2 pmol RIgG, 10 pmol biotinylated anti-RIgG and 50 pg
rhodamine—streptavidin, in order to form the immunological complex ProtA-GEB//RIgG//anti-RIgG-biotin//rhodamine—streptavidin and (B) background adsorption
control omitting RIgG. Laser excitation was at 568 nm. Voltage: 352 V. The figure was taken from [28]. Reprinted with permission. (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

platforms was successfully evaluated using spiked real orange juice
samples. The competitive electrochemical immunosensing strategy
can easily reach the required LOD for potable water orange juice
(MRL 0.1 pg L") established by the European Community
directives with very simple sample pretreatments (Fig. 6D). The
orange juice samples spiked with diluted atrazine were first
adjusted to pH 7.5, diluted five times with PBST, and filtered
through 0.22 pm filter before measurement. The features of these
approaches are described in detail in the following section [29].

1.3.3. Avidin graphite—epoxy biocomposite (Av-GEB)

One of the most valuable strategies for the effective
immobilization of biomaterial on different substrates is based
on the avidin—biotin affinity reaction [30]. Nowadays, the
knowledge about this interaction has advanced significantly and
offers an extremely versatile tool. The avidin—biotin reaction as
an immobilization strategy for biomolecules presents a variety
of specific advantages over other single point immobilization
techniques. In particular, the extremely specific and high
affinity interaction between biotin and the glycoprotein avidin
(association constant, Ka=10"> M) leads to strong associations
similar to the formation of a covalent bonding. This interaction
is highly resistant to a wide range of chemical (detergents,
protein denaturants), pH range variations and high temperatures
[31]. In addition, the avidin—biotin-based immobilization
method maintains the biological activity of the biomolecule
being immobilized more successfully than other commonly
used methods [32]. Much progress has been done in the

modification of biomolecules with biotin. A wide range of
macromolecules including proteins—both enzymes and anti-
bodies—polysaccharides and nucleic acids or short oligonu-
cleotides can be readily linked to biotin without serious effects
on their biological, chemical or physical properties. As such,
avidin should be considered as a universal affinity molecule
capable of attaching different biotinylated biomolecules.

A rigid and renewable transducing material for electrochem-
ical immunosensing, enzymosensing and genosensing can be
easily prepared by adding 2% of avidin in the formulation of the
graphite—epoxy composite to obtain Av-GEB, and using dry
chemistry techniques, avoiding tedious, expensive and time-
consuming immobilization procedures of the biomolecules. The
rigid conducting biocomposite acts not only as a transducer, but
also as a reservoir for the avidin.

The Av-GEB surface was characterized by fluorescence
microscopy as well as by electrochemical techniques. The
exposure of the avidin specific binding sites of the Av-GEB
platform was studied using confocal laser scanning fluorescence
microscopy [33]. The ProtA-GEB surface was treated following
the procedure previously described, to form the conjugate
Avidin-GEB//fluorescein—streptavidin, as shown in Fig. 7.

The background control was performed using nonbiotinylated
fluorescein but the same Av-GEB platform. Fig. 7B shows intense
fluorescence areas corresponding to specific binding between the
avidin molecules confined within the Av-GEB platform and the
biotinylated fluorescein molecules. These binding areas are less
revealed in the blank assay (Fig. 7A) indicating negligible
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nonspecific adsorption. Both images were taken under identical
experimental conditions. As the graphite—epoxy is a porous
material the image was taken by summing the fluorescence of
different planes that constitute the transducer. Fluorescence
microscopy thus confirms that Av-GEB platform exposes active
binding sites for biotin, acting as an affinity matrix. This
fluorescence can be associated to the Av-GEB areas where not
only avidin is exposed but also reached by the small fluorescence
molecule, confirming the presence of the specific binding sites
within the Av-GEB transducer. As the graphite—epoxy composite
is a porous material it is expected that small biotinylated
molecules can easily diffuse in/out the pores and reach the
exposed avidin molecules. Similar interactions to those found for
the small fluorescein—biotin molecule could be expected for the
small and flexible ODN molecules, i.e. for the electrochemical
DNA biosensor based on Av-GEB. However, for molecules with
higher MW and lower flexibility, such as antibodies, immuno-
complexes and enzymes, the interaction with the Av-GEB surface
could be complicated by diffusion processes. Although the biotin
affinity centers of the Av-GEB showed to be active, they could be
more easily reached by small biotinylated molecules. The
interaction with more rigid and larger biomolecules was expected
to be lower.

The electrochemical properties of a given composite depend
on the nature of each component. The polymeric matrix
provides good adhesion to other components and also possesses
excellent insulating characteristics. The amount and distribution
of the conducting component as well as the biocomponent in the
matrix and on the surface of the polymer will determine the

electrochemical characteristics of the resulting biocomposite.
Hence, the purpose of cyclic voltammetry experiments was to
characterize, rapidly and simply, the electrochemical behavior
of the Av-GEB biocomposite. Fig. 8 shows cyclic voltammo-
grams of the Av(2%)-GEB transducer compared with a GEC
transducer without avidin. As can be observed in Fig. 8, the
presence of avidin in the formulation slightly affects the value
for the peak-to-peak separation, increased with the presence of
avidin, with the oxidation peak moving in a more positive
direction and the reduction peak moving in a more negative
direction compared with the bare GEC transducer.

1.3.4. Avidin graphite—epoxy biocomposite (Av-GEB) for
electrochemical genosensing

The utility of the Av-GEB for electrochemical genosensing
was demonstrated for the detection of a genetic sequence related
with pathogenic Salmonella spp, based on the intrinsic
oxidation signal of the DNA coming from the guanine residues.

The Av-GEB biosensor can be easily modified with
biotinylated 1S200 sequence (GTG ATA TTT ACA GTT CCA
TCG GG-biotin) just by dipping the electrode in 140 mL of
DNA solution, for 30 min at 42 °C with gentle shaking. The
signal obtained with 200 pmol of IS200-biotin sequence and
using an Av-GEB biocomposite-based transducer was 375 nA
higher than the background signal obtained with GEC. In all
cases, the transducer was pretreated by applying +1.20 V for
1 min in PBS. The guanine oxidation signals were detected
using DPV with a modulation amplitude of 100 mV. The
oxidation peak height after baseline fitting was used as the
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A

Fig. 7. Confocal laser scanning fluorescence microphotograph for Av-GEB transducers submitted to (A) 80 pmol of biotinylated fluorescein to form the complex
Avidin-GEB//fluorescein—streptavidin and (B) nonbiotinylated fluorescein (background adsorption). Laser excitation was at 568 nm; voltage: 352 V. The figure was

taken from [33]. Reprinted with permission.

analytical signal. The raw data were treated using the Savitzky
and Golay filter (level 4) of the General Purpose electrochem-
ical software (GPES) of Eco Chemie (The Netherlands) with a
moving average baseline correction, using a ‘peak width’ of
0.01. The signal is clearly higher when using Av-GEB due to
the improved immobilization of the biotin oligonucleotide
through the highly oriented biotin/avidin linkage.

2. Conclusion

Graphite—epoxy composites (GEC) and biocomposites (GEB),
widely studied by our research group, show excellent transducing
features and improved electrochemical behavior compared with
other continuous conducting materials such as glassy carbon.

However, the practical features related with the use of
universal affinity molecule such as both avidin and Protein A as
bioaffinity agents embedded into bulk-modified electrodes have
demonstrated to be useful for the sensitive detection of a wide
range of biomolecules. The same Av-GEB was found to be a
universal immobilization platform whereon different biotiny-
lated molecules can be captured by means of avidin—biotin
molecular recognition process. The versatility of Av-GEB as a
universal immobilization platform by the attachment of ODNSs,
DNA, enzymes or antibodies was demonstrated. Moreover, the
biological activity of the immobilized biomolecules was shown
to be increased by this single point immobilization procedure.

The fact that the same biocomposite material could be used
for the immobilization of many biomolecules is an important
practical feature to be considered for the massive fabrications of
electrochemical biosensing devices. Moreover, this material can

be easily prepared through dry chemistry using procedures that
can be transferred to mass fabrication establishing a clear
advantage for the development of biokits.

Additionally, the biosensor design based on Av-GEB fulfils the
requirements desired for these devices: ease of preparation,
robustness, sensitivity, low cost of production, ease of miniatur-
ization and simple use and fast response. The same characteristics
were observed for ProtA-GEB, as it was possible for the sensitive
detection of atrazine in orange juices by a competitive immunoa-
nalysis, achieving the LOD required by the European commission.

As it was previously demonstrated, GEC materials have
shown unique and selective adsorption behavior [34]. While
DNA, proteins, enzymes or other biomolecules are shown to be
firmly and irreversibly adsorbed on GEC under dry conditions,
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Fig. 8. Electrochemical response of graphite—epoxy composite (GEC) compared
with Av-GEB. Cyclic voltamperograms of hydroquinone 3.61 mM, v=50 mV
s . In both cases, medium, phosphate buffer 0.1 M, KC1 0.1 M, pH 7.0.
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the wet adsorption of nonspecific biomolecules was shown to be
negligible under stirring or convection conditions in solution.

The possibility of controlling the spatial resolution for the
exposure of the affinity biomolecule by merely controlling its
percentage in the composition of the biocomposite will be
further studied. Future research will also be focused on the
controlled spatial deposition of biomolecules (such as DNA and
proteins) over the GEB surface for the construction of
multiplexed devices using thick film technology.
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A very sensitive assay for the rapid detection of pathogenic bacteria based on electrochemical genosens-
ing has been designed. The assay was performed by the PCR specific amplification of the eaeA gene,
related with the pathogenic activity of Escherichia coli 0157:H7. The efficiency and selectivity of the
selected primers were firstly studied by using standard Quantitative PCR (Q-PCR) based on TagMan fluo-
rescent strategy. The bacteria amplicon was detected by using two different electrochemical genosensing
strategies, a highly selective biosensor based on a bulk-modified avidin biocomposite (Av-GEB) and a

Keywords: . . highly sensitive magneto sensor (m-GEC). The electrochemical detection was achieved in both cases by
Electrochemical DNA biosensor - . 1
(Strept)avidin the enzyme marker HRP. The assay showed to be very sensitive, being able to detect 4.5ng ul-! and

0.45 ng I~ of the original bacterial genome after only 10 cycles of PCR amplification, when the first and
the second strategies were used, respectively. Moreover, the electrochemical strategies for the detection
of the amplicon showed to be more sensitive compared with Q-PCR strategies based on fluorescent labels

Magnetic beads
Escherichia coli
Q-PCR

Electrochemical genosensing such as TagMan probes.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The development of rapid, inexpensive, sensitive, and high sam-
ple throughput analytical strategies, which can be used as an ‘alarm’
to rapidly detect the risk of contamination by food pathogens in a
wide variety of food matrixes, is an intensive research area. Biosen-
sors offer an exciting alternative to traditional methods, allowing
rapid and multiple analyses that are essential for the detection of
bacteria in food (Leonard et al., 2003). Moreover, biosensing strate-
gies would be implemented in Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCPs) systems that are, generally accepted, the most
effective way to ensure food safety (Mello and Kubota, 2002). An
ideal biosensing device for the rapid detection of microorganisms
should be fully automated, inexpensive and routinely used both ‘in
field’ and ‘in lab’. Optical biosensors are particularly attractive as
they can allow direct ‘label-free’ and ‘real-time’ detection of bacte-
ria, but they lack of sensitivity. The phenomenon of Surface Plasmon
Resonance (SPR), has shown good biosensing potential and many
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Universitat Autonoma de Barcelona, Edifici Cn, Campus UAB, 08193 Bellaterra, Cat-
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0956-5663/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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SPR systems are commercially available (e.g. BIAcoreTM) (Terry
et al,, 2005). On the other hand, electrochemically based trans-
duction devices are more robust, user-friendly, portable, sensitive,
and cost-effective analytical systems. Furthermore, electrochemi-
cal biosensors can operate in turbid media such as food matrixes
(Ivnitski et al., 2000; Mehrvar and Abdi, 2004).

The detection of microbial pathogens can be achieved with
nucleic acid-based detection which has shown to be more specific
and sensitive thanimmunological-based detection. The Polymerase
Chain Reaction (PCR) can be easily coupled to enhance the sen-
sitivity of nucleic acid-based assays. By now, nucleic acid-based
detection coupled with PCR has distinct advantages over culture
and other standard methods such as specificity, sensitivity, rapid-
ity, accuracy and capacity to detect small amounts of target nucleic
acid in a sample. The further amplicon detection can be achieved
with electrochemical DNA biosensors (Ye et al., 2003; Nebling et
al., 2004; Del Giallo et al., 2005; Liu et al., 2007), reducing the
time of the assay and providing results to genetic specificity. Elec-
trochemical DNA biosensors, thus, offer a considerable promise
for obtaining sequence-specific information in a faster, simpler
and cheaper manner compared to traditional hybridization assays.
Such devices possess great potential for numerous applications,
ranging from decentralized clinical testing, to environmental mon-
itoring, food safety and forensic investigations. However, the most
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important drawback related with electrochemical DNA biosensor is
the electrochemical detection of the hybridization event in a sen-
sitive label-free manner without the need of amplification of the
genetic material.

Escherichia coli is one of the most frequent causative pathogen
in human bacterial infections. Enterohaemorrhagic E. coli (EHEC)
0157:H7 is one of the dangerous serotypes of E. coli that causes
hemorrhagic colitis and severe hemolytic uremic syndrome, which
may result in death because of acute or chronic renal failure
(Karmali, 1989). Outbreaks of EHEC 0157:H7 infections have been
associated with food products such as ground beef (Doyle, 1991;
Al-Gallas et al.,, 2002) and raw milk (De Buyser et al., 2001).
Furthermore, documented outbreaks infections associated with
fruits and vegetables have also occurred with increased fre-
quency (Viswanathan and Kaur, 2001). In food and environmental
samples responsible for disease, the levels of contamination are
sometimes very low. Thus, very sensitive detection methods are
required.

In this work, two different strategies for the electrochemical
genosensing detection of E. coli were developed based on the ampli-
fication of a highly conserved sequence for several pathogenic
E. coli serotypes. These new assays were compared in terms of
specificity and sensitivity with a novel Q-PCR strategy based on
TagMan probe using fluorescence detection. TagMan probes are
oligonucleotides with a reporter dye at the 5’ end and a quencher
dye at the 3’ end, which generate an increase in fluorescence
emission when the reporter dye is separated from the quencher
in the PCR amplification. Thus, the increase in fluorescence is a
direct consequence of the amplification process (Gibson et al.,
1996).

First of all, two new set of primers based on the derived
consensus sequence were designed in order to produce an amplifi-
cation product from several pathogenic E. coli serotypes by using
Q-PCR procedure based on TagMan probe. The set of primers
were chosen and tested in terms of specificity and selectivity. The
selected primers were labelled with biotin and digoxigenin in each
extreme, in order to perform the rapid electrochemical verifica-
tion of pathogenic E. coli. During PCR, not only the amplification
of the pathogenic E. coli genome was achieved, but also the dou-
ble tagging of the amplicon ends with (i) the biotinylated capture
primer to achieve the immobilization on the genosensing trans-
ducer and (ii) the digoxigenin signalling primer to achieved the
enzymatic detection through antiDIG-HRP reporter. The immobi-
lization on the genosensing transducer was performed by using a
highly specific avidin-modified biocomposite (Av-GEB) (Zacco et
al,, 2006a) or, in a second manner, through streptavidin-modified
magnetic beads to achieve the further retention of the beads on a
highly sensitive magneto sensor (m-GEC) (Erdem et al., 2006; Zacco
et al., 2006b).

The results show that the combination of the genome ampli-
fication by PCR, capture of the double-tagged amplicon and
electrochemical detection using a sensitive m-GEC electrode, pro-
vide promising results compared with Q-PCR based on TagMan
probes.

2. Experimental
2.1. Instrumentation

Amperometric measurements were performed with a LC-4C
amperometric controller (BAS Bioanalytical Systems). A three-
electrode setup was used comprising a platinum auxiliary electrode
(Crison 52-67 1, Spain), a double junction Ag/AgCl reference elec-
trode (Orion 900200) with 0.1 M KCI as the external reference

solution, and a working electrode (the GEC, m-GEC or Av-GEB
electrode). Temperature-controlled incubations were done in an
Eppendorf Thermomixer compact.

The magnetic separation was performed using a magnetic sep-
arator Dynal MPC-S (Prod. No. 120.20, Dynal Biotech ASA, Oslo,
Norway). The PCR reaction was carried out in an Eppendorf Mas-
tercycler Personal thermocycler.

Amplification and detection of TagMan Q-PCR were carried out
in optical-grade 96 well plates in an ABI 5700 sequence detection
system (Applied Biosystems).

2.2. Chemicals and biochemicals

The graphite-epoxy composite and biocomposite were pre-
pared using 50 pm particle size graphite powder (BDH, UK) and
Epotek H77 epoxy resin and hardener (both from Epoxy Technol-
ogy, USA). The Av-GEB biocomposite was prepared with avidin
(Prod. No. A9275) coming from Sigma (Steinheim, Germany). The
streptavidin-modified magnetic beads were Dynabeads M-280
Streptavidin (Prod. No. 112.06) and were purchased from Dynal
Biotech ASA (Oslo, Norway).

Anti-Digoxigenin-POD, Fab fragments (Prod. No. 1207733) and
Peroxidase biotinamidocaproyl labelled (Prod. No. P-9568) both
of them used as enzyme reporters were purchased from Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim, Germany) and Sigma (Steinheim,
Germany), respectively.

Two primers, 32 and 25 nucleotides long, were obtained from
TIB-MOLBIOL (Berlin, Germany) and were designed for PCR ampli-
fication of eaeA gene fragment related to Escherichia coli. The primer
sequences were Biotinylated eaeA up: 5’ bio-CTG AAT ATT CCG CAT
GAT ATT AAT GGT ACT GA 3/, whose 5’ end is 228 bp from eaeA 5’
end, DIG-eaeA down: 5’ DIG-GTA ATG CAC TAT CAT CCC AGACGAT
3’,whose 5’ end is 339 bp from eaeA 5’ end. The Expand High Fidelity
PCR System Kit (Roche Molecular Biochemicals) was used for per-
forming the PCR. For the TagMan Q-PCR the same primers were
used, but in this case without modifications. The TagMan probe
consisted in an oligonucleotide with a 5’ fluorescent reporter dye
(FAM) and a 3’ quencher dye (NQF). The TagMan probe sequence
was 5 FAM-ATC CAG ACC GTATTT GC-NQF 3/, whose 5’ end is 311 bp
from eaeA 5’ end.

All other reagents were of the highest available grade. Aqueous
solutions were prepared with double-distilled water. The com-
position of these solutions were hybridization solution 5x SSC
(0.75moll~! NaCl, 75mmoll-! trisodium citrate, pH 7.0); Tris
buffer (0.1 moll-! Tris, 0.15moll-! NaCl, pH 7.5); blocking Tris
buffer (2%, w/v BSA, 0.1%, w/v Tween 20, 5mmol -1 EDTA, in Tris
buffer); phosphate buffer (0.1 mol1-! phosphate, 0.1 mol I-! KCI, pH
7.0).

2.3. Construction of the magneto graphite—epoxy composite
(m-GEC) and avidin graphite—epoxy composite (Av-GEB)
transducers

Both types of electrodes were design in our laboratories for
electrochemical genosensing (Pividori and Alegret, 2005; Erdem
et al, 2006; Lermo et al, 2007); and immunosensing (Zacco
et al., 2006a,b). The detailed preparation of the electrodes has
been extensively described by Pividori et al. for m-GEC magneto
electrodes (Pividori and Alegret, 2005; Pividori et al., 2007a,b)
and for Av-GEB electrodes (Zacco et al., 2006a) based on rigid
graphite-epoxy composite. In the case of the Av-GEB electrode,
avidin was hand mixed with the graphite power and epoxy resin
paste, resulting 1% (w/w) bulk-modified biocomposite. The mag-
neto electrodes based on GEC as well as those based on the
biocomposite material were cured at 40 °C for 1 week. Before each
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use, the electrode surface was renewed by a simple polishing pro-
cedure, wetted with doubly distilled water, and then thoroughly
smoothed with abrasive paper and finally with alumina paper (pol-
ishing strips Prod. No. 301044-001, Orion).

2.4. Sequence selection of the eaeA gene and PCR primer design
for Q-PCR with TagMan detection and double tagging for
electrochemical detection

First of all, a comparative study of eaeA gene of pathogenic E. coli
was performed. The nucleotide sequences of eaeA gene from diverse
pathogenic E. coli serotypes were obtained from GenBank. All the
sequences (n=62) from AEEC, EHEC, EPEC, STEC and ECOE. coli were
compared using Seqman 5.0 DNA analysis software (DNA*DNAStar
II, Lasergene, DNATAR Inc., USA) to determine the most conserved
sequence among the serotypes of pathogenic strains. Q-PCR assays
based on TagMan probe were performed using a new set of primers
designed for the eaeA consensus gene fragment. The electrochemi-
cal detection of the eaeA gene fragment was performed by the new
set of primers, but in this case labelled, one of them with biotin and
the other one with digoxigenin.

2.5. Q-PCR assay based on TagMan strategy

A total of 16 strains were used by Q-PCR with TagMan detection.
Preliminary tests were carried out to determine optimum anneal-
ing temperature (60 °C and 62 °C), reaction volume (10-20 wl) and
primers concentration (200 nmol1-1, 450 nmolI-!, 900 nmol1-1).
PCR reactions were performed in a reaction mixture with a total
volume of 20 pl containing 9 .l of diluted DNA in sterile water
(from 10 ng pl-1 to 1 fg wi~1, in total eight 10-fold-serial dilutions).
Therefore, the final concentrations ranged from 4.5ngul-! to
0.45 fg w11, TagMan reactions contained 9 pl of a mixture of for-
ward and reverse primers (final concentration 900 nmoll-1) and
1 pl of TagMan universal master mixture 2x (Applied Biosystems).
TagMan amplification conditions were carried out with an initial
step at 50°C for 2 min, and then at 95°C for 10 min, followed by
40 cycles of 95°C for 155, and 62 °C for 1 min. Negative controls
were carried out using sterile water instead of DNA. Once proved
the PCR amplification specificity, the selected sequence and the
evaluated primers were used for the PCR amplification in the
electrochemical assay.

2.6. Electrochemical characterization and potential setting

The electrodes were evaluated by cyclic voltammetry using
hydroquinone as electroactive indicator in order to obtain an
estimation of the optimum potential to be applied. The m-
GEC and Av-GEB not-modified surfaces were compared with a
GEC transducer. The applied potential window scanned by cyclic
voltammetry was from —0.6V to 1.0V (vs. Ag/AgCl). Once the
characterization was performed, the optimum potential for the
electrochemical genosensing was determined by amperometry.
To achieve this purpose, the electrode surface was modified
with biotin-HRP. In the case of Av-GEB, the electrodes were
directly placed in Eppendorf tubes containing 140 wl of biotin-HRP
(20 pmol) in blocking Tris buffer. For m-GEC, streptavidin mag-
netic beads (6.2 x 10%) were used to attach biotin-HRP (0.5 pmol)
in 140 w1 of blocking Tris buffer. In both strategies, the incubation
step was performed with gentle shaking for 30 min at 42 °C. Then,
two washing steps were performed with Tris buffer. Finally, for
m-GEC strategy, the modified beads were captured on the m-GEC
electrode by placing the magneto electrode inside the Eppendorf
tube. In both cases, the amperometric response was determined in
phosphate buffer at the following working potentials: —0.200V,

—-0.150V, —0.100V and —0.050V (vs. Ag/AgCl). The amperomet-
ric determination was based on the activity of the HRP enzyme
as electrochemical reporter by using hydroquinone as a media-
tor (1.81 mmol1-1) and hydrogen peroxide as the substrate for the
enzyme (4.90 mmol1-1),

2.7. DNA amplification and double tagging for the
electrochemical detection of E. coli

Two labelled-primers with biotin and digoxigenin, respectively
were used for the amplification and the double tagging of the PCR
amplicon. The PCR was performed in a 100 .l of reaction mixture
containing 2 ng wl~! of purified DNA coming from pathogenic E. coli
0157:H7. Each reaction contained 200 pmoll~! of each deoxynu-
cleotide triphosphate (dATP, dGTP, dCTP, and dTTP), 0.5 pmol 11 of
the double-tagging set of primers (Biotinylated eaeA up and DIG-
eaeA down) and 5 U of polymerase. The reaction was carried out in
buffer containing 1.5 mmol1~! MgCl,.

The amplification mixtures were exposed to an initial step at
95 °C for 5 min followed by cycles of 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, and
72°Cfor30s,and alast step of 7 min at 72 °C. The DNA amplification
was performed stopping the reaction at 5, 10, 15, 20, 25 and 30
cycles.

The same protocol was performed but varying the concentra-
tion of PCR template (from 4.5 ng wl~! to 4.5 fg 11, in total seven
10-fold-serial dilutions) in 100 wl of reaction mixture. DNA ampli-
fications were performed stopping the reaction at 10, 15 and 20
cycles.

All of these amplifications included a blank as a control, which
contained all reagents except E. coli template in the PCR mix-
ture. The amplification products were analyzed by electrophoresis.
As the primers were labelled with biotin and digoxigenin, the
amplicon was expected to be double-tagged with both biotin and
digoxigenin in each extreme, respectively.

2.8. Electrochemical detection of pathogenic E. coli

The double-tagged amplicon was detected by using Av-GEB and
m-GEC electrodes. The protocol consisted of the following steps:
(a) DNA amplification and double-labelling of the eaeA gene spe-
cific of E. coli; (b) immobilization of the doubly labelled amplicon
by (b;) avidin biocomposite, where the biotin extreme of the ds-
DNA amplicon was attached to the surface of the Av-GEB and by
(bj;) streptavidin magnetic beads strategy, where the 5’ biotin end
was immobilized on the streptavidin magnetic beads; (c) enzymatic
labelling using antiDig-HRP able to be attached in the 3’ digoxigenin
end of the amplicon; (d) magnetic capture of the modified mag-
netic particles by the m-GEC electrode (this step was omitted for
Av-GEB strategy); (e) electrochemical determination (Fig. 1, steps
a-e).

After the DNA amplification and double tagging of the eaeA gene,
adilution of the amplified product was prepared in 5x SSC. The PCR
amplicon was incubated in 5x SSC for 15 min at 42°C.

The immobilization of the doubly labelled amplicon was then
achieved by (a) dipping the Av-GEB electrode in an Eppendorf tube
containing the diluted amplicon and (b) adding 6.2 x 106 strep-
tavidin magnetic beads in an Eppendorf tube with the diluted
amplicon. In both cases, the immobilization was performed in 5x
SSC solution at a final volume of 140 .l for 30 min at 42 °C.

Two washing steps were then performed with 140 1 5x SSC for
10 min at 42 °C. After that, the enzymatic labelling was performed
by using antiDig-HRP (60 .g) in blocking Tris buffer at a final vol-
ume of 140 .l for 30 min at 42 °C. Two washing steps were then
performed for 10 min at 42 °C in 140 pl of Tris buffer. After the final
washing step, in the case of m-GEC strategy, the modified magnetic
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Fig. 1. Schematic representation of the electrochemical strategy for E. coli detection.

beads were captured by dipping the electrode inside the reaction
tube.

Both genosensing strategies were used to follow the PCR ampli-
fication, stopping the reaction mixture at 5, 10, 15, 20, 25 and 30
cycles. In both cases the DNA template concentration evaluated was
2ng wl-1, but using 2.5l and 5 .l of the final PCR mixture, for
m-GEC and Av-GEB strategies, respectively.

The detection limit of the electrochemical procedures was eval-
uated stopping the PCR amplification at 10, 15 and 20 cycles
using 10-fold-serial dilutions of the DNA template, ranged from
45ngul~! to4.5fg i1

The amperometric determination was performed as in Section
2.6. Fig. 1, step e represents the reactions that occur at m-GEC and
Av-GEB sensor surfaces polarized at —0.150V (vs. Ag/AgCl).

3. Results and discussion

3.1. Sequence selection of the eaeA gene and PCR primer design
for Q-PCR with TagMan detection and double tagging for
electrochemical detection

Pathogenicity associated with EHEC involved a 94-kDa outer
membrane protein called intimin-encoded by the eaeA gene-which
has been shown to be necessary to produce the attaching-and-
effacing lesions on intestinal epithelial cells (Louie et al., 1993;
Ibekwe et al., 2002; Barak et al., 2005). Sequences of intimin
attaching genes (eaeA) of pathogenic E. coli were compared in
order to obtain a highly conserved gene sequence from which to
develop PCR primers. A consensus nucleotide sequence of 469 pb
was obtained (showed in the ‘Supporting information’ section).

A novel set of Q-PCR TagMan primers for the amplification
of E. coli 0157:H7 as well as other E. coli serotypes - that would

be considered human pathogens and undesirable in foods - was
selected. The new set of primers was able to produce an amplifica-
tion product expected to be 112 pb. The amplicon sequence was:
CTGAATATTCCGCATGATATTAATGGTACTGAACRCAGTACGCAGAAG-
ATTCARTTGATCGTTAAGAGCAAATACGGTCTGGATCGTATCGTCTGG-
GATGATAGTGCATTAC where the new set of primers position is
shown in bold.

The same set of primers for TagMan Q-PCR were used for the
double-tagging and electrochemical detection, but in this case,
were labelled with biotin and digoxigenin, in order to achieve the
immobilization and the enzymatic labelling, respectively.
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Fig. 2. Amplification plot for TagMan strategy amplifying DNA of E. coli 0157:H7.
The parallel curves represent 10-fold DNA dilutions from 4.5 ng 1= to 0.45 fg wl-1.
The perpendicular to the maximum of the second derivate curve (a) to the abscissa
determines the Ct for the first concentration analyzed. The threshold line (b) was
after setting.
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Fig. 3. Gel electrophoresis for the DNA amplification product using the double tagging set of primers.

3.2. Q-PCR assay based on TagMan strategy

PCR experimental parameters (optimum annealing tempera-
ture, reaction volume and primer concentration) were optimized
(data not shown). Real-time PCR experiments were carried out
using extracted DNAs from 16 strains including pathogenic E. coli,
non-pathogenic as well as other genera. The primers were able
to amplify specifically the eaeA gene from all the pathogenic E.
coliincluding 0157:H7,0157:Neg, 029:NM, 025:NM, and O111:NM.
Products for non-pathogenic E. coli were not detected. Fig. 2 shows
the amplification plot for TagMan strategy amplifying DNA of E.
coli O157:H7 after optimization of experimental conditions. The
parallel curves represent 10-fold DNA dilutions from 4.5 ng pl-!
to 0.45 fg w11, The perpendicular to the maximum of the second
derivate curve (a) to the abscissa determines the threshold cycle
(Ct) for the first concentration analyzed, being the Ct the fractional
PCR cycle number at which the fluorescent signal is greater than the
minimal detection level. The threshold line (b) was after setting. As
shown in Fig. 2, Q-PCR with TagMan strategy displays amplifica-
tion curves in agreement with the DNA dilutions. A Ct value of 16
was obtained for the first DNA template and Ct increments between
dilutions, ranging from 3 to 4. A linear relationship with very good
fit was achieved when plotting Ct value with Log;o DNA concen-
tration. The specificity of the amplification was obtained analyzing
the denaturation profiles of the product and by gel electrophoresis.
The melting temperatures were 72 °C. The detection limit calcu-
lated amplifying E. coli 0157:H7, was 4.5 fg 1~ for 37 cycles of PCR
amplification.

3.3. Electrochemical characterization and potential setting

Av-GEB and m-GEC electrodes were submitted to cyclic voltam-
metry in order to obtain an estimation of the optimum working
reduction potential of the mediator hydroquinone, which would
be used in connection with the enzyme tracer HRP. A reduction

3
:

m-GEC sirategy

8

Cathodic currant |/
S

* Threshold
Blank
o 5 M 15 2 265 30 35
Cyele numbar

peak was observed at —100mV for GEC and m-GEC, while in the
case of Av-GEB (1%) a slight shift in potential can be observed
(=175mV approximately, vs. Ag/AgCl), accordingly with previ-
ous results (Zacco et al., 2006a). Once this rapid characterization
was performed, the optimum potential for the electrochemical
genosensing was determined by amperometry using a biotinylated
enzyme tracer. To achieve this purpose, the electrode surface was
modified with biotin-HRP. The optimum potential was finally set in
—150 mV for both genosensing strategies based on m-GEC and Av-
GEB electrodes (both cyclic voltammetry and amperometric plots
are shown in the ‘Supporting information’ section).

3.4. DNA amplification and double tagging for the
electrochemical detection of E. coli

Fig. 3 shows the gel electrophoresis of the DNA amplification
product using the double-tagging set of primers (0.5 pmoll-1 of
biotinylated eaeA up and DIG-eaeA down), with 2ng ul~! of DNA
template. In all lanes, 5l of PCR reaction mixture was loaded.
As shown in the picture, the PCR was successful performed with
the double-tagging set of primers. Fig. 3 also shows that the
double-labelled amplicon can be only observed above cycle 15
(from lanes 5 to 8, for cycles 15 to 30, respectively). No bands
were observed in lanes 2, 3 and 4, loaded with the amplicon
coming from 0, 5 and 10 cycles, respectively. Comparing with
the results obtained with TagMan Q-PCR (Fig. 2) the Ct cycle for
4.5ngul~! was determined in 16 and for 0.45ngul-! in 18.5.
Thus the electrophoresis is able to detect the presence of the
amplicon at lower concentration of DNA template. Agarose gel elec-
trophoresis results also confirmed the expected size of the product
(112 bp).

3.5. Electrochemical detection of pathogenic E. coli

The double-tagged amplicon was detected by using Av-GEB and
m-GEC electrodes. The eCt (electrochemical threshold cycle) was

(B) -

< 150 » i

E 100 Aw-GEB stralegy .: r_';‘Fi/__N_-l
3 T T T
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o o
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Fig. 4. Electrochemical detection of E. coli PCR product based on m-GEC (A) and Av-GEB (B) strategies. In all cases, 60 pug AntiDig-HRP was used. 4.90 mmoll-! of H,0, and
1.81 mmol 1! of hydroquinone were also added. The medium was phosphate buffer. Applied potential=—0.15V (vs. Ag/AgCl); n=3.
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Fig. 5. LOD evaluation for m-GEC and Av-GEB strategies. PCR reactions were stopped at 10, 15 and 20 cycles. The blank controls (white bars) and the detection limit signal
(discontinuous line) are shown for each strategy and PCR cycle. DNA template concentrations evaluated ranged from 4.5 ng I~ to 4.5 fg wl-! (black bars). Other conditions

as in Fig. 4.

determined for each strategy. The eCt is the first cycle in which
there is a significant increase in the electrochemical signal above
the background, taking as the background the signal value of the
blank, and as the threshold, 10 times the value of the standard
deviation of the background.

As shown in Fig. 4, as low as 2ng wl~! DNA template can be
detected after 10 cycles (the eCt) for m-GEC (A) and 13 cycles for
Av-GEB (B). Comparing the Q-PCR with electrochemical detection
with both TagMan Q-PCR (17 cycles) and gel electrophoresis (15
cycles), the genosensing strategy (based on m-GEC or Av-GEB as
well) is able to detect the amplification in much less number of
cycles. Moreover, it should be point out that while in the case of
Q-PCR with TagMan the volume of reaction was 20 .l, in the case
of the electrochemical detection as low as 2.5 pl (m-GEC) and 5
(Av-GEB) where employed for the electrochemical detection.

Regarding the electrochemical genosensing strategies, m-GEC
is able to detect the double-tagged amplicon in a less number of
cycles than Av-GEB.

The detection limit of the electrochemical procedures was eval-
uated stopping the PCR amplification at 10, 15 and 20 cycles,
using 10-fold-serial dilutions of the DNA template, ranged from
4.5ngul~! to 4.5fgpl1. In all cases 5wl of PCR amplicon was
analyzed. The electrochemical response for both electrochemical
strategies is shown in Fig. 5. As can been seen, the analytical
response increases with the concentration of DNA template ana-
lyzed. In the case of m-GEC strategy, detection limits of 0.45 ng 11,
45pgul~! and 0.45pgul-! were obtained at 10, 15 and 20
cycles, respectively. For Av-GEB strategy, the detection limits at
10, 15, and 20 cycles were 4.5 ng wl~1, 0.45 ng wl-! and 4.5 pg w11,
respectively. As the previous results indicated, the electrochemical
detection based on m-GEC strategy permits to detect low concen-
trations of the amplified material in relation to Av-GEB strategy.

4. Conclusions

A novel electrochemical assay for the sensitive DNA detection of
pathogenic strains of E. coli has been developed. The assay is based
on the amplification of the bacteria genome and the double tag-
ging in order to achieve the immobilization and the electrochemical
detection by using both tags.

The assay has been used for the electrochemical detection of the
eaeA gene, related with the pathogenic activity of E. coli 0157:H7.
The biological material has been amplified by PCR using a new set of
primers, which were chosen and tested in terms of specificity and
selectivity by TagMan Q-PCR procedure. The new set of primers
obtained from the derived eaeA consensus gene fragment, was able
to produce an amplification product from several pathogenic E. coli
serotypes.

On the other hand, the new set of primers for Q-PCR with elec-
trochemical detection were double tagged, in order to achieved the
double tagging of the amplicon during PCR amplification. A unique
band, as shown in gel electrophoresis and as in the case of Q-PCR
with TagMan detection, was obtained, ensuring the specificity of
the assay for detecting E. coli.

The immobilization of the amplicon can be thus performed on
avidin-modified magnetic bead followed with magnetic capture on
m-GEC electrodes, or directly on avidin-modified biosensors (Av-
GEB).

The use of Av-GEB electrodes provided improved features
regarding selectivity of the assay by the direct interaction of the
avidin surface with the biotinylated amplified material, while m-
GEC strategy provided both enhanced selectivity and sensitivity
by the use of streptavidin magnetic beads, which immobilized the
biotinylated amplified material on the m-GEC surface and permit-
ted a rapid magnetic separation of the unbound components.
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These new strategies based on double tagging-PCR followed
with electrochemical genosensing showed to be very sensitive.
After only 10 cycles of PCR amplification, as low as 4.5ng ul~! and
0.45ng -1 of original bacterial genome were detected by using
Av-GEB and m-GEC strategies, respectively.

For the first time, from a consensus sequence, two primer based
on different Q-PCR strategies were compared in terms of sensi-
tivity for the amplification of pathogenic E. coli by using TagMan
detection and different electrochemical biosensing strategies. E. coli
amplified material was detected by m-GEC in less number of cycles
than Av-GEB strategy (10 and 13 cycles, respectively). However,
the two-genosensing strategies were able to detect the amplifica-
tion in much less number of cycles than TagMan Q-PCR and gel
electrophoresis (17 and 15, respectively). Moreover, the reaction
volume analyzed by electrochemical strategies was four and eight
times lower than in the case of TagMan Q-PCR.

The combination of the genome amplification by double-tagging
PCR, capture of the double-tagged amplicon and electrochemical
genosensing detection by using the sensitive m-GEC electrode, pro-
vides a rapid, cheap and sensitive assay to quantify pathogenic E.
coli.

Future work will be focused on multicoding genosensing of
pathogenic bacteria.
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Figure Captions

SCTCCGATTCC TCTGGTGACG ATGGGGATCG ATTACCGTCA
TGGTACGGGT AATGAAAATG ATCTCCTTTA CTCAATGCAG
TTCOGTTATC AGTTTGATAA AYCGTGGTCT CAGCAAATYG
ARCCACAGTA TGTTAACGAG TTAAGAACAT TATCRGGCAG
CCGTTACGAT CTGGTTCAGE GTAATAACAA TATTATTCTG
CAGTACAARA AGCAGGATAT TCTTTCTCTG AATATTCCGO
ATGATATTAA TGGTACTGAA CRCAGTACGC AGAAGATTCA
RTTGATCGTT AAGAGCAAAT ACGGTCTGGA TCGTATCGTC
TGCGATGATA GTGCATTACG YAGYCAGGGC GGYCAGATTC
AGCATAGCGG AAGCCAAAGT GCACAAGAYT ACCAGGCTAT
TITGCCTGCT TATGTGCAAG GTGGYAGCAA TATTTATAAR
GTGACSGCTC GCGCCTATGA CCGWAATGG 3

Figure i. Nucleotide sequence selected as target (469 bp), primers (underlines) and probe (in bold)
positions for TagMan strategy. The mismatches observed between the different pathogenic E.coli strains
are remarked with: “Y, R, S and W”, where “Y” corresponds to a high presence either of the bases C and
T, “R” for the bases A and G, “S” for C and G and “W” for A and T. The amplicon is shown as the shadow

region of the gene.
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Figure ii. (A) Comparative study of the different transducers by cyclic voltammetry: (O) m-GEC, () Av-
GEB and (A) GEC, using hydroquinone (1.81 mmol L") as mediator. The background signal without
hydroquinone is also shown (e). v= 50 mV s (B) Optimization of the working potential by
chronoamperometry. Av-GEB (1%) was modified with 20 pmols biotin-HRP while m-GEC was covered with
streptavidin magnetic beads (6.2 x 106) modified with biotin-HRP (0.5 pmols). 4.90 mmol L™ of H,0; and
1.81 mmol L™ of hydroquinone were also added. In all cases the medium was phosphate buffer. The

applied potential was vs. Ag/AgCl; n=3.
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An immunoassay-based strategy for folic acid in vitamin-fortified milk with electrochemical detection
using magneto sensors is described for the first time. Among direct and indirect competitive formats, best
performance was achieved with an indirect competitive immunoassay. The immunological reaction for
folic acid (FA) detection was performed, for the first time on the magnetic bead as solid support by the
covalent immobilization of a protein conjugate BSA-FA on tosyl-activated magnetic bead. Further compe-
tition for the specific antibody between FA in the food sample and FA immobilized on the magnetic bead
was achieved, followed by the reaction with a secondary antibody conjugated with HRP (AntilgG-HRP).
Then, the modified magnetic beads were easily captured by a magneto sensor made of graphite-epoxy
composite (m-GEC) which was also used as the transducer for the electrochemical detection. The perfor-
mance of the immunoassay-based strategy with electrochemical detection using magneto sensors was
successfully evaluated using spiked-milk samples and compared with a novel magneto-ELISA based on
optical detection. The detection limit was found to be of the order of pgl-! (13.1 nmoll-!, 5.8 pgl-!) for
skimmed milk. Commercial vitamin-fortified milk samples were also evaluated obtaining good accuracy
in the results. This novel strategy offers great promise for rapid, simple, cost-effective and on-site analysis
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Electrochemical immunosensor
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of biological and food samples.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Folates, as various forms of tetrahydrofolate (THF) integrating
the vitamin B group, are substrates and coenzymes involved in
the acquisition, transport, and enzymatic processing of one-carbon
units for amino acid and nucleic acid metabolism and metabolic
regulation.

In order to prevent folate deficiency in individuals, folic acid
is added to many food products. Supplementation is particularly
important with pregnant women, as insufficient folic acid can cause
neural tube defects in the developing foetus. Moreover, folate defi-
ciency is the most common cause of anaemia after iron deficiency.
Finally, a growing number of studies suggest that diminished folate
status is associated with enhanced carcinogenesis, as folic acid
together with vitamin B12 participates in the synthesis of DNA and
RNA (Hoegger et al., 2007).

It was customary to use the terms ‘folic acid’, ‘folate’, or ‘folacin’
interchangeably for all of the pteroylglutamic acid derivatives and

* Corresponding author. Tel.: +34 93 581 4937; fax: +34 93 581 2379.
E-mail address: 1sabel.Pividori@uab.es (M.I. Pividori).

0956-5663/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bios.2008.10.020

their y-polyglutamic acid conjugates. More recently, the term ‘folic
acid’ is reserved for the parent and commercially available pteroyl-
monoglutamic acid which is in the oxidized state, whereas ‘folate’
is used to describe the derivatives which typically occur in natural
foods and tissues (Bates, 2003). Folates are a mixture of non-
substituted polyglutamyl tetrahydrofolates and various substituted
one-carbon forms of tetrahydrofolate (e.g., 5-methyl, 10-formyl). As
these reduced forms are chemically labile, natural folates rapidly
lose activity in foods over periods of days or weeks. This is in con-
trast to the stability of the synthetic form of the vitamin, the folic
acid, which is very resistant to chemical oxidation. Food fortifica-
tion with this stable form can thus add significant amounts of folate
to the diet.

Folic acid fortification of grain, estimated to supply on average an
additional 100 g daily, has introduced on a mandatory basis in US
since 1996 (FDA Fact Sheet, 1996) and recent evidence shows that
this measure has resulted in a 19% reduction in neural tube defects
(Honein et al., 2001). Many countries have begun procedures to
follow the example of the US in fortifying flour-based products. Milk
fortification is also a common strategy and involves the addition,
in most of the fortified-milk commercially available, of folic acid in
the concentration of 30 g in 100 ml.
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The appearance of non-metabolized folic acid in the circulation
was demonstrated following simulation of fortification conditions
as well as consumption of physiological doses of folic acid (Kelly
et al.,, 1997). Although folic acid is not thought to be toxic, it may
contribute to the potential masking of pernicious anaemia in the
elderly, as well as interfering with anticonvulsive therapy or cancer
treatment with antifolates. Beside this, a rapid assay for folic acid
may be mandatory to control the practice of “overage” during food
preparation.

Given the vitamin losses during thermal processing, the man-
ufacturers would often add a higher amount to ensure that
the product did not provide less than the labelled amount.
Moreover, fortification with synthetic vitamins usually occurs
through dry spraying of the crystalline powder on the food
matrix, a process bearing the risk of heterogeneous repartition
of the vitamin in the solid or powder products which should
be controlled. As a result, efficient control programs should be
performed to investigate whether the folic acid values found
agreed with those on the nutritional labels (EEC Council Directive,
1990).

The classical culture procedure depends on the extent of growth
of a specific folate-dependent bacterial species, with long analy-
sis times and relatively low precision. Many immunological-based
assays (IAs) have been developed for the sensitive detection of
folic acid in food samples (Reichert and Rubach, 1991; Das Sarma
et al., 1995). Moreover, recent advances allow the IAs to be per-
formed on magnetic beads as a support (Palecek et al., 2002; Centi
et al,, 2005). Due to the improved washing and separation steps
when using magnetic beads, the matrix effect is minimized. There-
fore, the analysis of samples performed on magnetic beads can
be easily achieved without any pre-enrichment, purification or
pre-treatment steps, which are normally necessary for standard
methods.

Alternatives to microbiological methods and immunoassay for
folate analysis in food include liquid chromatography (Sweeney et
al., 2003; Perez Prieto et al., 2006; Quinlivan et al., 2006). However,
large sample volumes are often necessary to reach the required
detection limits. Moreover, expensive and sophisticated equipment
is needed which must be run by experienced personnel. As a result,
routine and efficient control by the official laboratories becomes
problematic.

As a consequence, the development of rapid, inexpensive, sen-
sitive and high sample throughput and on-site analytical strategies
which can be used in a wide variety of food matrices are required.
Biosensors offer an exciting alternative to more traditional meth-
ods for food analysis. Optical biosensing devices based on SPR for
folic acid detection have been reported (Caselunghe and Lindeberg,
2000; Indyk et al., 2000; Gao et al., 2008).

Although excellent performance with SPR devices towards the
detection of folic acid in milk samples has been demonstrated,
electrochemical-based approaches can provide fast, simpler, user-
friendly, low-cost and in-field detection. These features are ideal
for a device to be use in Hazard Analysis and Critical Control Points
(HACCP) as a systematic approach for food safety (Slatter, 2003).

An electrochemical immunosensing strategy based on a mag-
neto sensor is presented in this paper, as a sensitive, simple,
inexpensive and user-friendly analytical method compared to clas-
sical assays for the detection of folic acid in milk samples.

This strategy combines the advantages taken from immuno-
chemical assays, magnetic beads separation, and electrochemical
transduction (Alegret, 2003). The assay relies for the first time
on an indirect competitive immunoassay, between folic acid in
the sample and folic acid covalently coupled on magnetic beads,
for the specific antibody. A secondary-enzyme labeled antibody
is used to achieve the electrochemical detection. The modified

magnetic beads are then captured by the magnetic field on the
magneto sensor. As it will be demonstrated, this electrochem-
ical immunosensing strategy offers many potential advantages
compared to the traditional methods as well as the classical
immunological strategies.

2. Materials and methods
2.1. Instrumentation

The electrochemical instrumentation and electrodes has been
previously reported (Lermo et al., 2008). Temperature-controlled
incubations in Eppendorf tubes were performed in an Eppen-
dorf Thermomixer compact. Polystyrene microtiter plates were
purchased from Nunc (Maxisorb, Roskilde, DK). Washing steps
were carried out using a SLT 96PW microplate washer (SLT Labin-
struments GmbH, Salzburg, Austria). Optical measurements were
performed on a SpectramaxPlus microplate reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). The competitive curves were analyzed
with a four-parameter logistic equation using the Graph Prism soft-
ware (GraphPad Software, San Diego, CA). The magnetic separation
during the washing steps was performed using a magnetic separa-
tor Dynal MPC-S (Prod. No. 120.20D, Dynal Biotech ASA, Norway) or
96-Well Plate Separation Rack (Prod. No. CD1001, Cortex Biochem,
CA, USA).

2.2. Chemicals and immunochemicals

The graphite-epoxy composite was prepared using graphite
powder with a particle size of 50 wm (BDH, UK) and Epo-Tek
H77 (epoxy resin and hardener both from Epoxy Technology,
USA). Tosyl-activated magnetic beads (MB-Tosyl) (Dynabeads® M-
280 Prod. No. 142.03) were purchased from Dynal Biotech ASA
(Oslo, Norway). Folic acid (FA) and bovine serum albumin (BSA)
were provided from Sigma. The stock solution of FA (10 mmoll-1)
was prepared in dimethylsulfoxide (DMSO, Merck) and stored
at 4°C. Monoclonal mouse folic acid antibody (clone VP-52, Ab)
and anti-mouse polyvalent immunoglobulin peroxidase conjugate
(AntilgG-HRP) were provided by Sigma.

The Bradford solution (BIO-RAD protein assay cat no. 600-0005)
was purchased from BIO-RAD laboratories GmbH (Munich, Ger-
many). All buffer solutions were prepared with milliQ water and
all other reagents were in analytical reagent grade (supplied from
Sigma and Merck). The composition of these solutions were: PBS
(10mmol1-! phosphate buffer, 0.8% w/v NaCl, pH 7.5); PBST and
PBST¢ (PBS with 0.05% and 0.01% v/v of Tween 20 added, respec-
tively); coating buffer (0.05mmoll-! carbonate-bicarbonate
buffer, pH 9.6); citrate buffer (0.04 mmoll-! sodium citrate, pH
5.5); PBSg (0.1 moll-! phosphate buffer, 0.1 moll~! KCI, pH 7.0);
Mcllvaine buffer (80 mmol 1-! phosphate buffer, 60 mmol - citric
acid, 10 mmol1-1 NayEDTA, pH 3.5). The milk-reference solution
was prepared by mixing skimmed milks and diluting them 1/10 in
PBSTc.

2.3. Construction of magneto graphite—epoxy composite (m-GEC)
electrodes

The m-GEC electrodes were designed in our laboratories for
electrochemical genosensing (Pividori and Alegret, 2005; Erdem
et al., 2006; Lermo et al., 2008); and immunosensing (Zacco et al.,
2006, 2007). The detailed preparation of the electrodes has been
extensively described by Pividori et al. for renewable m-GEC mag-
neto electrodes based on rigid graphite-epoxy composite (Pividori
and Alegret, 2005; Pividori et al., 2007).
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2.4. Preparation of the protein conjugates for folic acid (BSA-FA
and FA-HRP)

Folic acid (FA) was covalently attached through its carboxylic
acid groups to the lysine groups of both BSA (bovine serum albu-
min) as well as HRP (horseradish peroxidase) via the active ester
method (Schneider and Hammock, 1992). Experimental details are
described in the Supplementary Material section.

2.5. BSA-FA binding to the magnetic beads

The synthesized BSA-FA conjugate was covalently coupled
to the tosyl-activated magnetic beads. Experimental details for
this procedure are extensively described in the Supplementary
Material section. Before each assay, a volume of tosyl-modified
magnetic beads corresponding to the desired amount was washed
three times with PBS and resuspended in a volume of PBST in
order to obtain the desired concentration of magnetic beads in
100 pl.

2.6. Immunoassay optimization

Direct and indirect competitive assays for folic acid were com-
pared to a classic ELISA (96-well polystyrene microtiter plate with
optical detection). In the direct assay, the enzyme tracer conju-
gated with folic acid (FA-HRP) competes with folic acid (FA) for
the binding sites of the specific antibody (Ab) immobilized on the
solid support, whereas in the indirect assay, the protein conjugate
(BSA-FA) is immobilized on the solid support and the competition
is established between FA in the sample and the immobilized BSA-
FA, for the specific antibody (Ab) in solution, as shown in Fig. 1. In
this case, the amount of specific antibody specifically bound on the
solid support is determined using a secondary antibody conjugated
with HRP as enzyme label (AntilgG-HRP). When the competitive
assay was optimized, a set of experimental parameters (such as pre-

{A) Direct competitive assay

e® 54
ee ©0

1
A0
L

:

FA-HRP b ﬂFn
\ ¥

.Y

-
Lol

o
3
[T NS N RN P M-
=

L4
-

Absgorbance [ L= 450 nm
[
[T

o
L

100% 1Y 10* 1 18t et et
Folic acid [nmaodl I'')

2059

incubation time, incubation time, detergent concentration, ionic
strength and pH) were also studied and optimized to improve the
immunoassay, as detailed described in the Supplementary Material
section.

2.7. Indirect competitive magneto-ELISA procedure

Two-dimensional experiments were performed using the indi-
rect competitive magneto-ELISA procedure with optical detection
in order to select optimum concentrations for both the folic acid
modified magnetic beads, and the specific folic acid antibody. Opti-
mal concentrations were chosen to produce a signal ranging from
0.7 and 1 absorbance units. Experimental details for this procedure
are extensively described in the Supplementary Material section.

The standard curve was fitted to a four-parameter logis-
tic equation according to the formula y={(A-B)/[1+10exp
((logC—1logX) x D)]} +B, where A is the maximal absorbance, B is
the minimum absorbance, C is the concentration producing 50% of
the maximal absorbance, X is the folic acid concentration and D
is the slope at the inflection point of the sigmoid curve. LOD val-
ues were obtained as 90% of A value. Moreover, CV values for n=3
were obtained for the IC50 concentration. In all cases, the error bars
shown in all figures represent the standard deviation for n=3.

2.8. Matrix effect

The term matrix effect is related with the sum of all interfer-
ence effects that influence the final results in an analytical method.
Due to the composition of milk, involving high contents of fat, pro-
tein and minerals (Marshall, 2003), it is expected that this complex
matrix content will affect the immunological interaction between
folic acid and its specific antibody. For this reason, the matrix effect
was evaluated in skimmed milk obtained from local retail stores.
Skimmed milk samples were submitted to different treatments
(dilution of the sample, milk centrifugation and protein precipi-
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tation with Mcllvaine buffer) in order to overcome matrix effect
(experimental details shown in Supplementary Material).

For the evaluation of the matrix effect in the untreated milk as
well as the milk submitted to the different treatment, the standard
curves in spiked-milk with folic acid were compared with the same
curves performed in PBSTc.

2.9. Immunoassay with electrochemical magneto sensors

A schematic representation of the whole procedure is shown in
Fig. S1 in the Supplementary Material section. The indirect com-
petitive assay was performed in 2 ml Eppendorf tubes, and all the
referred quantities are ‘the amounts added per tube’. After each
incubation or washing step, the magnetic beads were separated
from the supernatant on the side wall by placing the Eppendorf
tubes in a magnet separator until the beads were migrated to
the tube sides and the liquid was clear. The optimal concentra-
tion of specific antibody and the BSA-FA modified magnetic beads
were chosen to produce between 0.5 and 3 pA of amperometric
response. For this purpose, a two-dimensional assay was per-
formed, by adding increasing concentrations of modified magnetic
beads (ranging from 0.025 to 0.2mgml~1) and 100 pl of specific
antibody (ranging from 1/16,000 to 1/64,000).

In the competitive assay 100 .l of BSA-FA modified magnetic
beads (0.2 mg ml~1) were added and the supernatant solution was
separated. Then, 50 ul of folic acid standard solutions (in PBST¢
or, in order to overcome matrix effect, in milk-reference solution
prepared by mixing skimmed milks and diluting them 1/10 in
PBST¢) were added followed by the addition of 50 .l of specific
antibody (diluted 1/32,000 in PBST¢). The competitive immuno-
logical reaction was allowed to proceed with vigorous shaking
for 30 min at room temperature. The magnetic beads were then
washed with 100 ] of PBST three times. 100wl of a secondary
antibody AntilgG-HRP (diluted 1/6000 in PBST) were added and
incubated for 30 min at room temperature. The magnetic beads
were washed again with 100 1 of PBST three times. After that,
the beads were resuspended in 140 .l of PBST and captured by
dipping the magneto sensor (m-GEC) into the tubes. The distri-
bution of the magnetic beads on the m-GEC electrodes has been
previously studied in detail by SEM (Zacco et al., 2006; Lermo et
al., 2007). The amperometric signal was determined by using the
magnetic beads-modified m-GEC as a working electrode and by
dipping the three-electrode setup in 20 ml of PBSg. The response
was determined by polarizing the m-GEC electrode at —0.150 V. The
electrochemical signal was based on the enzymatic activity of the
HRP under the addition of H,0, (4.90mmol1-1) as the substrate
and hydroquinone (1.81mmoll~') as a mediator. The standard
curve was fitted to a four-parameter logistic equation according to
the formula y={(A—B)/[1+10exp((log C—logX) x D)]} +B, where
A and B are the maximal and minimal amperometric signal, respec-
tively, while C is the concentration producing 50% of the maximal
amperometric signal, X is the folic acid concentration and D is the
slope at the inflection point of the sigmoid curve. LOD values were
obtained as 90% of A value. Moreover, CV values for n=3 were
obtained for the IC50 concentration. In all cases, the error bars
shown in all figures represent the standard deviation for n=3.

2.10. Accuracy studies and folic acid determination in
fortified-milk

Milk samples were spiked with folic acid simulating fortified-
milk to obtain several solutions from 160 to 2500 nmol 1~ of folic
acid and then they were diluted 1/10 in PBST¢. The samples were
analyzed by the magneto-ELISA strategy and the immunoassay
with electrochemical magneto sensors.

Folic acid content was also determined in commercial fortified
milk using both strategies. The results were compared with the
labeled values of folic acid in commercial fortified milk samples.

3. Results and discussion
3.1. Immunoassay optimization

Direct and indirect competitive assays for the detection of folic
acid were performed using a classic ELISA experiments in microtiter
plates. Although a direct competitive assay is simpler and involves
only one step, in this case better results were achieved when an
indirect competitive assay was performed (IC50 of 78.1 nmoll-!
and LOD of 2.5nmoll-! for direct competitive assay while IC50
of 24.6nmoll~! and LOD of 2.8nmoll-! for indirect competi-
tive assay) (Fig. 1, down). The CV values were also calculated for
IC50 concentration, being 1% and 2%, respectively. Experimental
parameters such as pre-incubation time, incubation time, Tween
20 concentration, ionic strength and pH were also studied. The
results for the optimization of the experimental parameters are
discussed in the Supplementary Material section. As a conclusion,
the best Absmax/IC50 ratio value related with improved limit of
detection for the assay was obtained by performing the competitive
step for 30 min without any previous pre-incubation using PBSTc
(10 mmol1-1 PBS pH 7.5 with 0.01% Tween 20).

3.2. Indirect competitive magneto-ELISA procedure and matrix
effect study

The efficiency of the coupling BSA-FA to tosyl-magnetic beads
was evaluated by the Bradford test (Bradford, 1976). This assay
showed a successful binding (60%) of the conjugated protein
according to the efficiency binding showed in tosyl-magnetic beads
instructions.

From the two-dimensional experiments, the following parame-
ters have been chosen to be assayed in indirect competitive assays:
100 .l of tosyl-modified magnetic beads (0.050 mg ml~1) and 50 .l
of specific antibody (diluted 1/32,000).

General procedures in order to overcome interferences by sam-
ple matrix are dilution of the sample to a range which does not
affect the assay or the use of a sample extract in the preparation
of the standard curve, although in food matrix sample clean-up
may sometimes be necessary (Chu, 2003). After the optimization
of the reagent quantities, the indirect competitive assays were per-
formed by varying the amount of folic acid, in PBST¢ buffer as well
as in skimmed-milk diluted ten times. As shown in Fig. 2A, the
signal decreased when the competition step is performed in milk
(diluted ten times) compared when is performed in PBSTc buffer.
This matrix effect could not be avoided with different treatments,
such as dilution of the sample up to 100 times, milk centrifugation
at 35°C, and protein precipitation with Mcllvaine buffer (results
shown in Supplementary Material).

However, as shown in Fig. 2B, the matrix effect can be easily
overcome by performing the standard curve for the competitive
assay in a milk-reference solution instead of in PBSTc buffer, avoid-
ing the need of sample clean-up. This milk-reference solution was
prepared by mixing three different skimmed milk and diluting
them 1/10 in PBST¢. Standard curves were prepared with this milk-
reference solution, and spiked with increasing concentration of
standard folic acid (from 2.3 to 10,000 nmol1-1). In order to over-
come the decrease in the absorbance values, the BSA-FA modified
magnetic beads, as well as the specific antibody were increased to
0.075mgml-! and 1/16,000, respectively. Fig. 2B shows the com-
parative results when the assay was performed in a milk-reference
solution, comparing the signal with three different commercial
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Fig. 2. Indirect competitive immunoassay for the determination of folic acid performed with the magneto-ELISA procedure. (A) Results obtained in (a, green curve) PBST¢
buffer and in (M, black curve) milk-reference solution. (B) Results obtained in (M, black curve) milk-reference solution, and (A, red curve; v, green curve; ¢, blue curve) three
different commercial skimmed milks diluted 1/10 with PBST¢ buffer. Experimental conditions: 0.050 mg ml~! BSA-FA modified-MB and 1/32,000 Ab (A); 0.075 mg ml—' BSA-
FA modified-MB and 1/16,000 Ab (B). In both cases, 1,6000 AntilgG-HRP was used. The error bars show the standard deviation for n=3. (For interpretation of the references

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

milks. Although the matrix effect could not be eliminated, it
was completely overcome, because a perfect match was achieved,
obtaining an IC50 of 35.2 nmol1~! with CV for IC50 concentration
of 3% for milk-reference solution. Further experiments were per-
formed in the milk-reference solution.

3.3. Immunoassay with electrochemical magneto sensors

From the two-dimensional experiments, the following parame-
ters have been chosen to be assayed in further experiments: 100 .l
of BSA-FA modified magnetic beads (0.2 mg ml~!) and 50 1 of spe-
cificantibody (diluted 1/32,000). In order to overcome the decrease
in the electrochemical response when the assay is performed in
milk-reference solution, the BSA-FA modified magnetic beads, as
well as the specific antibody were adjusted to 0.1 mgml-! and
1/16,000, respectively.

Fig. 3 compares the competitive curves obtained with the
magneto-ELISA strategy (Fig. 3A) vs. the immunoassay with
electrochemical magneto sensors (Fig. 3B) performed in the milk-
reference solution. Excellent results, as detailed shown in Table 1,
where obtained for the detection of folic acid in milk-reference
solution with the electrochemical (IC50 0f 46.6 nmol 1-1, CV for IC50
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concentration of 2%, and LOD of 13.1 nmoll-1) as well as optical
(IC50 of 36.3nmol 11, CV for IC50 concentration of 3%, and LOD
of 4.2nmoll-1) detection. Table 1 also shows comparatively the
values and other parameters extracted from the four-parameter
equation for the different strategies (ELISA, magneto-ELISA and
electrochemical immunoassay) performed in PBSTc and in milk-
reference solution. LOD for this assay can not be considered an
issue, because the linear range obtained in the electrochemical
strategy (21.1-129.3 nmol I-1) is enough to allow by far the detec-
tion of folic acid in fortified milk samples with a concentration
of folic acid of around 680 nmoll-! (300 wgl-1). These results are
similar to those previously reported with SPR detection using the
Biacore commercial kit (Indyk et al., 2000).

3.4. Accuracy studies and folic acid determination in
fortified-milk

Spiked samples simulating fortified-milk were tested using both
the immunoassay with electrochemical magneto sensors strategy
as well as the magneto-ELISA procedure, and using as a standard
curve that obtained with milk-reference solution. Table 2 shows the
recovery values. Although the best recovery was obtained for those
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Fig. 3. Comparative results of the indirect competitive immunoassays for the determination of folic acid in milk using the magneto-ELISA strategy (a) and the electrochemical
immunoassay strategy (M). Both strategies are performed in milk-reference solution. Experimental conditions: 0.075 mgml~' BSA-FA modified-MB and 1/16,000 Ab (A);
0.1 mgml-! BSA-FA modified-MB and 1/16,000 Ab. E applied=—0.15V (vs. Ag/AgCl) (B). In both cases 1/6000 AntilgG-HRP was used. The error bars show the standard

deviation for n=3.
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Table 1
Comparative results obtained with the ELISA, the magneto-ELISA and the electrochemical immunoassay performed in PBSTc and milk-reference solution.

IC50 (nmol 1) Max signal Min signal Linear range (nmoll-1) Slope LOD (nmoll-1)
PBST¢ buffer
ELISA 47.2 0.88a.u. 0.06a.u. 10.9-185.0 —-0.99 4.5
Magneto-ELISA 30.1 0.77 a.u. 0.05a.u. 7.7-120.4 —1.00 3.5
Electrochemical immunoassay 93.1 2.39 pA 0.63 pA 18.1-323.9 -1.00 6.0
Milk-reference solution
Magneto-ELISA 36.3 0.96a.u. 0.06a.u. 9.5-138.8 —1.06 4.2
Electrochemical immunoassay 46.6 2.56 pA 0.59 pA 21.1-129.3 -1.63 13.1

Table 2

Accuracy studies for the magneto-ELISA and the electrochemical immunoassay in
spiked samples. The recovery calculation showed in the table was taken from each
standard curve obtained with milk-reference solution, respectively.

Spiked skimmed milk sample, diluted 1/10 with PBST¢ buffer

Real concentration (nmol1-1) Found concentration (nmol1-1) Recovery (%)
Magneto-ELISA

160 164 103

250 221 88

500 501 100
1250 1103 88
2500 1497 60
Electrochemical immunoassay

200 224 112

500 475 95
1200 1009 81
2500 1810 72

values around 500 nmoll-! (corresponding with 220.5 ugl-1) in
both methodologies, good results were obtained in all the tested
concentration range, although for higher concentration of folic acid,
an underestimation is clearly observed.

Further experiments were performed in real commercial for-
tified milk. Two different brands of fortified skimmed milk
containing 300 pgl-! of folic acid content as labelled values were
analyzed. Milk samples were diluted in milk-reference solution.
Very similar (or hardly higher) to the labelled content folic acid
were found. For fortified-milk No. 1 and No. 2, 333 and 511 pgl!
were found with the magneto-ELISA strategy, respectively, while
321 and 380 p.gl~! with the electrochemical strategy. It should be
pointed out that manufacturers would often add higher amount of
folic acid to ensure that the product did not provide less than the
labelled value due to the losses in the thermal processing of the
milk.

4. Conclusion

Animmunoassay with electrochemical detection based on mag-
neto sensors for folic acid in fortified-milk has been developed.
Covalent coupling of BSA-folic acid conjugate was successfully
performed on tosyl-modified magnetic beads, achieving an excel-
lent coupling efficiency. The performance of the electrochemical
immunoassay strategy has been compared with a magneto-ELISA
method using the same immunoreagents but with an optical mea-
surement instead of the electrochemical signal. Similar detection
limits were obtained with both strategies.

The indirect competitive electrochemical immunoassay strat-
egy can easily reach LODs of 13.1 nmoll-! (5.8 wgl~!) and IC50 of
46.6 nmol 1! (20.6 wgl-1) with CV for IC50 concentration of 2% in
skimmed-milk. As a consequence, this method can easily reach the
folic acid values in fortified-food. In the case of fortified-milk the
folic acid content is usually near 300 ugl-1.

Because of the simplicity of the immunochemical procedure
presented here this strategy can be suitable for relatively fast
semiquantitative and quantitative on-site analysis of folic acid in
fortified milk. The sensitivity conferred by the m-GEC electrode in
connection with the use of magnetic beads and enzymatic labeling
resultin arapid, cheap, robust and environmentally friendly device.

Future work will be focused on the possible application of such
method to screen printed electrodes and also for fortified flour
based products, allowing the development of disposable electrodes
for in-field, low cost and user-friendly detection.
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MATERIALS AND METHODS
Preparation of the protein conjugates for folic acid (BSA-FA and FA-HRP)

FA (0.5 pmol for BSA-FA or 10 umol for FA-HRP) was reacted with N-hydroxysuccinimide (25
pmol) and dicyclohexylcarbodiimide (50 pmol) in 200 ul of anhydrous dimethylformamide, under
stirring at room temperature for 2 h. The solid residue of urea was separated by centrifugation
(14000 rpm). The supernatant was then slowly added to a solution of BSA (10mg) or HRP (2mg)
both dissolved in 1.8 ml of borate buffer (0.2mol I"* borate-boric, pH 8.7) and stirred for 4 h at room

temperature.

The conjugates were purified by dialysis against phosphate buffer (0.1 mol I'* pH 7.5, 5 |, 4 times)
and MilliQ water (5 I, once) at 4 °C. Then the conjugates were lyophilized and stored freeze-dried at

-40 °C. Working aliquots were prepared at 1 mg ml™in PBS and stored at 4 °C.



BSA-FA binding to the magnetic beads

The synthesized BSA-FA conjugate was covalently coupled to the tosyl-activated magnetic beads.
For this purpose, 350 ul (30 mg ml™) of tosyl-modified magnetic beads were washed twice with 1 ml
of borate buffer 0.1 mol I'* pH 8.5. The magnetic beads were resuspended in 875 pl of borate buffer
and 210 ul (1 mg ml™) of the BSA-FA conjugate was then added. The beads were incubated for 24
hours at room temperature with slow tilt rotation. The modified beads were submitted to several
washing steps with slow tilt rotation in order to eliminate unbound BSA-FA conjugate as well as to
block non-reacted tosyl functionalities, i) with 1 ml of PBS, 0.1 % (w/v) BSA for 5 minutes at 4° C,
twice, ii) with 1 ml of Tris 0.2 mol I, pH 8.5, 0.1 % (w/v) BSA solution, for 24 hours at room
temperature and iii) with, 1 ml of PBS, 0.1 % (w/v) BSA for 5 minutes at 4° C. Finally, the magnetic
beads were resuspended in PBS, 0.1 % (w/v) BSA, 0.02 % (w/v) sodium azide to reach a 12 mg ml’

! stock solution and stored at 4° C.

The efficiency of the coupling strategies was evaluated by the Bradford test (Bradford, 1976)
analyzing the protein concentration in the supernatant before and after the conjugation. The assay
was performed by comparing the samples with a standard curve achieved with the BSA-FA

conjugate.
Indirect competitive ELISA

The assay comprises the follow steps (all the referred quantities are ‘the amounts added per well’).
100 pl of BSA-FA (0.035 pg ml™ in coating buffer) were added and incubated overnight at 4 °C.
Each well was then washed with 300 pl of PBST four times. After that, 50 pl of folic acid standard
solutions (from 0.005 to 10000 nmol I™") were added, followed by the addition of 50 pl of specific
antibody (diluted 1/64000). After 30 min of incubation at 25°C, the plate was washed again. 100 pl
of the secondary antibody AntilgG-HRP (1/6000 in PBST) were added and incubated for 30 min at
25°C. The plate was then washed again and 100 pul of substrate solution (0.004 % v/v H,O, and
0.01 % w/v TMB -3, 3’, 5, 5'tetramethylbenzidine— in citrate buffer) were added. The enzymatic

reaction was stopped after 30 min at 25°C with 50 pl of 2 mol I* H,SO, and the absorbance was



measured at 450 nm. The standard curve was fitted to a four-parameter logistic equation according
to the formula y = {(A-B)/ [1+10exp((log C-log X) x D)]} + B, where A is the maximal absorbance, B
is the minimum absorbance, C is the concentration producing 50 % of the maximal absorbance, X
is the folic acid concentration and D is the slope at the inflection point of the sigmoid curve. LOD

values were obtained as 90 % of A value.
Immunoassay optimization

A set of experimental parameters (pre-incubation time, incubation time, detergent concentration,
ionic strength and pH) were studied. The experiments were performed using the indirect
competitive protocol described above for the ‘Indirect competitive ELISA’. On the same plate, each
experiment was varied on just the studied parameter during the competitive step. The conditions of

each parameter are described below.

Pre-incubation step. The folic acid and the specific antibody were pre-incubated prior to the
competition step for 0, 15, 30, 60, 120 min and 20 h. After that, 100 ul of the mixture were added to

the coated plate and processed as already described.

Incubation step. The competition step was performed for 10, 20, 30, 40, 50 and 60 min. Then the

plates were processed as previously described.

Effect of the detergent concentration. PBST solutions containing different concentration of Tween
20 (0.005, 0.01, 0.025, 0.05 and 0.1 %) were used to prepare the folic acid standard solutions as

well as the specific antibody (immunoreactives of the competitive step).

Effect of the ionic strength. Different PBST solutions (2, 5, 10, 20 and 50 mmol I in PBS and 0.05

% Tween 20) were used to prepare the immunoreactives in the competitive step.

Effect of the pH. PBST solutions ranging from pH 4.5 to 9.5 were also studied for the competitive

step.



Indirect competitive magneto-ELISA procedure

The assay was performed in microtiter plates with round-bottomed wells. After each incubation or
washing step, the magnetic beads were separated from the supernatant on the side wall by using a
96-well magnet plate separation rack, positioned 2 min under the microtiter plate. All the referred

quantities are ‘the amounts added per well’.

100 pl of BSA-FA modified magnetic beads (0.050 mg ml™) were added and separated from the
supernatant by applying a magnetic field. After that, 50 ul of folic acid standard solutions in PBST¢
(from 2.3 to 10000 nmol ") were added, followed by the addition of 50 pl of specific antibody
(diluted 1/32000 in PBSTc). The competitive immunological reaction was allowed to proceed with
vigorous shaking for 30 min at room temperature. The magnetic beads were then washed with 100
ul of PBST three times. 100 ul of the secondary antibody AntilgG-HRP (diluted 1/6000 in PBST)
was added and incubated for 30 min at room temperature. The magnetic beads were washed three
times with 100 ul of PBST. After that, 100 ul of substrate solution (0.004 % v/v H,O, and 0.01 % w/v
TMB -3, 3, 5, 5'tetramethylbenzidine- in citrate buffer) were added and the plate was incubated
again for 30 min at room temperature. The enzymatic reaction was stopped by adding 50 ul of
H,SO, 2 mol I'. The final solution in each well was separated from the magnetic beads and added
to a different plate with flat-bottomed wells for the absorbance measurements at 450 nm. The
standard curve was fitted to a four-parameter logistic equation according to the formula y = {(A-B)/
[1+10exp((log C-log X) x D)]} + B, where A is the maximal absorbance, B is the minimum
absorbance, C is the concentration producing 50 % of the maximal absorbance, X is the folic acid
concentration and D is the slope at the inflection point of the sigmoid curve. LOD values were

obtained as 90 % of A value.
Matrix effect

Skimmed milk samples were submitted to different treatments (dilution of the sample, milk
centrifugation and protein precipitation with Mcllvaine buffer) in order to overcome matrix effect.

Then the pretreated samples were evaluated using the indirect competitive protocol described in



‘Indirect competitive ELISA’. The conditions of each treatment are described as follow:

Dilution of the sample. The milk sample was diluted (1/10, 1/25, 1/50, 1/100) with PBSTc. Folic acid
standard solutions were prepared with these milk solutions as well as with non-diluted milk and

PBSTc. The specific antibody was diluted in PBSTc.

Milk centrifugation at 35 °C. The milk sample was centrifuged at 35 °C for 30 min at 4000 rpm. The
supernatant was then separated and the resulting solution (Milk C) was diluted 1/10, 1/25, 1/50
1/100 with milliQ water. These solutions were used to prepare folic acid standard solutions. The
specific antibody was diluted with 2 X PBSTc in order to obtain PBSTc after mixing the reagents, in

the competitive step.

Protein precipitation with Mcllvaine buffer. The protein precipitation was performed by mixing equal
parts of skimmed milk and Mcllvaine buffer. Then the solution was stirred for 1 min and then
centrifuged at room temperature for 15 min at 4000 rpm. The supernatant was removed and pH
was adjusted to 7.5 with hydroxide solution. The resulting solution (Milk serum) was diluted 1/10,
1/20 and 1/50 with milliQ water pretreated as milk sample (MilliQ T). These solutions were used to
prepare folic acid standard solutions. The specific antibody was diluted in PBSTc with 0.02 % of

Tween 20 in order to obtain PBSTc after mixing the reagents in the competitive step.

RESULTS AND DISCUSSION

Immunoassay optimization

The effect of the incubation time as well as the composition of the buffer solution for the competitive
step was optimized. Figure ii shows the values of Amax/IC50 ratio obtained varying each parameter
in the indirect competitive ELISA. Figure ii (A) show the effect in the assay of pre-incubating folic
acid with the specific antibody prior to the competition step. As can been seen, no significant
differences were observed performing a pre-incubation step for 15, 30, 60, 120 min. Similar results

were obtained for a pre-incubation step of the immunoreagents for 20 h (Absmax/IC50= 0.009).



Therefore, a pre-incubation step was considered no necessary for further experiments. On the
other hand, the competitive step was also studied. In a competitive ELISA the time given to the
immunoreagents to interact may have a direct effect on the sensitivity of the assay. As shown in

Figure ii (B) the greater Absmax/IC50 ratio was obtained for 30 min of incubation time.

In order to evaluate the effects in the immunoreaction related with the concentration of the
surfactant, the competitive step was performed by varying this parameter. Figure ii (C) shows this
dependence against the detergent concentration. The value of Absmax/IC50 ratio was higher when
decreasing the Tween 20 concentration up to 0.01%, while the signal also decreased with higher

concentrations of detergent used (0.025% to 0.1%).

There is a clear dependence of the assay with the ionic strength and the pH of PBST buffer used in
the competition step. As can been seen in Figure ii (D and E) the best results were obtained under

the standard conditions using a concentration of 10 mmol I of PBST with pH 7.5.

Therefore, the detergent concentration has been the parameter with stronger effect in the
competitive step for indirect competitive ELISA. As a conclusion, the best Absmax/IC50 ratio value
related with increased limit of detection for the assay was obtained performing the competitive step
for 30 min without any previous pre-incubation using PBSTc (10 mmol I'* PBS with 0.01% Tween

20 pH 7.5).
Matrix effect

Different treatments have been investigated in order to avoid matrix effect. In Figure iii is shown the
standard curves obtained with the sample dilution (A), centrifugation (B) and protein precipitation
using Mcllvaine buffer (C). As can been seen in Figure iii (A) the absorbance and IC50 decrease
when the assay is performed in milk. The matrix effect can not be avoided diluting the sample up to
100 times. In the case of milk precipitation procedure similar effect is observed, Figure iii (B). The
matrix effect was not overcome with precipitation using Mcllvaine buffer and further dilution of the
serum, as shown in Figure iii (C). The accuracy of Mcllvaine buffer pretreatment was evaluated by

spiking 300 pg I'* of folic acid in skimmed milk. This methodology showed poor recovery values for



folic acid (of around 5%). These results suggested the elimination of folic acid with the Mcllvaine
pretreatment. For these reason, this methodology was not used for folic acid detection in milk
samples. As a conclusion, and taking into account the good results obtained when performing the
standard curve in milk reference solution (as shown in Figure 2, B) no sample pretreatment was

performed.
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Figure i. Schematic representation of the electrochemical strategy for folic acid detection. Competitive step
between FA in the sample and the immobilized BSA-FA for the specific antibody (1), enzymatic labelling with a
secondary antibody conjugated with HRP as enzyme label (AntilgG-HRP) (2), magnetic capture of the modified

magnetic beads by the magneto sensor (3), amperometric determination (4).
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(E). IC50 values were extracted from the four-parameter logistic equation used to fit the standard curves.
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