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RESUMEN

En este trabajo se ha realizado la deteccién de analitos implicados en el sector sanitario
(trombina) e industria alimentaria (alérgenos y patogenos), mediante el uso de un sistema de
biosensado fotdnico. Este sistema desarrollado por el equipo de LUMENSIA Sensors, emplea la
tecnologia de chips fotdnicos de nitruro de silicio (SisN4), basados en estructuras de anillos
resonantes (RR).

Las estrategias de funcionalizacién quimica e inmovilizacién de biomoléculas como
aptameros (fragmentos de ADN de cadena sencilla) y anticuerpos, se han realizado sobre
superficies planas de SisN4 para la deteccién de analitos, como paso previo a las medidas
fotdnicas. Por tanto, estas estrategias se han implementado en la preparacion del chip foténico
para las medidas en un entorno de laboratorio (set-up). En cuanto a la estrategia aplicada, ésta
consiste en la activacidn quimica de la superficie del sensor. Después sobre los RR del chip, cuyo
tamanio es del orden de las micras, se inmoviliza la sonda de captura (anticuerpo o aptamero),
siendo ésta la encargada de reconocer especificamente al analito de interés (trombina, alérgeno
o patégeno).

En los resultados obtenidos de trombina, se ha elaborado un estudio para la deteccién de
trombina en el seno de diferentes matrices bioldgicas sobre superficies planas de SisN4, ademas
del control sobre la activacién de una muestra de sangre mediante el uso de factor tisular (TF) y
cloruro de calcio (CaCly). Estos resultados han servido como un estudio preliminar a la
optimizacidn del aptdmero empleado como sonda de captura, especifico de la trombina para su
deteccion sobre chips foténicos. En lo referente a la deteccién de alérgenos, se han empleado
dos estrategias claramente diferenciadas. Por un lado, la utilizaciéon de aptameros como sondas
de captura en la deteccién del Ovomucoide (OVO) y la Gliadina (GLN) sobre superficies planas
SisN4. Por otro lado, la implementacién de anticuerpos monoclonales como moléculas bioldgicas
de captura sobre chips foténicos, se ha llevado a cabo en la deteccion de los alérgenos Gliadina
(GLN) y caseina (CAS), cuyos resultados han dado lugar a una recta de calibrado. Asimismo, se
ha realizado un ensayo para la deteccién de GLN en muestra real, procedente de un extracto
carnico con gluten de trigo.

En cuanto a la deteccion de patdgenos, se han utilizado dos tipos de estrategias, al igual que
para los alérgenos. En primer lugar, el uso de aptdmeros como sondas de captura han dado
como resultado la deteccién de dos cepas de caracter no patogénico de la bacteria E.coli
(Origami y XL1BLUE) sobre superficies planas de SisNs. En segundo lugar, la utilizacién de un
anticuerpo policlonal como sonda de captura, se ha inmovilizado sobre la superficie del chip
fotdnico para la deteccién del Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) en un estudio realizado sobre la
dosis dependencia del virus a diferentes factores de dilucién.

Finalmente, el desarrollo de una plataforma de sensado para la deteccién de los analitos
(trombina, alérgenos y patdgenos) y donde se vayan a implementar los diferentes biosensores
estd en proceso.

Palabras clave: biosensor, deteccidn, trombina, alérgenos, patdgenos, chip fotdnico.






ABSTRACT

In this work the detection of analytes involved in the health sector (thrombin) and food
industry (allergens and pathogens) has been carried out, through the use of a photonic
biosensing system. This system, developed by the LUMENSIA Sensors team, uses the technology
of silicon nitride (SisN4) photonic chips, based on resonant ring structures (RR).

The strategies of chemical functionalization and immobilization of biomolecules such as
aptamers (single chain DNA fragments) and antibodies, have been performed on flat surfaces of
SisN4 for the detection of analytes, as a previous step to photonic measurements. Therefore,
these strategies have been implemented in the preparation of the photonic chip for
measurements in a laboratory environment (set-up). Refering to the strategy applied, it consists
of the chemical activation of the sensor surface. Then on the RR of the chip, whose size is of the
order of microns, the capture probe (antibody or aptamer) is immobilized, being the one in
charge of specifically recognizing the analyte of interest (thrombin, allergen or pathogen).

In the results obtained from thrombin, a study for the detection of thrombin in different
biological matrices on flat surfaces of SisN4 has been developed, in addition to the control on
the activation of a blood sample through the use of tissue factor (TF) and calcium chloride
(CaCly). These results have served as a preliminary study to the optimization of the aptamer used
as a capture probe, specific for thrombin for detection on photonic chips. Regarding the
detection of allergens, two clearly differentiated strategies have been used. On the one hand,
the use of aptamers as capture probes in the detection of Ovomucoid (OVO) and Gliadin (GLN)
on SisN4 flat surfaces. On the other hand, the implementation of monoclonal antibodies as
biological capture molecules on photonic chips has been carried out in the detection of the
allergens Gliadina (GLN) and casein (CAS), whose results have resulted in a calibration line.
Likewise, an assay for the detection of GLN in real sample, from a meat extract with wheat
gluten, has been carried out.

As for the detection of pathogens, two types of strategies have been used, as for allergens.
First, the use of aptamers as capture probes has resulted in the detection of two non-pathogenic
strains of the E.coli bacteria (Origami and XL1BLUE) on flat surfaces of SizsN4. Secondly, the use
of a polyclonal antibody as a capture probe has been immobilized on the surface of the photonic
chip for the detection of Porcine Circovirus type 2 (PCV2) in a study on the dose dependence of
the virus at different dilution factors.

Finally, the development of a sensing platform for the detection of analytes (thrombin,
allergens and pathogens) and where the different biosensors are going to be implemented is in
process.

Keywords: biosensor, detection, thrombin, allergens, pathogens, photonic chip.






RESUM

En aquest treball s'ha realitzat la deteccié d'analits implicats en el sector sanitari (trombina)
i industria alimentaria (al-lergogens i patogens), mitjancant I'is d'un sistema de biosensat
fotonic. Aquest sistema desenvolupat per I'equip de LUMENSIA Sensors, empra la tecnologia de
xips fotonics de nitrur de silici (SisN4), basats en estructures d'anells ressonants (RR).

Les estratégies de funcionalitzacié quimica i immobilitzacié de biomolécules com aptamers
(fragments d'ADN de cadena senzilla) i anticossos, s'han realitzat sobre superficies planes de
SisN4 per a la deteccié d'analits, com a pas previ a les mesures fotoniques. Per tant, aguestes
estrategies s'han implementat en la preparacié del xip fotonic per a les mesures en un entorn
de laboratori (set-up). Quant a |'estrategia aplicada, aquesta consisteix en |'activacié quimica de
la superficie del sensor. Després sobre els RR del xip, la grandaria del qual és de I'ordre de les
micres, s'immobilitza la sonda de captura (anticos o aptamer), sent aquesta l'encarregada de
reconeixer especificament a I'analit d'interés (trombina, al-lergogen o patogen).

En els resultats obtinguts de trombina, s'ha elaborat un estudi per a la deteccié de trombina
en el si de diferents matrius biologiques sobre superficies planes de SisNs, a més del control
sobre I'activacié d'una mostra de sang mitjangant I'Us de factor tissular (TF) i clorur de calci
(CaCly). Aquests resultats han servit com un estudi preliminar a I'optimitzacié del aptamer
emprat com sonda de captura, especific de la trombina per a la seua deteccio sobre xips fotonics.
Referent a la deteccid d'al-lergogens, s'han emprat dues estrategies clarament diferenciades.
D'una banda, la utilitzacié d'aptamers com sondes de captura en la deteccié del Ovomucoide
(OVO) i la Gliadina (GLN) sobre superficies planes SisNs. D'altra banda, la implementacio
d'anticossos monoclonals com a molécules bioldgiques de captura sobre xips fotonics, s'ha dut
a terme en la deteccié dels al-lergdogens Gliadina (GLN) i caseina (CAS), els resultats de la qual
han donat lloc a una recta de calibrat. Aixi mateix, s'ha realitzat un assaig per a la deteccid de
GLN en mostra real, procedent d'un extracte carnic amb gluten de blat.

Quant a la deteccié de patogens, s'han utilitzat dos tipus d'estrategies, igual que per als
al-lergogens. En primer lloc, I'Us d'aptamers com sondes de captura han donat com a resultat la
deteccié de dos ceps de caracter no patogenic del bacteri E.coli (Origami i XL1BLUE) sobre
superficies planes de SisN4. En segon lloc, la utilitzacié d'un anticos policlonal com sonda de
captura, s'ha immobilitzat sobre la superficie del xip fotonic per a la deteccié del Circovirus Porci
tipus 2 (PCV2) en un estudi realitzat sobre la dosi dependéncia del virus a diferents factors de
dilucié.

Finalment, el desenvolupament d'una plataforma de sensat per a la deteccid dels analits
(trombina, al-lergogens i patogens) i on es vagen a implementar els diferents biosensors esta en
procés.

Paraules clau: biosensor, deteccid, trombina, al-lergogens, patogens, xip fotonic.
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ESQUEMA DE LA TESIS

El presente trabajo consta de 5 capitulos, un pequefio resumen de cada uno de ellos se
describe a continuacién:

Capitulo 1:

En este primer capitulo, se hace una introduccién general al mundo de los bionsensores, sus
propiedades mas caracteristicas, sus aplicaciones, su clasificacion segun la composicion y los
métodos de deteccidn con y sin el uso de marcadores. De forma mas especifica, para finalizar el
capitulo se describen algunos de los biosensores dpticos sin marcaje y su implementacién en la
tecnologia de chips fotdnicos nanoestructurados.

Capitulo 2:

En este capitulo, se presentan los principales objetivos de la tesis y su descripcion detallada
segln la estrategia necesaria para alcanzarlos. Se clasifican principalmente en la deteccion de
trombina en sangre y la determinacion de alérgenos y patégenos en alimentos.

Capitulo 3:

La parte experimental realizada en este trabajo viene descrita en este capitulo. En primer
lugar, se describen las instalaciones utilizadas, los equipos requeridos y los materiales necesarios
para el desarrollo de los experimentos elaborados. En segundo lugar, se describe la metodologia
empleada y cdmo se clasifica por fases segln la tematica desarrollada. Por ultimo, se describe
el procedimiento experimental de los ensayos efectuados en el laboratorio.

Capitulo 4:

En este capitulo, la discusion de los resultados se trata de forma razonada, expresando el
sentido de los resultados experimentales obtenidos del capitulo anterior.

Capitulo 5:

Las conclusiones alcanzadas durante el trabajo se describen en este capitulo final, donde se
exponen de forma detallada la resolucién de los resultados alcanzados.

Ademas de los 5 capitulos descritos previamente, la Tesis presenta un anexo donde se
describe el trabajo realizado durante la estancia del doctorado, ademds de un listado de las
abreviaturas empleadas. Por ultimo, al final de la memoria se expone un listado de la bibliografia
utilizada.
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INTRODUCCION

1 CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Biosensores

Los métodos de analisis y determinaciéon de muestras han experimentado constantemente
cambios importantes a lo largo de su existencia, desde la primera aplicacidén hasta la produccion
actual. Estos métodos pueden clasificarse por un lado en las técnicas analiticas tradicionales y
por otro, en los sistemas de biosensado.

En el primer caso, las técnicas analiticas que se han utilizado tradicionalmente presentan baja
especificidad y valores de sensibilidad limitados para la determinacion de trazas. El analisis de
muestras mediante métodos convencionales, precisa de un proceso muy laborioso llevado a
cabo por personal altamente cualificado, donde se requieren largos tiempos de espera para la
obtencidn de un resultado y por tanto se trata de técnicas de un elevado coste como son la
espectrometria de masas, cromatografia y la electroforesis capilar?.

Sin embargo, en cuanto al segundo caso, los biosensores resultan ser una interesante
alternativa a las técnicas analiticas convencionales, ya que se obtienen resultados en menor
tiempo, son dispositivos pequefios y de menor coste. El gran progreso en los ultimos afios de la
tecnologia de dispositivos involucrados en el desarrollo de biosensores, ha dado lugar a
numerosas publicaciones cientificas en diferentes campos de trabajo, tales como Ia
investigacion farmacéutica?, la deteccion de contaminantes?, el diagndstico de enfermedades* o
la guerra bacteriolégica®, permitiendo la deteccion y cuantificacidn de analitos. Gracias al interés
por el uso de estas metodologias, se ha producido un considerable incremento de su produccién.

1.1.1 Descripcién

Los biosensores se definen como dispositivos analiticos de deteccidon que constan de un
elemento de reconocimiento bioldgico o bioreceptor (anticuerpo, aptdmero, enzima, etc.)
encargado de reconocer el analito de interés con el suficiente grado de especificidad en el seno
de una muestra. Este se encuentra unido a un dispositivo transductor, el cual es capaz de
modificar la respuesta tras producirse la biodeteccién como resultado de la interaccion
analito/bioreceptor, en una determinada sefal cuantificable por el detector. La interaccion
especifica entre el analito (diana) y el bioreceptor (sonda) genera una respuesta que puede ser
de caracter fisicoquimico como el cambio de pH, transferencia de electrones, o de caracter
Optico, como el cambio de indice de refraccion. Esta respuesta es recogida por el transductor,
convirtiendo la informacidn recibida en una sefal cuantificable por el detector y enviada a un
procesador® (Figura 1).

| Muestra para analizar |

Analito

Transductor

i
o
r
e
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e
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r

Figura 1. Esquema de funcionamiento y principio en el que se basa un biosensor.



INTRODUCCION

1.1.2 Caracteristicas

Los biosensores constan de dos partes fundamentales: el bioreceptor y el transductor. Ambas
partes pueden estar conectadas entre si por un enlace covalente o por absorcidn fisica,
ofreciendo al sistema unas caracteristicas excelentes, en cuanto a selectividad y sensibilidad.
Ademas, existen otras caracteristicas, no menos importantes, que hacen de ellos unos
dispositivos Unicos y con grandes ventajas respecto a otras técnicas analiticas convencionales
como la cromatografia. Estas notables caracteristicas son: un bajo limite de deteccién (LOD),
tiempo de respuesta rapido, estabilidad a largo plazo y un amplio tiempo de vida media.

El biosensor requiere, por una parte, que los receptores bioquimicos utilizados sean capaces
de reconocer especificamente los analitos de interés y, por otra parte, que la unién entre el
bioreceptor y el transductor del sistema sea dptima. Por tanto, el bioreceptor es el responsable
de la selectividad y especificidad del biosensor. Igualmente, los ensayos analiticos que se llevan
a cabo con los dispositivos de reconocimiento biolégico permiten la deteccién de analito a
concentraciones muy bajas. Podemos hablar de partes por millén (ppm = pg/mL) e incluso en
algunos casos partes por billén (ppb = ng/mL), de ahi su baja sensibilidad y LOD.

El disefio de los sistemas de transduccidn ofrece un tiempo de respuesta inmediato,
otorgando un mejor control de la cinética de interaccidn analito/bioreceptor. Del mismo modo,
los biosensores presentan también una gran estabilidad del sistema durante su periodo de vida
media y sin ninguna alteracion significativa de las propiedades. Un resumen de estas
caracteristicas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los biosensores vs. técnicas convencionales.

BIOSENSORES TECNICAS CONVENCIONALES

Selectividad Alta Alta
Sensibilidad Alta Alta

Tiempo de analisis A tiempo real (rdpido) Tiempos largos (lento)

Coste del analisis Bajo Elevado

Automatizacion Si (en algunos casos) Manuales

Un paso determinante para el correcto funcionamiento del biosensor es la apropiada
inmovilizaciéon del bioreceptor sobre la superficie de deteccién del transductor. La estabilidad
de algunas de las sondas biolégicas empleadas, como los anticuerpos o las enzimas, condicionan
bastante la vida media del biosensor. La alternativa a esta desventaja es el uso de aptdmeros
(fragmentos de ADN de cadena simple o fragmentos de ARN) como bioreceptores en lugar de
anticuerpos menos estables para el reconocimiento biomolecular. A continuacién, se indican las
principales caracteristicas que definen a cada una de las sondas bioldgicas expuestas (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las sondas biolégicas.

ANTICUERPOS APTAMEROS ENZIMAS

Estables en condiciones

Pueden perder su conformacién

fisioldgicas, pero pueden P -
6ptima para el reconocimiento en

Estables durante la reaccion
enzimatica. Pero como proteinas,

Estabilidad desnaturalizarse de forma - )
. R . condiciones extremas. Pero este pueden desnaturalizarse en
irreversible en condiciones . . .
cambio es reversible. condiciones extremas.
extremas.
La mayoria ya estan presentes en
Tiempo de o " v ) v P L
4 Meses a 1 Afio 4 Meses a 1 Afo. el organismo. Pero también se
desarrollo ) .
pueden producir especificamente.
Produccién inmediata mediante
Modo de o . sintesis quimica, empleando el Son sintetizadas tanto por seres
. Inmunizacién en seres vivos X . X ,
produccion método SELEX, una vez conocida la Autétrofos como Heterdtrofos.
secuencia.
Tamaiio Mediano (=150KDa) Pequefio (=30KDa) Variable (=100 -40KDa)
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1.1.3 Desarrollo

Durante el desarrollo de un biosensor se deben cumplir una serie de requisitos a fin de
obtener el mejor resultado posible.

1) Correcta identificacion del analito (fragmento de proteina, conformacion...).

2) Eleccion y desarrollo del bioreceptor.

3) Disefoy fabricaciéon del transductor.

4) Estrategia de inmovilizacién del bioreceptor sobre la superficie del transductor.

5) Optimizacién del funcionamiento del biosensor (sensibilidad, selectividad, medida
tiempo respuesta, etc.).

6) Correcta comunicacion del biosensor (interfaz de usuario).

1.1.4 Aplicaciones

El continuo desarrollo de la tecnologia y el disefio de los biosensores ha permitido su uso en
un numero elevado de aplicaciones de gran interés en los principales sectores del mercado:
salud, seguridad alimentaria, medio ambiente y riesgos bioldgicos.

1.1.4.1 Salud

Los primeros biosensores comenzaron su desarrollo en los afios 607, una de las primeras
aplicaciones del sector sanitario, fue la determinacién de glucosa en sangre que se llevo a cabo
inicialmente por Clark y Lyons en 19628 empleando un biosensor enzimatico. El dispositivo
constaba de una enzima glucosa oxidasa (biorreceptor) incorporada a un electrodo selectivo
(transductor) para oxigeno. Durante el proceso de oxidacién de la glucosa, la reaccidn venia
catalizada por la enzima, mientras que la concentracién de oxigeno iba disminuyendo con el
tiempo. Esta variacién de la concentracion de O, era detectada por el electrodo dando lugar a
la siguiente Ecuacion 1:

Glucosa Oxidasa

Glucosa (C¢H1206) +H20 + O, » Acido glucénico (CsH1207) + H,0; (1)

Ecuacion 1. Oxidacién de la glucosa catalizada por la enzima glucosa oxidasa.

Estos dispositivos, estaban enfocados principalmente a la realizacién de ensayos clinicos,
obteniéndose un elevado beneficio en este sector y llegando a comercializarse posteriormente.
Desde entonces y hasta la actualidad, la evolucidn de los biosensores ha permitido que los
mismos se hayan transformado en dispositivos versatiles e incluso de uso doméstico como es
en el caso del glucometro, aparato encargado de medir el nivel de azlcar en sangre de nuestro
organismo de forma inmediata, utilizado por personas diabéticas®.

Otra aplicacion mas reciente en el sector sanitario consiste en el diagnéstico de
enfermedades infecciosas del tracto urinario (UTI, por sus siglas en inglés), mediante el uso de
un biosensor desarrollado por el grupo de Mach et al.*°. Este tipo de infecciones bacterianas es
una de las enfermedades nosocomiales de mayor incidencia en hospitales y requiere de una
significativa atencién clinica para el cuidado del paciente. Previamente al desarrollo de este
biosensor, la obtencion de resultados correspondientes a las analiticas llevaba unos dias y, por
tanto, el tratamiento médico consistia en el uso de antibiéticos de amplio espectro, aumentando
asi la resistencia bacteriana.

Por ultimo, el biosensor enzimatico térmico de sistemas micro-electromecanicos (MEMS)
desarrollado por el grupo de Wang et al.', consta de una termopila que se encarga de convertir
la energia térmica en energia eléctrica. La energia térmica es generada por las reacciones
enzimaticas que se producen cuando la sonda interacciona con el analito en disolucion que se
inyecta al sistema. Esto permite controlar de forma precisa e inmediata la composicion
bioquimica del andlisis, como la glucosa y otros metabolitos del paciente in situ y determinar su
diagndstico.
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1.1.4.2 Seguridad Alimentaria

La alimentacion para los seres humanos es una necesidad fisiolégica basica, por eso se precisa
de una inspeccion controlada diariamente en la calidad de los productos alimentarios antes de
su distribucidn en los comercios. Para ello, se emplean técnicas analiticas que permitan certificar
todas las normativas vigentes para su correcto cumplimiento?2.

Los biosensores utilizados en este campo tienen diversas aplicaciones. Por ejemplo, una de
ellas es la determinacién de sustancias xenobidticas, constituidas por agentes externos al
organismo y perjudiciales para la salud, que se han originado de forma natural o sintética como
son los fertilizantes, plaguicidas, farmacos, aditivos, etc.!® Otro de los usos de estos dispositivos
es la determinacidon de alérgenos (huevo, leche, gluten), patégenos (bacterias, virus, etc.) y
biotoxinas en alimentos.

En el caso de la deteccidn de alérgenos, el uso de un biosensor basado en la tecnologia de
resonancia de plasmon superficial localizado (LSPR, por sus siglas en inglés), se ha empleado en
la industria lactea®®. Este inmunosensor consta de un sustrato de nanoparticulas recubiertas de
oro para la deteccidn de caseina, que es uno de los alérgenos presentes en la leche.

En cuanto a la deteccion de patdgenos, el grupo de Ercole et al.*® propone el uso de un
biosensor potenciométrico empleando anticuerpos como bioreceptores capaces de reconocer
a la bacteria Escherichia coli (E. coli) en hortalizas. Este microorganismo actla como agente
indicador de contaminacién bacteriana en los vegetales. Este sistema se encarga de medir la
variacion de pH, cuando se genera amoniaco (NHs) tras la deteccién de la bacteria por el
anticuerpo anti-E. coli que esta conjugado con la enzima ureasa.

Un ejemplo de identificacién de biotoxinas es la deteccién del acido domoico (DA) o toxina
amnésica de mariscos (ASP). El DA es una neurotoxina producida por las algas, que son ingeridas
por los mariscos (moluscos y crustdceos), quedando asi contaminados. Continuando con la
cadena alimentaria, otros animales marinos cuyo sustento se fundamenta en dichos mariscos
intoxicados, quedan a su vez infectados. Por lo que se han producido intoxicaciones en humanos
debido a su consumo. El desarrollo de un biosensor electroquimico capaz de detectar el acido
domoico ha sido realizado por Mohd Syaifudin et al.6.

1.1.4.3 Medio ambiente

Una de las principales inquietudes a nivel mundial es el cambio climatico y el control de la
contaminacion del medio ambiente. La mejora en la calidad de vida de los seres vivos se ha
vuelto una prioridad de méxima importancia. El uso de biosensores para la monitorizacién
ambiental del aire, agua y tierra desarrollado por el grupo de Justino?’, ha permitido la deteccion
de agentes toxicos para la salud como son los pesticidas, metales pesados, ademas del control
de calidad de las aguas de consumo humano para determinar la presencia de bacterias.

1.1.4.4 Riesgos bioldgicos

Los biosensores empleados en aplicaciones militares se utilizan para la Defensa Nuclear,
Radioldgica, Bioldégica y Quimica (abreviado NRBQ) en prevencidn contra ataques bioldgicos,
guimicos, etc que requieren de una deteccion rapida y eficiente. El objetivo vital de estos
biosensores es la capacidad de reconocer de forma rdpida y selectiva a los agentes de guerra
biologica (BWA), tales como, toxinas, bacterias y virus®. Asimismo, el grupo de Yue et al.*® ha
descrito un sensor basado en la resonancia de plasmon superficial (SPR) con nanoparticulas de
oro (AuNP), capaz de detectar agentes de guerra quimica (CWA) tales como agentes nerviosos,
pulmonares o sofocantes.

1.2 Clasificacion de los biosensores

Los mecanismos basicos para el reconocimiento biolégico se pueden clasificar segun el tipo
de receptor: elemento bioldgico (enzima, anticuerpo...) o compuesto biomimético (aptamero,
acido nucleico ADN o acido ribonucleico ARN) y del sistema de transduccidon (métodos dpticos,
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electroquimicos, térmicos y piezoeléctricos). De igual modo, existe una clasificacidén segun la
estrategia de inmovilizacidn utilizada (adsorcidn fisica, enlace covalente...) y la naturaleza de la
interaccion bioreceptor/analito como son los procesos de afinidad (inmunoensayos) o procesos
cataliticos (interaccidén enzima/sustrato). Asimismo, segiin el modo en que se monitoriza dicha
interaccion, se pueden clasificar en métodos de deteccidon indirectos (fluorescencia,
colorimetria...) o directos (indice de refraccion, absorcidon éptica...).

El nimero de bioreceptores y sistemas de transduccién existentes es considerable, siendo
las combinaciones entre ellos muy diversas. La optimizacién del biosensor depende de los
elementos escogidos para su desarrollo, siendo el conjunto del bioreceptor y del transductor
seleccionado el encargado de determinar las caracteristicas finales del sistema de biosensado.

1.2.1 Bioreceptores

El bioreceptor es el encargado de capturar y/o unirse de forma especifica al analito durante
el proceso de bio-deteccidn. Los ejemplos mas conocidos de bioreceptores son las enzimas, los
anticuerpos y los aptameros. A continuacion, se describe en detalle el funcionamiento de cada
uno de ellos.

1.2.1.1 Enzimas

Las enzimas, biomoléculas de naturaleza proteica, son las encargadas de catalizar las
reacciones quimicas de los seres vivos. Este tipo de proteinas, son funcionales cuando se
encuentran en su estado de estructura cuaternaria, la cual alberga un centro activo que sirve
como sitio de unién especifico para un sustrato en particular, dando lugar a un complejo
enzima/sustrato. En ese momento, la enzima cambia su conformacion para catalizar la reaccién,
dando lugar a los productos que se desprenden del centro activo (Figura 2). Un control
apropiado de temperatura y pH del entorno de la proteina permite mantener una elevada
actividad enzimatica durante el proceso.

‘Producm

::>

La enzima cambia su farma
5”5“310 cuando se une el sustrato

Smo activo P

Elsustrato accede Complejo Complejo Los praductes salen
al sitio activo del enzima  enzimalsustrato enzimal productos del sitio active

Figura 2. Esquema representativo de un enzima como elemento de reconocimiento.
Fuente (biotecnologiauniversidad.blogspot.com).

Las enzimas son uno de los bioreceptores mas recurrentes en el area de los biosensores y
pueden ser implementadas sobre cualquier tipo de transductor, ya sea éptico, electroquimico,
térmico, etc.

1.2.1.2 Anticuerpos

Los anticuerpos (Ab) o inmunoglobulinas (Ig), son glucoproteinas que reconocen de manera
especifica a los antigenos (analitos). La interaccion reversible entre ambas moléculas se produce
debido al reconocimiento entre el epitopo del analito o determinante antigénico y el parétopo
del anticuerpo. Los anticuerpos pueden clasificarse en diferentes estructuras o isotipos: los
mondmeros (IgG, 1gD y IgE) presentan una unidad estructural con forma de “Y”, que esta
constituida por cuatro cadenas polipeptidicas (dos ligeras y dos pesadas), el dimero IgA y el
pentamero IgM. (Figura 3).


https://biotecnologiauniversidad.blogspot.com/2013/01/proteinas-enzimaticas.html?m=1
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Figura 3. Representacion grafica de la estructura de un anticuerpo y sus isotipos.
Fuente (www.3tres3.com/articulos/inmunidad-humoral-especifica-1-2-ig-tipos-y-estructura).

Existen dos tipos de anticuerpos utilizados en los inmunoensayos: los monoclonales (mAb)
que reconocen el mismo epitopo del analito y los policlonales (pAb), que cado uno reconoce a
un epitopo diferente del mismo analito. Por tanto, los mAb son un grupo de moléculas idénticas
entre si que proceden del mismo clon, mientras que los pAb son un conjunto de moléculas
producidas a partir de células diferentes. Estas caracteristicas permiten que los pAb tengan una
alta sensibilidad, pero menor especificidad que los mAb, por lo que segin el tipo de
inmunoensayo que se quiera desarrollar se escogera un tipo de anticuerpo u otro.

1.2.1.3 Aptédmeros

Los aptdmeros son fragmentos de acido nucleico (ADN o ARN), que estan formados por una
secuencia de oligonucledtidos de cadena simple sintetizada mediante el método de Evolucidn
Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX)?. Se trata de una técnica de
guimica combinacional utilizada en biologia molecular la cual permite la obtencién del
aptdmero. Este permite reconocer al analito de interés con una alta especificidad y afinidad. Un
ejemplo de ello es el aptdmero de la trombina (ApTHR) que adopta una conformacién éptima
para el reconocimiento especifico del analito trombina (THR), formando una estructura
tridimensional en forma de silla (Figura 4).

Figura 4. Representacion del ApTHR en su forma de silla (a) e interaccién entre la THR en gris con el
ApTHR en rojo y azul (b). Fuente (www.researchgate.net/figure/Quadruplex-structure).

Estos elementos biomiméticos tienen la facilidad de modificar su conformacion en el espacio
al someterlos a ciclos de calentamiento/enfriamiento o procesos de estructuracidn. Esta
propiedad les ofrece una caracteristica de termoestabilidad, ya que son capaces de recuperar
su funcionalidad por completo (proceso reversible)®® y una ventaja respecto a otros
bioreceptores como los anticuerpos o enzimas, que se desnaturalizan al calentarse (proceso
irreversible). Por tanto, la finalidad de estructurar el aptdmero es la de alcanzar el nivel de
conformacién éptimo, para una mayor afinidad por el analito de interés. Sin embargo, un cambio
de temperatura no controlado puede hacer que pierdan dicha conformacién y por tanto su
capacidad para la identificaciéon del analito. De ello depende la estructura que adquiera el
aptamero segun la temperatura de trabajo aplicada, pH y fuerza idnica.


https://www.3tres3.com/articulos/inmunidad-humoral-especifica-1-2-ig-tipos-y-estructura_38562/
https://www.researchgate.net/figure/Quadruplex-structure-of-the-thrombin-binding-aptamer-TBA-a-and-its-interaction-with_fig3_46427258
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1.2.2 Sistemas de transduccidn

Los transductores son los encargados de convertir la respuesta correspondiente a la
interaccion bioreceptor/analito en una sefial cuantificable por el detector. En ocasiones, los
sistemas de biodeteccidn requieren el uso de un software especializado para interpretar la sefial
recibida. Los principales sistemas de transduccidn se pueden clasificar en métodos 6pticos,
electroquimicos, térmicos y piezoeléctricos como se muestra en el esquema de la Figura 5.

BIOSENSORES

Resonancia

Conductimétricos
plasmones — o
Onda acistica

superficiales (SPR, L
iperfi (SPR) superficial (SAW)
Impedimétricos [ Termistor
enzimadtico (ET)
Guias de onda plana
Microbalanza

ol cristal de cuarzo

CM,

-

Amperométricos

Figura 5. Clasificacion de los biosensores segun el sistema de transduccién.

1.2.2.1  Opticos

Los sistemas de transduccidén dptica constan de un elemento de reconocimiento bioldgico
unido a un soporte, una fuente de luz y un detector. Son los responsables de medir los cambios
originados en la propagacion de la luz debido a la interaccion entre el analito y la sonda del
biosensor. Algunos ejemplos de transductores épticos son los sensores de resonancia de
plasmones superficiales (SPR), guias de onda plana y fibra dptica.

1.2.2.1.1 Resonancia de plasmones superficiales (SPR)

La resonancia de plasmones superficiales (SPR) es un fenédmeno 6ptico donde la luz
polarizada pasa de un medio de mayor indice de refraccién n; (prisma) a otro medio de menor
indice n, (metal), donde los plasmones son oscilaciones conjuntas de los electrones de
conduccidn de un metal. En el caso de un biosensor, la zona metalica se encuentra situada entre
el prisma y la muestra (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo del funcionamiento de un transductor SPR.
Fuente (www.bruker.com/de/products/surface-plasmon-resonance).



https://www.bruker.com/de/products/surface-plasmon-resonance.html
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La luz incidente entre el metal y el prisma genera la excitacién de un plasmén superficial a un
determinado angulo conocido como el angulo de resonancia. Este angulo, depende mucho del
indice de refraccién del medio préximo al metal, ya que las diferencias que se originen en el
mismo serdn manifestadas como cambios del dngulo de resonancia, el cual es proporcional a la
concentracién del analito detectado por el bioreceptor inmovilizado. Cuando se da la interaccién
bioreceptor/analito, se produce un cambio de indice de refraccidn sobre la superficie del metal
y por tanto un desplazamiento del dngulo de resonancia. Este método permite la deteccién de
los analitos de forma directa y sin marcaje en tiempo real.

1.2.2.1.2 Guias de onda plana

En un transductor de guias de onda plana, la luz viaja a través de una guia por reflexién
interna total (TIR) generando un campo electromagnético denominado onda evanescente. El
fendmeno TIR se produce cuando el indice de refraccion del medio donde incide la luz (n,) es
menor al del medio en el que se encuentra (n1), en este caso la luz se refleja de forma que no es
capaz de atravesar la superficie entre los dos medios reflejandose totalmente (Figura 7).

Aire Rayo
refractado
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Reflexion intermna

Angulocritico total

3 6

Figura 7. Fendmeno de reflexion interna total. Fuente (wikipedia.org/wiki/TIR).

Un ejemplo de transductor por guia de onda plana son los sensores de anillos resonantes
(RR), en los que la interaccidon molecular que se produce entre el bioreceptor inmovilizado sobre
la superficie del anilloy el analito, provoca un cambio del indice de refraccién de la luz propagada
a través de la guia. Este cambio permite relacionar la concentracidn del analito capturado con
la magnitud de la sefial, permitiendo una deteccién directa y libre de marcaje en tiempo real
con la selectividad que permite el bioreceptor inmovilizado.

Qavi y Bailey?? describieron la deteccién multiplexada y la cuantificacién sin marcaje de
microARN usando matrices de microanillos resonadores fotdnicos de silicio. El microARN se trata
de cadenas de ARN cortas de 19 a 24 nucleétidos. La resonancia existe también sin necesidad
de hibridacidn, por ejemplo, un anillo acopla luz y resuena. En este caso, lo que sucede es que,
al hibridar con una hebra de ARN la frecuencia de la resonancia varia respecto el estado inicial
(Figura 8).
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Figura 8. Desplazamiento de la sefial al hibridar una secuencia de ARN sobre RR.
Fuente (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20491114).
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Otro ejemplo de transductor basado en esta tecnologia es el caso del interferémetro de
Mach-Zehnder (MZI). La propagacién de la luz en estos sensores se divide en dos brazos, en uno
de ellos se encuentra el bioreceptor inmovilizado, mientras que el otro actia de referencia.
Ambos brazos o guias se vuelven a unir tras recorrer un trayecto de algunos milimetros,
recombindndose de esta forma la luz a la salida. La interaccidn entre el bioreceptor y el analito
provoca cambios en el campo evanescente, que estd relacionado proporcionalmente con la
concentracion del analito de la muestra (Figura 9).

Brazo sensible con el receptor Recubrimiento dieléctrico

Brazo de referencia

Figura 9. Esquema del sensor del interferémetro Mach-Zehnder.
Fuente (www.uv.es/materomo/resources/g5.pdf).

1.2.2.1.3 Fibra 6ptica

La fibra dptica es una guia de ondas dieléctrica y se emplea como medio de transmisién en
telecomunicaciones. Cada guia o filamento se compone de un nucleo central de vidrio (SiOz) con
un indice de refraccion (n1), que esta a su vez rodeado por una capa de revestimiento de un
material con un indice de refraccién menor (nz), como en el ejemplo de la Figura 10.

revestimiento

nucleo

Figura 10. Esquema de la seccién de una fibra dptica.

Cuando la luz que viaja en el interior de la guia por el nucleo y llega a la interfaz de la capa de
revestimiento, ésta se refleja totalmente ya que n; > n;, produciéndose asi el fenémeno TIR
dentro de la fibra. De esta manera, se puede guiar la luz sin pérdidas a larga distancias y
transferir datos a través de la guia desde el laser hasta el detector (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de un transductor de fibra dptica.
Fuente (demulacion.blogspot.com/2019/05).

Los sistemas de transducciéon basados en este tipo de tecnologia constan de una fibra éptica
sobre la cual se inmoviliza un bioreceptor. Cuando este elemento inmovilizado sobre la fibra
interacciona con el analito, se produce un cambio del indice de refraccién que modula las
propiedades dpticas del biosensor (longitud de onda e intensidad), que son recibidas por el
detector y que a su vez estan relacionadas con la concentracién del analito capturado. Un
ejemplo de transductor éptico basado en gratings de fibra dptica (OFG) se propuso por el grupo
de Chiavaioli et al..
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INTRODUCCION

1.2.2.2 Electroquimicos

Los transductores electroquimicos se suelen aplicar a procesos biocataliticos, donde el
transductor se encarga de convertir la sefial obtenida de la interaccion entre el electrodo y el
analito en una sefial eléctrica. Estos sistemas de transduccién se pueden clasificar en
amperométricos (miden la intensidad de corriente resultante de los procesos red-ox al aplicar
un potencial), potenciométricos (miden la diferencia de potencial eléctrico debida a una
reaccion electroquimica entre un electrodo y un electrodo de referencia), impedimétricos
(miden el cambio de impedancia eléctrica, debido a la variacidn de las propiedades resistiva y
capacitiva, producida en la superficie del transductor) y conductimétricos (miden la variacion de
la conductividad).

Un ejemplo de transductor electroquimico es la pila eléctrica descrita en la Figura 12. Este
dispositivo es capaz de transformar la energia quimica (reacciones red-ox) en energia eléctrica
y estd formado por una célula que contiene los siguientes elementos: un recipiente con sulfato
de zinc en disolucidn (izquierda), donde se encuentran disueltos iones zinc (Zn?*) e iones sulfato
(SO4%) y un recipiente que contiene sulfato de cobre en disolucién (derecha), con iones cobre
(Cu*) e iones sulfato (S04%) disueltos. Un electrodo de zinc sumergido en el recipiente de la
izquierda y un electrodo de cobre sumergido en el recipiente de la derecha, ambos unidos por
un hilo conductor. Finalmente, un puente salino que conecta ambas disoluciones, el cual
contiene en este caso cloruro de sodio (iones Na* y CI'), permitiendo mantener constante el
equilibrio de las cargas en disolucién.

e ® |e

+

] Ccl” K ]
anodo catodo
+
Cu
‘ so/ so/
zZn?* cu?*

Figura 12. Ejemplo de un transductor electroquimico (pila eléctrica).
Fuente (www.lifeder.com/anodo-y-catodo).

El electrodo que libera electrones (oxidacién) se denomina anodo y por tanto el zinc se oxida,
mientras que el electrodo que los recibe (reduccién), se denomina catodo y el cobre se reduce.
Por tanto, cuando el dnodo se conecta al catodo mediante un amperimetro, los iones de cobre
(Cu?) que se encuentran en disolucion reciben los dos electrones del zinc y se incorporan al
electrodo en forma de dtomos de cobre (Cu®), por lo que se crea una corriente eléctrica. Las
reacciones de los procesos de oxidacion/reduccidn de la pila se describen en |a Figura 13.

Notacién de una pila

\Zn + Cu?* Zn?* + Cu
. / anodo catodo SekE
~Zn(s)/Zn?*(aq,1M) /| Cu?*(aq,1M) / Cu (s)"
Representa | Representa
Semirreaccion ‘de oxidacion Semirreaccion de reduccion
IZn (s) — Zn?*(aq,1M) + 2e I |Cu?'(aq,1M)+ 2e —~ Cu(s) ]

Representa el puente salino

Figura 13. Reaccion de oxidacion y reduccién en una pila electroquimica.
Fuente (fg.iespm.es/documentos/diego navarrete/2 quimica/8.pdf).
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1.2.2.3 Térmicos

Los transductores térmicos o calorimétricos se pueden clasificar en procesos endotérmicos
(absorben calor) y exotérmicos (ceden calor), segun la reaccidon quimica que se produzca. La
medida de la entalpia de reaccion (AH) a diferentes temperaturas permite calcular la entropia
(AS) y energia libre de Gibbs (AG) para una determinada reaccién. Un ejemplo de molécula cuya
AH es de interés en biologia, es la del adenosin trifosfato (ATP). Durante su hidrdlisis, la reaccion
es exotérmica ya que el valor de AH es negativo y por lo tanto desprendera calor (Ecuacion 2).

ATP* + H20~ADP? + HPO* + H*; AH2ss = —22.2 k! (pH 7) (2)
Ecuacidn 2. Hidrdlisis del ATP: reaccién exotérmica

Uno de los ejemplos mas conocido de transductor térmico, es el termistor enzimatico. Estos
biosensores se basan en el principio termométrico, los cambios de calor producidos durante la
reaccién enzimatica se miden con un calorimétro, donde la variacién de temperatura es
proporcional a la concentracién de sustrato?®.

1.2.2.4 Piezoeléctricos

Los transductores piezoeléctricos o sistemas masicos constan de un elemento piezoeléctrico
como soporte que genera una seiial eléctrica cuando se produce un cambio de masa debido a
la acumulacién del analito sobre el detector. Algunos de los ejemplos mas conocidos son: la onda
acustica superficial (SAW), que ofrece una superficie sensible a los cambios de masa y la
microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), que se utiliza para medir cambios muy pequefios de
masa, del orden de picogramos.

Un ejemplo de QCM, es el desarrollado por el grupo de Ozalp et al.?* donde se hainmovilizado
aptameros sobre la superficie del sensor que son capaces de detectar la presencia de bacterias
en alimentos. Esta tecnologia presenta una gran sensibilidad para el analisis especifico de
bacterias a la vez que permite la monitorizacién en tiempo real.

1.2.3 Estrategias de Inmovilizacion

Para la elaboracion de un biosensor, un requerimiento importante es que la inmovilizacidn
del bioreceptor se realice de forma dptima sobre el sistema de transduccion. Algunos de los
métodos de inmovilizacidn mds conocidos son:

1.2.3.1 Adsorcién fisica

La union del elemento de reconocimiento bioldgico a la superficie del sensor del transductor
se puede producir de forma inespecifica mediante adsorcidn fisica, gracias a las fuerzas
intermoleculares débiles: Van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones idnicas,
electrostaticas e hidrofdbicas entre ambos elementos, siendo este proceso reversible. Este tipo
de estrategias son sencillas y de bajo coste. EL prolema es que como el bioreceptor no esta unido
a la superficie del transductor de forma covalente, cuando se pretende romper la interaccion
analito/bioreceptor se rompe también la interaccion transductor/bioreceptor. Para evitar que
esto suceda, se puede emplear una alternativa como es la fijacién quimica por unién covalente.

1.2.3.2  Fijacion quimica

La inmovilizacién por fijacion quimica mediante la formacién de enlaces covalentes entre el
bioreceptor y la superficie del transductor se puede producir por alguna de las siguientes
estrategias, empleando algunos de los siguientes agentes de entrecruzamiento. Por una parte,
el uso de la pareja EDC/NHS, que activa al acido carboxilico de la superficie del transductor, en
el caso que éste se haya modificado previamente usando, por ejemplo, el organosilano CTES y
gue se favorece asi la unidén con una amina del bioreceptor, dando lugar a un enlace peptidico
(unidn covalente). Por otra parte, el uso del glutaraldehido, que da lugar a la unién entre dos
aminas de forma covalente.
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1.2.4 Procesos de reconocimiento

Los procesos de reconocimiento bioldgico se pueden clasificar en dos grupos segun el tipo
de mecanismo de interaccién entre analito y bioreceptor: procesos de afinidad en los que
intervienen anticuerpos o aptdmeros como bioreceptores y cataliticos donde operan enzimas.

1.2.4.1 Reconocimiento por bioafinidad

Los procesos de reconocimiento por bioafinidad (inmunoensayos), se caracterizan por la
interaccion especifica entre el anticuerpo (bioreceptor) y el antigeno (analito), originando una
situacion de estabilidad entre ambos, formando un complejo. Sin embargo, también existen
otros ejemplos como la interaccién entre un elemento de reconocimiento biomimético
(aptamero) y el analito para el que ha sido desarrollado.

1.2.4.2 Reconocimiento biocatalitico

Los procesos biocataliticos son los més conocidos y de mayor interés comercial®®. Una de las
caracteristicas mas destacadas, es la de usar catalizadores como bioreceptores para aumentar
la velocidad de la reaccion quimica sin necesidad de ser consumidos en el proceso (Figura 14).

/

Sin enzima

Energia de
activacion
sin la
Energia de enzima
I activacion
con la enzima

Energia total

Sustratos liberada durante
ej.. CgHp O + 0, 1a reaccién
~Energia Productos
CO,+H,0
Avance de la reaccion
1 .
P

Figura 14. Grafica representativa de un proceso catalitico.
Fuente (apuntesbioquimicageneral.blogspot.com).

1.3 Meétodos de deteccion

Los métodos de deteccion encargados de evaluar la interaccién analito/bioreceptor se
pueden clasificar en procesos indirectos (fluorescencia, luminiscencia...) y directos (cambio
indice de refraccidn, absorcién dptica...). Los métodos indirectos, necesitan la introduccion de
marcadores y de pasos intermedios durante el ensayo para determinar si hay o no deteccion.
Mientras que los métodos directos son aquellos que permiten detectar al analito sin necesidad
de otros medios, como el uso de marcadores.

1.3.1 Deteccion indirecta (uso de marcadores)

La deteccion mediante el uso de compuestos marcados es uno de los métodos mas utilizados
debido a su versatilidad. Por ejemplo, el grupo de Wu et al., ha desarrollado un biosensor basado
en aptameros usando nanoparticulas para detectar la presencia de antibioticos.?” Otros ensayos
inmunoldgicos utilizan un sustrato cromogénico como la 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB)
gue permite monitorizar la reaccién gracias a su combinacién con otras proteinas enzimaticas
como la peroxidasa de rabano picante (HRP),? y la fosfatasa alcalina (ALP)?, las cudles se
encargan de catalizar la reaccién colorimétrica o luminiscente.

Hay una variedad de moléculas fluorescentes (fluoréforos) en el mercado que cubren un
amplio rango del espectro electromagnético dentro del UV-Visible. Los fluoréforos comerciales
se pueden conjugar mediante enlace covalente a cualquier otra molécula que tenga un grupo
amino, carboxilo o aldehido, siendo faciles de conjugar a polimeros biolégicos tales como
proteinas o acidos nucleicos®.
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1.3.2 Deteccién directa (libre de marcaje)

Existe una serie de fendmenos fisicos utilizados como herramienta de medida para los
experimentos de deteccidn libre de marcaje, como son el indice de refraccion (RI) y la absorcion
Optica.
1.3.2.1 Indice de refraccion (RI)

En los sistemas dpticos de deteccion, el cambio de indice de refraccion (Rl) se origina en el
area sensible del biosensor, cuando la interaccion entre el analito y el bioreceptor tiene lugar.
Por ejemplo, el indice de refraccién de una disolucidn que contiene el analito es diferente al de
la disolucion sin el analito (disolucion de proteina RI=1.5 > disolucién acuosa tamponada
RI=1.33). La Figura 15 muestra la configuracion genérica de un biosensor 6ptico sin marcaje
basado en la deteccién por cambios en el indice de refraccién (RI).

o 120 1
Q@ @+ — Target molecule _ 2 {
[

(9] 1 Q oo &80{ 2 Equilibrium
£ @ g Buffer solution 1 2 reached
= ¥ ’ i o> c
2 Y ? Y Y L Biorecognition S ©
E; S .:' v : molecule (% 401 g
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(a) Transduction signal (b) Time (s)

Figura 15. Esquema de un biosensor éptico libre de marcaje, deteccidon cambios de RI.
Fuente (www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/refraction-index).

La deteccidn mediante la variacion del indice de refraccién es ampliamente utilizada para
monitorizar procesos quimicos. Su implementacion en circuitos fotdnicos integrados (PIC) ha
sido una gran solucién para el desarrollo de sensores portables de bajo coste para andlisis en
tiempo real.

1.3.2.2  Absorcién dptica

La absorcidn de la radiacion electromagnética es la manera por la cual la energia de un fotén
es absorbida por la materia. Cuando este proceso transcurre dentro del rango de luz visible,
recibe el nombre de absorcidn éptica. El uso de un dispositivo éptico acoplado a una sistema
fluidico a microescala capaz de medir la absorcién dptica en reacciones enzimaticas, se ha
llevado a cabo por el grupo de Nitkowski et al.3! (Figura 16).

Output to
Power Meter

icroring
Resonator
@ 200 pm

Light

Figura 16. Disefio del dispositivo para un microanillo resonador cubierto por un canal microfluidico.
Fuente (www.osapublishing.org/boe/abstract.cfm?uri=boe-2-2-271).

Este dispositivo es capaz de detectar pequefios cambios de intensidad, los cudles se producen
cuando la enzima HRP convierte las moléculas del sustrato TMB en un producto coloreado. En
este caso, la enzima estd conjugada al anticuerpo especifico del analito que se desea detectar.
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1.4 Biosensores 6pticos sin marcaje

El biosensor dptico es el producto de la unién de varias disciplinas como la bioquimica, la
fotdnica, la microfluidica y la electrénica. Una de las ventajas de los biosensores dpticos es la
simplificacion del proceso, es decir, se reduce el volumen de la muestra, la deteccion es directa
sin necesidad de utilizar marcadores y permite la monitorizacién de la medida en tiempo real.
Ademas, las nuevas tecnologias de nanofabricacion permiten realizar ensayos multi-analito.

1.4.1 Descripcion

Los biosensores dpticos estan formados por tres bloques esenciales: el transductor dptico,
un subsistema microfluidico y el bioreceptor. La muestra en disolucién es conducida a través del
subsistema microfluidico desde un reservorio inicial hasta la superficie del transductor donde se
encuentra inmovilizado el bioreceptor. Cuando tiene lugar la interaccidén entre bioreceptor y
analito, la sefial éptica varia permitiendo obtener una sefal facilmente medible.

1.4.2 Parametros de rendimiento
Los principales parametros que definen el rendimiento de este tipo de biosensores son:

e Sensibilidad (S): es la magnitud de la sefial de transduccidn del biosensor en respuesta a los
cambios en la concentracidn del analito.

e Limite de deteccion (LOD): se define como la concentracién minima de analito que puede
ser detectada con fiabilidad por un método analitico determinado (Ecuacion 3):

Lop =2 (3
-2 3

Ecuacion 3. Limite de deteccién (LOD)

El LOD se proporciona en términos de unidades del indice de refraccién (RIU, por sus siglas
en inglés). Siendo RIU la unidad estandar para la comparacidn entre este tipo de biosensores. El
uso de estas unidades es dificil de relacionar con la concentracién de la muestra, pero dado que
cada analito induce un RIU diferente, esta unidad es valida como estandar a la hora de una
comparacion. En el caso de la biodeteccidn, las unidades del LOD serian de ng/ml o de nM.

¢ Rango espectral libre (FSR), es el espaciado en frecuencia dptica o longitud de onda entre
dos mdximos o minimos sucesivos de intensidad optica reflejada o transmitida de un
interferometro o anillos resonantes (Ecuacion 4).

2m (aﬁ)‘l 22

FSR:AA:T 37 zm (4)

Ecuacion 4. Rango espectral libre (FSR)
Donde
27T * Negr
A=—= (5
Ecuacion 5. Longitud de onda (A)

e Relacion de extincion (ER), es la proporcién de dos niveles de potencia dptica (POy P1) de
una sefal generada por el sensor. La relacion de extincidn se puede expresar como una fraccion,
en dB o como un porcentaje. Puede ser dado por la Ecuacidn 6:

ER—P16
_PO()

Ecuacion 6. Relacion de extincién (ER)

e Ancho de banda (Bandwidth) para sefiales analdgicas, es la longitud de la extension de
frecuencias en la que se concentra la mayor potencia de la sefial.

16



INTRODUCCION

Laser tuneability area

FSR

e

'y IS
I
=
|
PN
|
|
I ——
————
| m

Power response (dBm)
& IN

i

1556 1557 1558 1559 1560 1561 1562

AN (nm)
Figura 17. Grafica del sensograma para la identificacién de los parametros de rendimiento de un RR.

1.4.3 Biosensores dpticos basados en tecnologia PIC

Una de las caracteristicas a destacar de los circuitos integrados foténicos (PIC), es que no
requieren el uso de marcadores fluorescentes para su utilizacion como biosensores. La
tendencia actual en biosensores es la simplificacion del proceso de deteccidn y la robustez del
sistema. La deteccidn sin marcaje propone mejoras en el protocolo, en la reduccién del uso de
reactivos (menor volumen y masa requeridos) y también en la complejidad del proceso para su
automatizacidn, mejorando asi su fiabilidad.

Existen varios disefos y configuraciones descritos en la literatura, como el anillo resonante
(RR)?2, resonancia de plasmon de superficie (SPR)®, el interferémetro Mach-Zehnder3?, el
interferédmetro Young? o los cristales fotdnicos2¢. Sin embargo, el enfoque foténico empleado
en esta Tesis hace referencia al uso de los biosensores basados en la tecnologia de anillos
resonantes (RR) debido a gran interés en el desarrollo de este trabajo.

1.4.3.1 Biosensores épticos de anillos resonantes (RR)

Para el desarrollo de los biosensores 6pticos RR, se ha empleado la tecnologia compatible
mediante el uso de un material semiconductor de 6xido de metal complementario (CMOS). La
luz que se propaga por los RR, lo hace en forma de onda de galeria susurrante (WGM)*’. Este
fendmeno ocurre en superficies concavas como las cupulas de algunas catedrales. Asimismo, la
longitud efectiva de la interaccidn luz/analito de un RR viene determinada por el nimero de
vueltas que da la luz en el anillo. Esto se caracteriza por el factor de calidad (Q-factor) y la
longitud efectiva (Ler) que es directamente proporcional al Q-factor (Figura 18). Ademas,
diferentes mecanismos con varios anillos resonantes permiten una fuerte mejora de la
sensibilidad utilizando, por ejemplo, filtros o efectos de Vernier3,

Quality factor: Sharpness of the resonance. Ratio of the operation
wavelength and the resonant line width. Stored energy divided by the power lost
per optical cycle. (typically: 10% — 10°)

A
Q=10o5x 5
20\ 3
o
? —*>|<*— FWHD
Lef‘f . Effective light-matterinteraction length. 2
: © FSR
Q- )
Lel'l' = 0 0 2x
2nn

Normalized detuning

Free Spectral Ra nge (FSR) Distance between resonance peaks.

Extinction Ratio (ER) The ratio of the intensity on resonance to the
intensity off resonance.

Figura 18. Esquema RR con los parametros Q-Factor, Lesr. FSR y ER.
Fuente (slideplayer.com/slide/10775470/).
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1.4.3.1.1 Propiedades

El estrecho confinamiento de la luz en las estructuras integradas conduce a una mayor
interaccion luz/materia, permitiendo un aumento considerable de la sensibilidad del biosensor.
Los anticuerpos inmovilizados sobre la superficie del PIC como sondas de captura, son capaces
de reconocer especificamente moléculas bioldgicas. Acto seguido, la luz transmitida a través de
la guia de onda detecta un cambio de indice de refraccién debido a la interaccién analito/sonda,
cambiando en ese instante las propiedades dépticas del sistema fotonico (Figura 19).

Analyte

0 Antibody

il

- Computer
Detector

“ S

Figura 19. Imagen del RR utilizado en la deteccion.
Fuente (link.springer.com/article/10.1007/s00216-010-4237-z).

Estas son las aproximaciones tecnolégicas mas representativas en el campo de los circuitos
integrados fotonicos (PIC). En todos los casos, el cambio del indice de refraccidn se debe a la
presencia del analito, aunque debe mencionarse que las sustancias interferentes o las
condiciones ambientales también pueden producir un cambio en el indice de refraccién. Esto es
algo muy comun en los sistemas de deteccién y se pueden encontrar muchas estrategias para
minimizar la interferencia. Por un lado, los receptores bioquimicos altamente selectivos reducen
considerablemente la interferencia de otras sustancias. Ademas, se pueden emplear varias
estrategias en el disefio para mejorar la sefial. El uso de sefiales de referencia o sistemas de
deteccion en paralelo o en serie®, para deshacerse de los efectos de temperatura o absorcion
no especifica es muy comun, especialmente en sistemas donde la integracion permite la
implementacion de multiples analisis y matrices en un solo chip con un bajo coste.

18


https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-010-4237-z

Capitulo 2: OBJETIVOS

19



20



OBJETIVOS

2 CAPITULO 2: OBJETIVOS

Los objetivos principales de esta tesis son la deteccidn del factor de coagulacion trombina en
muestra real y la deteccidn de alérgenos y patégenos en alimentos. Con la finalidad de alcanzar
los objetivos principales propuestos, se han planteado los siguientes subobjetivos especificos de
cada uno de los tres bloques generales:

2.1 Deteccién trombinay control del estado de la coagulacion
-Desarrollo y optimizacién de las estrategias de funcionalizacién quimica.
-Deteccidn del analito trombina en el seno de diferentes matrices.

-Control en la activacion de la coagulacion para muestras de sangre completa.
-Deteccidn de trombina sobre chips fotdnicos.

2.2 Deteccion de alérgenos en alimentos
-Desarrollo y optimizacidn de las estrategias de funcionalizacién quimica.
-Deteccidn de los alérgenos Ovomucoide y Gliadina: via aptdmeros.
-Deteccidn de los alérgenos Gliadina y Caseina: via anticuerpos.

-Deteccidn de alérgenos procedentes del huevo, leche y gluten en alimentos.

2.3 Deteccion de patégenos en cerdos y alimentos
-Desarrollo y optimizacidn de las estrategias de funcionalizacién quimica.
-Deteccion de la bacteria Escherichia coli (E.coli).

-Deteccidn del patégeno Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2).

2.4 Objetivo global

-Desarrollo de un biosensor basado en tecnologia fotdnica (anillos resonantes) para ser
integrado en el conjunto de una plataforma de sensado para la deteccidn de los analitos de
trombina, alérgenos y patégenos.
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3 CAPITULO 3: EXPERIMENTAL

En este capitulo, se presentan las instalaciones, los equipos requeridos, el software
necesario, los materiales utilizados para los ensayos y se describe de forma detallada el
procedimiento experimental que se ha seguido durante este trabajo.

3.1 Instalaciones
Sala limpia: instalacidn donde se fabrican las estructuras fotdnicas sobre nitruro de silicio.

Laboratorio preparacién de superficies: en este espacio se encuentra la cabina de quimicos,
donde se lleva a cabo la funcionalizacién quimica de las superficies de nitruro de silicio.

Laboratorio de medida fotdnica: laboratorio de trabajo donde se encuentra el set-up
optoelectrdénico acoplado a un sistema microfluidico, el cual es utilizado en su conjunto para la
caracterizacién de los experimentos de biosensado. Este dispositivo consta de los siguientes
compuestos: laser sintonizable, placa base de control (laser y adquisicidn de la sefial), placa que
contiene los fotodetectores y los microposicionadores.

3.2 Equipos vy softwares

Los equipos utilizados para la caracterizacién e impresidon de superficies se describen a
continuacién, junto al software asociado en cada caso.
3.2.1 Escéaner de fluorescencia GenePix 4100A Microarray

El escaner de fluorescencia GenePix 4100A Microarray que se muestra en la Figura 20 tiene
dos ldseres, uno con una longitud de onda de 635nm y otro a 532nm. Se ha utilizado para
escanear superficies de nitruro de silicio plano, sobre las que se ha depositado una matriz de
gotas para los ensayos con marcadores fluorescentes. El andlisis de las imdgenes se realiza con
el software asociado al equipo (GenePix® Pro 6.0).

Figura 20. Escaner de fluorescencia GenePix 4100A Microarray.

3.2.2 Equipo de microimpresién Microgrid Il (BioRobotics)

El equipo de microimpresién MicroGrid Il (Figura 21) se ha empleado para imprimir en las
superficies de los chips planos de 1cm x 1cm el aptdmero de captura en los ensayos para el
reconocimiento de la E.coli.

Figura 21. Equipo de microimpresién MicroGrid Il (BioRobotics).
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3.2.3 Equipo de microimpresién SCIENION

El equipo de microimpresién SCIENION S1 que se muestra en la Figura 22 se ha utilizado para
imprimir sobre la superficie de chips fotdnicos el anticuerpo de captura utilizado en los
inmunoensayos realizados.

Figura 22. Equipo de microimpresidon SCIENION S1.

3.2.4 Espectrofotometro de microgota NanoDrop

El equipo de NanoDrop es un espectrofotémetro UV-Visible (Figura 23), el cual permite en
poco tiempo una medicidn rapida, fiable y reproducible de proteinas en volimenes del orden
de los microlitros, mostrando todo el espectro. En este trabajo, se ha utilizado para medir la
concentracién de una muestra de GLN disuelta parcialmente en EtOH al 60% empleada en los
ensayos para la deteccion de alérgenos sobre superficies planas de nitruro de silicio.

Figura 23. Espectrofotémetro de microgota Nanodrop.

3.2.5 Softwares adicionales

El software utilizado en este trabajo para el analisis y tratamiento de datos de las medidas
fotdnicas, ha sido desarrollado integramente por LUMENSIA.

3.3 Materiales
Descripcion del material utilizado durante el proceso de funcionalizacidon quimica de las

superficies de nitruro de silicio e inmovilizacion de las sondas bioldgicas.

3.3.1 Substratos
-Nitruro de Silicio: obleas de nitruro de silicio plano de 6” sobre las que se fabrican las
estructuras fotdnicas.

3.3.2 Disolventes
-Agua desionizada (DIW).
-Etanol (EtOH).
-Isopropanol (iPrOH).
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3.3.3 Reactivos
-Cloruro de calcio (CaCly).
-Fragmento de proteina del factor tisular humano (TF).
-Hidréxido de sodio (NaOH).
-Cianoborohidruro de sodio (NaBHsCN).
-Acido clorhidrico 37% (HCI).
-Acido acético glacial (CH;COOH).
-Perdéxido de hidrogeno (H,0,), solucién 30% (110 vol).

3.3.4 Agentes de blogueo
-Albumina de suero bovino (BSA).
-Albdmina de huevo en polvo (OVA).
-Gelatina de piel de pescado de agua fria (GF).
-Etanolamina (MEA).
-Tampdn de bloqueo 10x que contiene caseina (BB 10x)

3.3.5 Reactivos conjugados
Los reactivos conjugados son utilizados como reactivo de cierre del inmunoensayo y estdn
marcados con biotina o con un fluoréforo.
-Anticuerpo secundario policlonal contra ratén, desarrollado en cabra y marcado con Alexa
Fluor 647 = pAb®’-GAM
-Anticuerpo secundario policlonal contra conejo, desarrollado en cabra y marcado con Alexa
Fluor 647 = pAb?"-GAR
-Aptamero que reconoce E.coli, marcado con Cy5 en el extremo 3’ = ApE.coli 3-Cy5 (88pb)
-Aptamero que reconoce Ovomucoide, marcado con Cy5 en el extremo 5’ = ApOV03.9.B
-Aptamero que reconoce Ovomucoide, marcado con Cy5 en el extremo 5 > ApOV03.11.B
-Aptamero que reconoce Gliadina, marcado con Cy5 en el extremo 5° = ApGLN9F-Cy5
-Estreptavidina marcada con Cy5 (ZyMAX™ Grade) = Spt-Cy5
3.3.6 Disoluciones tampdn
-HEPES = Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico.

Este reactivo en disolucién forma el equilibrio mostrado en la Figura 24.

J' & . O —rO@ © ©, ”O@ K, = 7.38 (20 mM, 37 °C)

/\/S‘ —-..OH /\/8‘ PHa =7 v
HEPES |/\N‘H 0 = N O Ipk, =7.58 (20 mM, 20 °C)
HO/C\/N\) H HO/\/N

Figura 24. Equilibrio 4cido base para una disolucion de HEPES.
-MES = Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidrato.

Este reactivo en disolucion forma el equilibrio mostrado en la Figura 25.

& 2 D 90 0.0 K, = 6.05 (20 mM, 37 °C)
H 'S\ ©  |pKa=6.05(20mM,37°

/\\/Cs' (O] R

MES (N 0 (N o pK, = 6.20 (20 mM, 20 °C)

§ NS

Figura 25. Equilibrio acido base para una disolucion de MES.

-Tampdn carbonato/bicarbonato (CB):
-Carbonato de sodio (Na;COs) y bicarbonato de sodio (NaHCOs).
-Solucidn salina 10x tamponada con fosfato (PBS 10x).
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-Solucién salina 10x tamponada con tris (TBS 10x).
-Tween 20 = Polisorbato 20 o monolaurato de polioxietilen(20)sorbitano (Figura 26).

o)
O\/ﬂ‘;o)k/\/\/\/\/\
o) O,\);OH

HO\(_/\O z 0/\);OH

Figura 26. Estructura del polisorbato 20.
-Solucidn salina 1x tamponada con fosfato al 0.05% v/v de Tween20 (PBST).

W+X+y+2=20

3.3.7 Solucién Pirafia

La disolucidon pirafia es una mezcla en proporcion 3:1 de acido sulfirico concentrado 16M
(H2S0.) y perdxido de hidrégeno (H,0,) 30% vol. Las precauciones a tener en cuenta para la
preparacion de esta solucion son: utilizar un recipiente de vidrio de borosilicato Pyrex, evitando
el uso de materiales de pldstico y afiadir el perdxido lentamente sobre el dcido, nunca al revés.

3.3.8 Organosilanos

La utilizacién de los organosilanos, es una estrategia quimica muy comun para la
funcionalizacion de las superficies de nitruro de silicio, aprovechando la capa de 6xido nativo
que se forma espontdneamente sobre la superficie. A continuacidn, se presentan los
compuestos utilizados en este trabajo:

-APTES = 3-aminopropiltrietoxisilano
-CTES = Carboxietilsilanotriol, sal disddica, 25% en agua

3.3.9 Agentes de entrecruzamiento
Los agentes reticulantes son utilizados para acoplar de forma covalente dos compuestos
entre si. A continuacidn, se presentan los reactivos utilizados:
-GLUT - Glutaraldehido 6 1,5-Pentanodial, solucidn al 25% (Figura 27).
0] Q

H)J\/\)J\H

Figura 27. Estructura del glutaraldehido.
-EDC = N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloruro.
-NHS > N-Hidroxisuccinimida.

-La pareja EDC/NHS es utilizada para favorecer la formacion de enlaces peptidicos, mediante
la activacion del acido carboxilico de uno de los compuestos con la EDC, la formacién de un buen
grupo saliente mediante la interaccién con NHS y por ultimo la interaccidn con los grupos amino
del segundo compuesto. Formando una conjugado estable (Figura 28).

Carboxylic Primary Amine Stable Conjugate

Acid /® (amide bond)
0
@ ¥
h 0 Hydrolysw
J\

NH

™l o

A
o-Acylisourea
Intermediate
N\\C (unstable)
N Amine-reactive
£ 0 k N Sulfo-NHS Ester Prlmary
frosslinker HO” (dry-stable) Amine
0
Sulfo-NHS

Figura 28. Reaccidn de formacién de enlace covalente mediante la pareja de reticulantes EDC/NHS.
Fuente (www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning).
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3.3.10 Sondas bioldgicas

Las sondas o elementos de reconocimiento bioldgico se inmovilizan sobre la superficie del
sustrato y son las encargadas de interactuar o capturar el analito de interés. En este caso se han
utilizado anticuerpos y aptdmeros, ambos se indican en los siguientes apartados:

3.3.10.1 Anticuerpos

Los anticuerpos empleados en este trabajo se clasifican en monoclonales y policlonales. El
conjunto de los cuatro anticuerpos monoclonales (mAb-GLN, mAb-CAS, mAb-OVA y mAb-BLG),
son especificos contra los alérgenos de gluten, ovoalbumina, caseina y B-lactoglobulina
respectivamente y han sido cedidos por la empresa INGENASA (ingenasa.eurofins-
technologies.com) en una colaboracion entre empresas. Asimismo, se encuentra el anticuerpo
pAb-PCV2 especifico contra el CircoVirus Porcino tipo 2 (PCV2), el cual ha sido proporcionado
por el Instituto de Ciencia de los Alimentos perteneciente al Consejo Nacional de Investigacidn
Italiano (CNR) (www.isa.cnr.it; www.cnr.it). Y los anticuerpos de la THR, el mAb-THR y el pAb-
THR. Estos anticuerpos se describen a continuacion:

:Monoclonales:

-Anticuerpo contra trombina humana desarrollado en ratén = mAb-THR
-Anticuerpo contra gliadina, secalina y hordeina desarrollado en ratéon 2 mAb-GLN
-Anticuerpo contra ovoalbumina desarrollado en raton = mAb-OVA

-Anticuerpo contra caseina desarrollado en ratén 2 mAb-CAS

-Anticuerpo contra B-lactoglobulina desarrollado en ratén 2 mAb-BLG

-Policlonales:
-Anticuerpo contra la trombina humana y de ratdn desarrollado en oveja = pAb-THR
-Anticuerpo contra el Circovirus Porcino tipo 2 desarrollado en conejo = pAb-PCV2

3.3.10.2 Aptdmeros

Los aptameros utilizados en este trabajo son comerciales y se han empleado para la
deteccion de la Trombina (THR), la bacteria Escherichia coli (E.coli) y los alérgenos de
Ovomucoide y Gliadina. Estos ultimos, han sido seleccionados por la compaiiia Aptus Biotech
(aptusbiotech.com) y sintetizados por la empresa IBA lifesciences (www.iba-lifesciences.com):

Aptamero de captura frente Trombina (THR):

El aptdmero de captura para la deteccién de Trombina esté descrito en la bibliografia*® y ha
sido sintetizado por la empresa Merck/Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com). Esta sonda
posee en su extremo 5’ un grupo amino (NH3) y un espaciador de veinte timinas (20T).

-Aptamero anti Trombina con 15 pares de base 2 AptmTHR-NH; (15pb)

-Secuencia del aptamero = 5’-NH,-20T-GGTTGGTGTGGTTGG-3’

Aptameros de captura frente Escherichia coli (E.coli):

Los aptameros de captura para la deteccidn de E.coli han sido desarrollados por los autores
descritos en la bibliografia®#? y sintetizados por la empresa IBA lifesciences. Estas sondas
poseen en su extremo 5’ un grupo amino (NH;) y un espaciador de timinas, veinte para el
ApE.coli 1 (20T) y doce en el caso del ApE.coli 2 (12T).

-Aptamero anti E.coli 1 con 85 pares de base = ApE.coli 1-NH, (85pb)
-Aptamero anti E.coli 2 con 88 pares de base = ApE.coli 2 -NH; (88pb)

Aptameros de captura frente Ovomucoide:

Los aptameros de captura para la deteccion de Ovomucoide poseen ambos en su extremo 5’
un grupo amino (NH3) y un espaciador de veinte timinas (20T).

-Aptadmero anti Ovomucoide 3.9.A con 76 pares de base = ApOV03.9.A-NH, (76pb)
-Aptamero anti Ovomucoide 3.11.A con 76 pares de base 2 ApOV03.11.A-NH, (76pb)
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Aptameros de captura frente Gliadina:

Los aptdmeros de captura para la deteccién de Gliadina poseen ambos en su extremo 5’ un
grupo amino (NH3) y un espaciador de veinte timinas (20T).

-Aptdmero anti Gliadina 1F con 77 pares de base = ApGLN1F-NH, (77pb)
-Aptdmero anti Gliadina 6F con 76 pares de base = ApGLN6F-NH, (76pb)

3.3.11 Analitos

Los analitos de interés empleados en este trabajo son: por una parte, la trombina como factor
de coagulacidn, que se genera durante el proceso de activacidn de la sangre. Por otra parte, los
alérgenos a-caseina, gliadina y ovomucoide y los patégenos E. coliy el Circovirus Porcino tipo 2.

3.3.11.1 Trombina

-La trombina empleada es comercial y ha sido distribuida por ThermoFisher Scientific
(www.thermofisher.com). Los dos tipos de analitos en concreto son:

-a-Trombina (humana) (DFP) Proteina nativa.
-a-Trombina (humana) Proteina Nativa conjugada con biotina.

3.3.11.2 Alérgenos
Los alérgenos comerciales utilizados en este trabajo se describen a continuacién:
-a-Caseina de leche bovina, Merck/Sigma-Aldrich (C6780-250MG) = CAS
-Gliadina de trigo, Merck/Sigma-Aldrich (G3375)) = GLN

-Gliadina como sustancia referencia disuelta en EtOH al 60% y que proviene del Prolamin
Working Group (PWG) descrito en la bibliografia®®. - GLN PWG

-Ovomucoide proteina nativa del pollo, Mybiosource (MBS5303672) = OVO

3.3.11.3 Patogenos

Los patdgenos utilizados en este trabajo, estan totalmente inactivados. La bacteria E.coli ha
sido facilitada por Aptus Biotech, mientras que el virus PCV2 ha sido facilitado por la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad de Budapest (www.healthcarestudies.es).

-Escherichia coli (E.coli): bacteria cuyo caracter patogénico depende de la cepa de origen. En
los ensayos realizados con E.coli durante este trabajo, se han utilizado las siguientes cepas:

-E.coli Origami y E.coli XL1-Blue.

-Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2): es una especie de virus del género circovirus cuyo material
genético esta formado por ADN. El virus perjudica al ganado porcino, provocandole una serie de
enfermedades infecciosas, como la neumonia o el complejo respiratorio porcino.

3.4 Metodologia
La metodologia empleada en este trabajo se clasifica en las siguientes fases:

3.4.1 Fase de disefioy fabricaciéon

Una de las fases mas importantes en la metodologia de este trabajo, es la del disefio y la
fabricacion de chips fotdnicos, al igual que la del sistema microfluidico.

3.4.1.1 Disefioy fabricacién de estructuras foténicas basadas en la tecnologia de silicio.

Por una parte, el disefio de los chips fotdnicos nanoestructurados se lleva a cabo por el
equipo de LUMENSIA Sensors. En este trabajo se han empleado dos disefios diferentes, el V1 de
lcmxlcm y el V2 de 1cmx0.3cm. Ambos tipos de chips como plataforma de sensado, para la
deteccion de los analitos de trombina, alérgenos y patégenos (Figura 29).
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Figura 29. Disefios fotonicos de los chips V1y V2

Por otra parte, la fabricacion de los chips fotdnicos se realiza en la sala limpia de las
instalaciones del Centro de Tecnologia Nanofoténica (NTC, www.ntc.upv.es) de la Universitat
Politécnica de Valéncia (UPV, www.upv.es). El substrato sobre el que se realizan los procesos de
fabricacion es una oblea de nitruro de silicio a partir de la cual se obtienen los chips fotdnicos
(Figura 30).

Figura 30. Imagen de una oblea de silicio con una dimensién de 6 pulgadas.

A partir de una Unica oblea se pueden obtener 52 chips en el caso de una oblea de 4 pulgadas
(chips V1) y 498 chips para una oblea de 6 pulgadas (chips V2), como se muestra en la Figura 31.
Por una parte, las superficies de nitruro de silicio plano se obtienen al cortar la oblea inicial y
son los utilizados en el control de inmovilizacidn de sondas bioldgicas e inmunoensayos con
marcadores fluorescentes. Por otra parte, se pueden fabricar chips fotdnicos a partir de la oblea
inicial, los cuales requieren una serie de técnicas de fabricacion como la litografia para aplicar la
impresion de las nanoestructuras sobre la superficie de la oblea de nitruro de silicio.

Oblea de SisN, de 4” (52 chips) Oblea de SizN4 de 6” (498 chips)

Figura 31. (Izq) Oblea de 4” para chips fotonicos V1. (Dcha) Oblea de 6” para chips fotdnicos V2.

La técnica utilizada para la fabricacién de chips nanoestructurados es la fotolitografia. Esta
técnica permite transferir la informacion de la estructura disefiada sobre la mascara hacia la
oblea. El proceso consiste en tres etapas y que se describen a continuacién:

1.-En primer lugar, se cubre la oblea con una resina, que consiste en un material fotosensible.

2.-Después, se coloca la mascara sobre la oblea y se proyecta un haz de luz ultravioleta para
endurecer o reblander la resina aplicada.
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3.-Finalmente, se ataca la superficie con disolventes. Si la resina empleada es positiva, la zona
irradiada (naranja) se eliminard con el disolvente. Sin embargo, si la resina es negativa, sucede
lo contrario y es la zona no irradiada (azul) la que se elimina con el disolvente (Figura 32).

Resina

E—

Negativa

Figura 32. Esquema de los tipos de resina fotosensible durante el proceso de fotolitografia.
Fuente (docplayer.es/76668955).

En cuanto a las mascaras, se pueden clasificar en dos tipos segun su proyeccion. Las que no
tienen contacto directo con la oblea, pero existe el inconveniente de poseer un elevado coste
de fabricacion, ademas de problemas de difraccién y las que estdn en contacto directo sobre el
substrato, donde la mascara se situa encima de la oblea. En este caso, se reducen el problema
de la difraccién y por tanto se consigue una mayor resolucién, a cambio de tener una vida media
menor.

Algunas de las alternativas para solucionar los problemas derivados de la fotolitografia son:
el uso de un haz de luz de mayor frecuencia, como los rayos X (>30x10™Hz) o el empleo de la
técnica de nanolitografia por haz de electrones (E-beam), donde se consigue una mayor
resolucién, sin tener que usar mascara, pero a cambio de ser un proceso lento y con un elevado
coste.

El proceso de oxidacién es una reaccidén quimica que ocurre sobre la oblea de nitruro de silicio
(SisN4), donde el 6xido se puede formar de manera natural (éxido nativo) o también puede ser
depositado térmicamente como proteccidn de las estructuras (6xido depositado). En el caso de
los chips foténicos empleados en este trabajo, las guias y anillos son de SisN,4 (Figura 33).

_SiOEIZum} |

SigN, (0.3pm)

Si0, (Sum)

Oblea Guias y anillos Cladding Apertura ventana
Figura 33. Esquema de las etapas del proceso de fabricacion de las capas de un chip fotdnico.

3.4.1.2 Disefioy fabricaciéon del sistema microfluidico.

El disefio y fabricacion del sistema microfluidico se lleva a cabo por la empresa microLIQUID
(www.microliquid.com).

3.4.2 Fase de caracterizacion
La caracterizacion de estructuras fotdnicas se clasifica de la siguiente forma:
-Caracterizacion fisica mediante equipos de SEM y AFM (NTC-UPV).
-Caracterizacion dptica mediante set-up 6ptico (LUMENSIA).
-Caracterizacién optica mediante set-up optofluidico de chip biofuncionalizado (LUMENSIA).
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3.4.3 Fase de biofuncionalizacion

La fase de biofuncionalizacién se lleva a cabo integramente por el equipo BIO de la empresa
LUMENSIA Sensors. Los dos puntos a destacar en este apartado son:

-Optimizacién del proceso de biofuncionalizacidn sobre estructura plana de silicio.

-Biofuncionalizacion de estructuras fotdnicas, utilizando la estrategia éptima obtenida a
partir de las superficies de nitruro de silicio plano para la activacién quimica e inmovilizacion de
biomoléculas.

3.4.4 Fase de biodeteccion

La fase de biodeteccidn, se realiza por el grupo BIO al igual que la fase anterior. Las medidas
fotdnicas se han implementado en un entorno de laboratorio con el set-up optoelectrénico, el
cual esta conectado a un sistema microfluidico (bomba peristaltica, holder con canalizaciones y
lamina microfluidica). La microfluidica consiste en una ldmina de material polimérico, en cuyo
interior existen unos conductos de entrada y otros de salida. Sobre esta pieza se ensambla el
chip fotdnico, dando lugar al conjunto chip mas fluidica el cual se encuentra integrado al sistema
de biosensado fotdnico por donde se fluye la disolucién. El flujo viene controlado por la bomba
peristaltica, a una velocidad de 30uL/min (Figura 34).

\(\l!\\ g A (& w.

-

D Bomba peristaltica

Zona de sensado: chip + fluidica

Figura 34. Bomba peristaltica y conjunto chip foténico/microfluidica del set-up de laboratorio.

En una medida fotdnica, inicialmente se fluye una disolucién tampdn a través de los canales
microfluidicos del sistema, atravesando la zona de sensado y pasando por encima de los anillos
resonantes (RR) del chip foténico hasta que la respuesta de la resonancia de los RR se estabiliza
(linea base). Estos RR se clasifican en dos grupos, el primero de ellos se corresponde a los RR
sobre los que se ha inmovilizado |la sonda de captura (RRfunc.), mientras que los del otro grupo
se dejan de referencia (RRref.). La frecuencia para uno de los RRfunc. frente a su potencia en dB,
se muestra en la Figura 35.

RR Response

\

Lorentzian curve fitting || |

Minimum of the resonance

Figura 35. Identificacion de la resonancia de la respuesta del RR a la disolucion tampdn.
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Después se fluye la muestra disuelta en el tampdn, cuando ésta llega a los RR van
desplazando poco a poco las moléculas de la disolucién tampén por otras del analito a detectar
gue se encuentra disuelto en la muestra y que esta siendo capturado por la sonda inmovilizada
de los RRfunc., produciendo a su vez una variacion del cambio de indice de refraccion (RI). Este

cambio es monitorizado a tiempo real, obteniendo una grafica en la que se representa la
frecuencia frente a la potencia en dB (Figura 36).

RR Response

‘/Resonance shift

v

Figura 36. Desplazamiento a tiempo real de la resonancia del RR al producirse el cambio de RI.

Por ultimo, se vuelve a fluir la disolucidn tampdn inicial hasta que la sefial se estabiliza. La
diferencia obtenida entre la sefial final de los RRfunc. (azul) respecto a los RRref.(naranja), nos
muestra que la respuesta del sensado correspondiente al desplazamiento de la longitud de
onda, medido en picometros (pm), ha dado un resultado positivo y por tanto nos indica que la
sonda ha capturado con éxito al analito de interés, como se representa en la Figura 37.

Sensogram

Analyte

Sensing response

Bulk effect
Base line Bulk effect
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Figura 37. Sensograma a tiempo real frente al desplazamiento de la longitud de onda (pm) de los RR.

El desplazamiento de la sefial alcanzado esta relacionado directamente con la concentracién
del analito como se muestra en la Figura 38.

Senal de la longitud de onda

Deteccion del analito a tiempo real
de la resonancia

Grafica de deteccion:
sensograma

Wavelength [AA]

ty t ot t,
A——
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Figura 38. Grafica de sensado donde se relacionan la resonancia de los anillos junto al sensograma.
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3.5 Procedimiento experimental

El procedimiento experimental consta de dos fases. La primera de ellas es la fase de
biofuncionalizacion, en esta parte se activan quimicamente las superficies de nitruro de silicio,
después se inmovilizan las sondas de captura como los aptdmeros o anticuerpos y finalmente se
cubre la superficie con un agente de bloqueo (BSA, OVA, etc..). La segunda consiste en la fase
de biodeteccidn, en la cual se origina el reconocimiento entre el analito en disolucién y la sonda
de captura inmovilizada dando lugar al inmunoensayo. La activacidon quimica de la superficie de
nitruro de silicio se ha preparado en base al protocolo definido en la bibliografia®.

Los diferentes experimentos realizados en esta tesis se pueden clasificar en dos partes. Por
un lado, ensayos en la deteccidn de trombina y estudios sobre la coagulacién de la sangre
completa. Por otro lado, ensayos en la determinacién de alérgenos y patégenos. El disefio
experimental para la deteccion de cada uno de los analitos se ha llevado a cabo inicialmente
sobre superficies de nitruro de silicio plano para la optimizacidon del proceso de activacidn
guimica e inmovilizacién de la sonda de captura. Una vez caracterizada la superficie, se
transfieren los resultados de plano a chips foténicos basados en la tecnologia de anillos
resonantes (RR), sobre los que se han realizado las medidas fotonicas mediante la utilizacion del
set-up optoelectrénico de laboratorio conectado a un sistema microfluidico.

3.5.1 Ensayos trombina

Los experimentos para la deteccion de trombina se clasifican en dos grupos. Por una parte,
los ensayos realizados sobre superficies de nitruro de silicio (SizsN4) plano, donde se lleva a cabo
la deteccidn de trombina patron en disolucion tampdn, asi como en diferentes matrices
biolégicas provenientes de muestras reales (sangre completa, plasma sanguineo y suero). Por
otra parte, la realizacidn de ensayos de deteccidén de trombina realizados sobre chips foténicos.

3.5.1.1 Ensayos para la deteccidon de trombina sobre superficies de SisN4 plano

La primera parte de los ensayos para la deteccion de trombina, se realizan sobre superficies
de SisN4 plano. En este apartado se ha logrado la optimizacion del proceso de activacidon quimica
de las superficies ademds de la realizacién de controles de inmovilizacién para diferentes sondas
como aptdmeros y anticuerpos. Asimismo, se han realizado ensayos para la deteccidon de
trombina como disolucidn patrén y en muestras reales.

3.5.1.1.1 Estrategias de funcionalizacion quimica: ensayos deteccion de trombina

Los experimentos para la deteccidn de trombina se han llevado a cabo sobre superficies
planas de SisN4 con el fin de optimizar la inmovilizacidn de la sonda de captura y la capacidad de
deteccidon en el inmunoensayo. Los protocolos de funcionalizacién quimica que se han llevado a
cabo se detallan a continuacion:

Protocolo guimico A

En este protocolo se ha inmovilizado como sonda de captura el aptdmero de trombina
(ApTHR) para el ensayo tipo 1y el anticuerpo monoclonal anti-trombina desarrollado en ratén
(mAb-THR) para el ensayo tipo 2. Se ha utilizado la trombina biotinilada (THR-biot) como analito
y la estreptavidina como proteina marcada con el fluoréforo Cy5 (Spt-Cy5) (Figura 39).

35



EXPERIMENTAL

THR-biot

Ensayo tipo 1

APTHR Ensayo tipo 2

mAb-THR

Figura 39. Ensayos tipo 1y 2 para la deteccidn de trombina sobre superficies de SisN4 plano.

Fase de biofuncionalizacion:
1.1. Activacidn quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,05]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con agua desionizada (DIW) y secar con corriente de aire a presion.
1.2. Silanizacion de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES) al 5% en 2-
propanol (iPrOH). Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucion de APTES durante 2 horas
a temperatura ambiente (T2 amb).

-Lavar las superficies con iPrOH y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada superficie
en 2mL de la disolucién durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano
-Inmovilizar el aptdmero especifico anti-trombina (ApTHR) a 10uM (F1), el anticuerpo
secundario policlonal anti-ratén (pAb%*-GAM) a 100ppm (F2) y el anticuerpo monoclonal
anti-trombina (mAb-THR) a 100ppm (F3), disueltos todos en PBS. A estas disoluciones hay
que anadir el reductor NaBH;CN, disuelto en NaOH 1M, a una concentracién final de 5mM.
-Realizar una matriz de 3x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ul/gota. Aplicar sobre las cuatro superficies a partir de las disoluciones anteriores, segin
el esquema que se muestra en la Figura 40.

Superficies1,2,3y 4

- F1: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM (ensayo tipo 1)
- F2: 4 gotas del pAb2*-GAM a 100ppm en PBS y NaBH;CN a 5mM (control)

- F3: 4 gotas del mAb-THR a 100ppm en PBS y NaBH3CN a 5mM (ensayo tipo 2)
Figura 40. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacién de las sondas.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacién.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de etanolamina (MEA) a 0.1M en tampdn carbonato (CB)
durante 1h. a T2 amb., bajo condiciones de humedad controlada.
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-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.6. Escaneo de la superficie tras la fase de biofuncionalizacidn: control del Alexa 647
-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.

Este equipo posee dos laseres, uno con emisién a 635nm y otro a 532nm. Como las longitudes
de onda de excitacién y emision del fluoréforo Alexa Fluor 647 del pAb?*-GAM son Ex. 650nm
y Em. 665nm, se emplea el ldser que emite a una A = 635nm. Para el escaneo de las superficies
de SisN4 plano, el procedimiento a seguir es el siguiente:

-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.
-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

Fase de biodeteccidn:

1.7. Captura del analito: deteccidon de trombina

-Aplicar 50uL de THR-biot a 10ppm en PBS sobre las superficies 1y 2.

-Aplicar 50uL de THR-biot a 10ppm en HEPES 10mM sobre las superficies 3 y 4.

-Incubar las superficies 1y 3 a 4°C y las superficies 2 y 4 a 23 °C (T2 amb.) durante 1h. bajo
condiciones de humedad controlada y protegidas de la luz directa.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.8. Adicion del conjugado estreptavidina-Cy5

-Aplicar 50uL de Spt-Cy5 a 10ppm en PBS sobre las cuatro superficies.

-Incubar las superficies 1y3a4°Cyla2yla4a23°C (T2 amb.) durante 1h. bajo condiciones
de humedad controlada y protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Cy5.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.9. Escaneo de las superficies tras la fase de biodeteccion: control del Cy5
-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.

Este equipo posee dos laseres, uno con emisidon a 635nm y otro a 532nm. Como las longitudes
de onda de excitacion y emision del fluoréforo Cy5 de la estreptavidina son Ex. 650nm y Em.
670nm, se emplea el ldser que emite a una A = 635nm. Para el escaneo de las superficies de
SisN4 plano, el procedimiento a seguir es el siguiente:

-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.
-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

Protocolo guimico B

En este protocolo se ha inmovilizado como sonda de captura el ApTHR para el ensayo tipo 3
y el anticuerpo policlonal anti-trombina desarrollado en oveja (pAb-THR) para el ensayo tipo 4.
Se ha utilizado trombina (THR) como analito, el mAb-THR como anticuerpo de deteccidn y el
anticuerpo secundario policlonal anti-ratén desarrollado en cabra (pAb**-GAM) conjugado con
el fluoréforo Alexa-647 como cierre del inmunoensayo (Figura 41).

mAb-THR )C
<4— pAb*-GAM

THR

Ensayo tipo 3 Ensayo tipo 4
ApTHR 74 %3 \\ FA% pAb-THR

Figura 41. Ensayos tipo 3y 4 para la deteccion de trombina sobre superficies de SisN4 plano.
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Ademas, en este protocolo se han realizado controles en la fase de biofuncionalizacién, que
seran descritos a continuacion:

Fase de biofuncionalizacidén: controles

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacidn de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano APTES: sumergir las superficies 1y 3 en 2mL de
APTES al 5% en iPrOH y las superficies 2 y 4 en 2mL de iPrOH (controles). Sumergir durante 2
horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con iPrOH y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre las superficies 1y 2, mientras que las
superficies 3 y 4 se sumergen en PBS (controles). Sumergir cada superficie en 2mL de la
disolucion correspondiente durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano

-Inmovilizar el ApTHR a 10uM (F1), el pAb®*-GAM a 100ppm (F2) y el pAb-THR a 100ppm
(F3), disueltos todos en PBS. A estas disoluciones hay que anadir el reductor NaBH;CN,
disuelto en NaOH 1M, a una concentracion final de 5mM.

-Realizar una matriz de 3x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ul/gota. Aplicar sobre las cuatro superficies a partir de las disoluciones anteriores, segun
el esquema que se muestra en la Figura 42.

Superficies 1, 2,3y 4.

OO OO - F1: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM (ensayo tipo 3)
O O OO - F2: 4 gotas del pAb2*-GAM a 100ppm en PBS y NaBHsCN a 5mM (control)
O O O O - F3: 4 gotas del pAb-THR a 100ppm en PBS y NaBH3sCN a 5mM (ensayo tipo 4)
Figura 42. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacién de las sondas.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacién.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de MEA a 0.1M en CB durante 1h a T2 amb., bajo
condiciones de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion:

1.6. Etapa de captura: deteccion de trombina

-Aplicar 50uL de THR a 10ppm en PBS sobre la superficie de los cuatro chips.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.7. Adicion del anticuerpo monoclonal anti-trombina

-Aplicar 50uL de mAb-THR a 10ppm en PBS sobre las cuatro superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
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-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.8. Adicion del anticuerpo secundario policlonal anti-ratén conjugado con Alexa-647
-Aplicar 50uL de pAb**-GAM a 10ppm en PBS sobre las cuatro superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y
protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Alexa 647.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.9. Escaneo de la superficie tras la fase de biofuncionalizacién: control del Alexa 647
-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

Protocolo quimico C

En este protocolo se ha inmovilizado como sonda de captura el ApTHR para el ensayo tipo 3
optimizado. Se ha utilizado THR como analito, el mAb-THR como anticuerpo de deteccién vy el
pAb**-GAM como anticuerpo de cierre del inmunoensayo (Figura 43).

mAb-THR f JC/ pAb2*-GAM

THR

Ensayo tipo 3

Ao 74 %j g%

Figura 43. Esquema del protocolo C para la deteccidon de trombina sobre superficies de SisN4 plano.

En este protocolo se ha optimizado el ensayo tipo 3 del protocolo B, ademas de los controles
realizados en la fase de biodeteccion que se describen a continuacion:

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2SO4:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.2. Silanizacién de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano APTES al 1% en Etanol 95% [95:5 (v/v) EtOH:DIW].
Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucién de APTES durante 2horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con la mezcla EtOH:DIW al 95% y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada superficie
en 2mL de la disolucion durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano
-Inmovilizar el ApTHR a 10uM en PBS y NaBH5CN en NaOH 1M a una concentracion de 5mM.

39



EXPERIMENTAL

-Realizar una matriz de 4x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2uL/gota. Aplicar sobre las cuatro superficies para inmovilizar el ApTHR de la disolucién con
reductor, segun el esquema que se muestra en la Figura 44.

Superficies 1, 2,3y 4

- F1: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F2: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

-> F3: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

> F4: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

Figura 44. Esquema de la matriz depositada sobre SizsNs plano para la inmovilizacién del ApTHR.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacion.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50pL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion: controles

1.6. Etapa de captura: deteccion de trombina

-Aplicar 50uL de THR a 10ppm en PBS sobre las superficies 1y 3.

-Aplicar 50uL de PBS sobre las superficies 2 y 4 (controles).

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.7. Adicion del anticuerpo monoclonal anti-trombina

-Aplicar 50uL de mAb-THR a 10ppm en PBS sobre las superficies 1y 2.

-Aplicar 50uL de PBS sobre las superficies 3 y 4 (controles).

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.8. Adicion del anticuerpo secundario policlonal anti-ratén conjugado con Alexa-647
-Aplicar 50uL de pAb**-GAM a 10ppm en PBS sobre las cuatro superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y
protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Alexa 647.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.9. Escaneo de la superficie tras la fase de biofuncionalizacion: control del Alexa 647
-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

3.5.1.1.2 Optimizacién del protocolo C: variacién sobre la concentracion de la sonda de captura

De los tres protocolos presentados en el apartado anterior, se ha tomado el protocolo C
como el mds adecuado para realizar la deteccidn de trombina. En este apartado, se ha realizado
la optimizacién de la concentracidn de la sonda de captura ApTHR.

Protocolo quimico C: variacion de la concentracidon de la sonda de captura

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio
-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2SO4:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.
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-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacién de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano APTES al 1% en Etanol 95% [95:5 (v/v) EtOH:DIW].
Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucién de APTES durante 2horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con la mezcla EtOH:DIW al 95% y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada superficie
en 2mL de la disolucidn durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano

-Inmovilizar el ApTHR a diferentes concentraciones: 1, 2, 4, 5, 8 y 10uM en PBS y NaBH3CN
en NaOH 1M a una concentracién de 5mM.

-Realizar una matriz de 3x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ul/gota. Aplicar sobre las dos superficies para inmovilizar el ApTHR correspondiente de
las disoluciones anteriores, segun el esquema mostrado en la Figura 45.

Superficie 1

- F1: 4 gotas del ApTHR a 1pM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F2: 4 gotas del ApTHR a 2puM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F3: 4 gotas del ApTHR a 4pM en PBS y NaBH3CN a 5mM

Superficie 2

- F4: 4 gotas del ApTHR a 5uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F5: 4 gotas del ApTHR a 8uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F6: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3sCN a 5mM

Figura 45. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacion del ApTHR a
diferentes concentraciones.
-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacién.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion:

1.6. Etapa de captura: deteccion de trombina

-Aplicar 50uL de THR a 10ppm en PBS sobre las superficies 1y 2.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.7. Adicion del anticuerpo monoclonal anti-trombina

-Aplicar 50uL de mAb-THR a 10ppm en PBS sobre las superficies 1y 2.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.8. Adicion del anticuerpo secundario policlonal anti-ratén conjugado con Alexa-647
-Aplicar 50uL de pAb**-GAM a 10ppm en PBS sobre las superficies 1y 2.
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--Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y
protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Alexa 647.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.9. Escaneo de la superficie de los chips con el GenePix
-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.
-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.
3.5.1.1.3 Deteccion de trombina en el seno de muestras clinicas
Los ensayos para deteccién de trombina en el seno de diferentes matrices bioldgicas (sangre
completa, plasma sanguineo y suero), se ha llevado a cabo siguiendo los pasos del protocolo
quimico C con la finalidad de evaluar el efecto que tiene la matriz sobre la deteccion del analito.

Protocolo quimico C: deteccidn de trombina en el seno de muestras reales

Fase de biofuncionalizacidn:

La fase de biofuncionalizacién es comun para las tres matrices utilizadas en el ensayo.

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,05]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacion de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano APTES al 1% en Etanol 95% [95:5 (v/v) EtOH:DIW].
Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucién de APTES durante 2horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con la mezcla EtOH:DIW al 95% y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada superficie
en 2mL de la disolucién durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano
-Inmovilizar el ApTHR a 10uM en PBS y NaBHsCN en NaOH 1M a una concentracion de 5mM.
-Realizar una matriz de 4x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2uL/gota. Aplicar sobre las veintisiete superficies para inmovilizar el ApTHR de la disolucion
con reductor, segun el esquema que se muestra en la Figura 46.

Superficiesdelalala 27

- F1: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F2: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F3: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F4: 4 gotas del ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN a 5mM
Figura 46. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacién del ApTHR.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacién.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de BSA al 1% en PBS durante 1h a T2amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
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Fase de biodeteccion:
1.6. Etapa de captura: deteccion del analito trombina en el seno de diferentes matrices

La etapa de captura del analito trombina (THR) a distintas concentraciones (0, 5.5y 11ppm),
se lleva a cabo en el seno de diferentes matrices bioldgicas: sangre completa (WB), plasma
sanguineo (BP) y suero sanguineo (BS) a tres porcentajes de matriz en PBS (0, 50 y 100%).

Las superficies preparadas para el experimento se clasifican segun el esquema de la Tabla 3.

Tabla 3. Esquema de las superficies empleadas en los experimentos de muestras reales bioldgicas.

Matriz Sangre completa Matriz Plasma sanguineo Matriz Suero sanguineo
0% 50% 100% 0% 50% 100% 0% 50% 100%
E)-Ll:)i]q: Sup.1l |Sup.4 |Sup.7 |[Sup.10 |Sup.13 |Sup.16 |Sup.19 |Sup.22 |Sup.25
[THR] =
Sup.2  |Sup.5 |Sup.8 |[Sup.1l1 |Sup.14 |Sup.17 |Sup.20 |Sup.23 |Sup.26
5,5ppm
[THR] =
11ppm Sup.3 |Sup.6 |Sup.9 |[Sup.12 |Sup.15 |Sup.18 |Sup.21 |Sup.24 |Sup.27

-Aplicar 50uL de cada una de las 27 disoluciones sobre la superficie correspondiente.
-Incubar las superficies durante 90 seg. a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.7. Adicion del anticuerpo monoclonal anti-trombina

-Aplicar 50uL de mAb-THR a 10ppm en PBS sobre todas las superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.8. Adicion del anticuerpo secundario policlonal anti-ratén conjugado con Alexa-647
-Aplicar 50uL de pAb**-GAM a 10ppm en PBS sobre todas las superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y
protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Alexa 647.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.9. Escaneo de la superficie tras la fase de biofuncionalizacion: control del Alexa 647
-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

3.5.1.2 Ensayo para la deteccién de trombina sobre chip fotdnico

La segunda parte de los experimentos empleados para la deteccion de trombina, se han
realizado sobre chips fotdnicos basados en la tecnologia de anillos resonantes (RR). Este ensayo,
ha servido para validar los protocolos de activacién quimica utilizados sobre superficies planas
de Si3sN4, ademas de las medidas fotdnicas realizadas con el set-up optoelectrénico de
laboratorio conectado a un sistema microfluidico. La activacién de la superficie de SisN4 de los
chips fotdnicos, se ha realizado siguiendo la fase de biofuncionalizacién del protocolo C aplicado
en superficies planas. En este caso, sobre los RR de la superficie del chip fotdnico se inmoviliza
la sonda de captura en los RRfunc. mientras que en los demas RR que no han sido
funcionalizados, se toman como referencia RRref. La deteccion de trombina se ha llevado a cabo
bajo el siguiente protocolo:

Protocolo C: deteccion de trombina sobre chip fotdnico

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio del chip fotdnico
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-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacion de la superficie de nitruro de silicio activada del chip foténico

-Silanizar la superficie con el organosilano APTES al 1% en Etanol 95% [95:5 (v/v) EtOH:DIW].
Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucién de APTES durante 2horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con la mezcla EtOH:DIW al 95% y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada superficie
en 2mL de la disolucidn durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de SisN4 del chip foténico
-Inmovilizar el ApTHR a 10uM en PBS y NaBH3CN en NaOH 1M a una concentracion final de
5mM sobre los RRfunc. 1,2, 5y 8.

-Aplicar 50uL de PBS sobre los RRref.3,4,6y 7.

-Depositar una gota de 0.2l a mano con la micropipeta, de las disoluciones anteriores del
ApTHR y el PBS sobre los RR de la superficie del chip fotdnico, segun el esquema mostrado
en la Figura 47.

xxzxx‘lxﬁx? . - RRfunc.

. O O . O - RRref.

5 7

6 (3) . O $8 > Gratings entrada
8

% 8 - Gratings salida

Figura 47. Esquema del chip foténico V1 con la distribucién de los RR sobre la superficie.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacién.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de BSA al 1% en PBS durante 1h a T2amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion: medida fotdnica

-Fluir durante 10 minutos a una velocidad constante de 30uL/min la disolucién tampdn PBS
por el canal microfluidico hasta que la seial de la medida se estabiliza (linea base).

El flujo se mantiene constante durante todo el experimento a 30uL/min.

1.6. Etapa de captura: deteccion de trombina

-Fluir la disolucion de THR a 1ppm en PBS durante 10min.

1.7. Etapa de lavado: sensado

-Fluir de nuevo PBS 10min. a 30uL/min.

1.8. Etapa de analisis: tratamiento de datos

-Analizar los datos obtenidos de la medida fotdnica con el software asociado al equipo.

3.5.2 Ensayos sangre completa

El ensayo realizado en este apartado empleando una muestra de sangre completa (WB)

anticoagulada con citrato trisddico, tiene la finalidad de estudiar el comportamiento de la misma
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al ser activada por los agentes trigger del proceso de coagulacion, como son el factor tisular (TF),
el cloruro calcico (CaCl,) y la propia trombina.
3.5.2.1.1 Activacion de la sangre completa: via extrinseca

En este ensayo, se ha activado una muestra de WB anticoagulada situada en el eppendorf 1,
afiadiéndole una concentracion de TF a 1.5pM y una de CaCl, a 50mM (trigger). En ese instante
(t=0s), se hace fluir la muestra recién activada a través de un tubo TYGON LMT-55 de 0.44mm
de diametro interno hacia el eppendorf 2 con la ayuda de una bomba peristaltica de laboratorio
a una velocidad de flujo constante a 30ul/min. (Figura 48).

Eppendorf 1

Muestra activada con TF
(1.5pM) y CaClz (50mM)

Eppendorf 2

\

Figura 48. Esquema de la bomba peristaltica para experimento de una muestra de WB activada.

Con este experimento, se quiere calcular el tiempo que tarda en fluir la muestra activada del
eppendorf 1 al eppendorf 2, a diferentes concentraciones de sangre completa anticoagulada.

Las muestras empleadas en el experimento se prepararon de la siguiente forma:

-Muestra 1 = Sangre completa al 25%

Concentraciones finales:

[WB] = 25%; [TF] = 1.5pM y [CaCl;] = 50mM

-Muestra 2 = Sangre completa al 50%

Concentraciones finales:

[WB] = 50%; [TF] = 1.5pM y [CaCl,] = 50mM

-Muestra 3 2 Sangre completa al 75%

Concentraciones finales:

[WB] = 75%; [TF] = 1.5pM y [CaCl,] = 50mM

-Muestra 4 = Sangre completa al 85.8%

Concentraciones finales:

[WB] = 85.8%; [TF] = 1.5pM y [CaCl;] = 50mM

En la muestra 4, para llegar a un porcentaje de sangre superior habria que reducir la dilucién
de los reactivos trigger adicionados, lo que permitiria adicionarlos en un menor volumen.

3.5.3 Ensayos alérgenos

Los ensayos para la deteccidn de alérgenos se clasifican en dos grupos. En primer lugar, los
ensayos realizados sobre superficies planas de SizsN4 para la deteccién de los alérgenos OVO y
GLN via aptdmeros. En segundo lugar, se ha realizado el control de inmovilizaciéon de los
anticuerpos especificos de los alérgenos GLN, CAS, OVA y BLG como paso previo a los ensayos
de deteccion de GLN sobre chips fotdnicos.

3.5.3.1 Ensayos para la deteccion de alérgenos sobre SisNa plano: via aptameros.

Los ensayos realizados en este apartado consisten en la inmovilizacién de aptdmeros como
sondas de captura para el reconocimiento especifico de alérgenos sobre superficies de SisNg4
plano. En este ensayo, se ha inmovilizado sobre la superficie del substrato un aptamero de
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captura especifico del alérgeno en cuestion, finalmente como cierre de este se ha empleado
otro aptamero también especifico del alérgeno, pero marcado con el fluoréforo Cy5 (Figura 49).

Alérgeno

Aptamero de deteccion
conjugado con Cy5

Aptamero de captura

Figura 49. Esquema del ensayo empleado para la deteccidn de alérgenos.

3.5.3.1.1 Deteccion de Ovomucoide (OVO)

Los aptameros empleados en los experimentos para el reconocimiento del OVO se nombran
con el siguiente cédigo:

1) ApOVO03.9A y ApOV03.11A: aptdmeros de captura con modificacién NH,
2) ApOV03.9B y ApOV03.11B: aptameros de deteccion marcados con Cy5

Donde la A se corresponde con el grupo amino (-NHz) y la B con el conjugado fluoréforo
(Cy5). La combinacidn de aptameros para los ensayos sobre chips planos son:

Ensayo 1: pareja 1 = ApOV03.9A / ApOV03.9B y pareja 3 2 ApOV03.11A / ApOVO3.9B.
Ensayo 2: pareja 2 2> ApOV0O3.9A / ApOV03.11B y pareja 4 >ApOV03.11A / ApOVO3.11B.

Protocolo quimico D: detecciéon de OVO

Para la deteccion de OVO se han planteado dos ensayos tipo ALISA, empleado el protocolo D
descrito en este apartado como estrategia de activacidon quimica. En ambos ensayos se han
inmovilizado los aptdmeros de captura ApOV03.9A y ApOV03.11A. Sin embargo, en el ensayo 1
se ha empleado el aptdmero ApOV03.9B como elemento de cierre, mientras que en el ensayo
2 se ha utilizado el aptdmero ApOV03.11B. El esquema de estos ensayos sobre superficies
planas de SisN4 se muestra en la Figura 50.

ApOV03.11B-Cy5

ApOVO03.9B-Cy5

Ensavo 2

Ensavo 1

Ovomucoide \
ApOVO3.9A-NH, }\‘ 5%6

ApOVO03.11A-NH,

Ovomucoide

ApOVO03.9A-NH,

ApOVO03.11A-NH,

Figura 50. Esquema de los ensayos para la deteccién de OVO sobre superficies planas de SisNs.

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacién de la superficie de nitruro de silicio activada
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-Silanizar la superficie con el organosilano APTES al 1% en Etanol 95% [95:5 (v/v) EtOH:DIW].
Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucién de APTES durante 2horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con la mezcla EtOH:DIW al 95% y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada superficie
en 2mL de la disolucién durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano
-Inmovilizar los ApOVO a 1uM en PBS y NaBH3CN en NaOH 1M a una concentracién de 5mM.

-Realizar una matriz de 3x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ul/gota. Aplicar sobre las cuatro superficies a partir de las disoluciones anteriores, segln
el esquema que se muestra en la Figura 51.

Superficies 1,2,3y 4

OOOO -> F1: 4 gotas de PBS y NaBH3CN a 5mM (control)
O O OO - F2: 4 gotas de ApOVO3.9A a 1uM en PBS y NaBH3CN a 5mM
O O O O - F3: 4 gotas de ApOVO3.11A a 1uM en PBS y NaBH3CN a 5mM
Figura 51. Esquema de la matriz depositada sobre SizsNs plano para la inmovilizacidn de las sondas.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacion.

1.5. Estructuracion de los aptameros de captura inmovilizados

-Sumergir cada una de las cuatro superficies en 4mL de MgCl, 1mM/PBS.

-Calentar a 95°C durante 10 min sobre placa calefactora.

-Enfriar en nevera a 4°C durante 10min.

-Lavar con una disolucion de MgCl, 1mM/PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.6. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2 amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion:

1.7. Etapa de captura: detecciéon de OVO

-Aplicar 50uL de MgCl, IMm/PBS sobre las superficies 1y 3 (blanco).

-Aplicar 50uL de OVO a 10ppm en MgCl, 1Mm/PBS sobre las superficies 2 y 4.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con MgCl, 1IMm/PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.8. Estructuracion de los aptameros de deteccion conjugados con Cy5

-Estructurar los ApOVO-Cy5 a 1uM en MgCl, 1mM/PBS en un eppendorf.

-Calentar la disolucién a 95°C en bafio maria sobre placa calefactora durante 10 min.
-Enfriar seguidamente ambos eppendorf a 4°C en nevera 10 min.

1.9. Adicion del aptamero estructurado marcado con Cy5

-Aplicar 50uL del ApOV03.9B-Cy5 estructurado sobre las superficies 1y 2.

-Aplicar 50uL del ApOV03.11B-Cy5 estructurado sobre las superficies 3 y 4.
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-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y
protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Cy5.

-Lavar las superficies con MgCl, 1ImM/PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion

1.10. Escaneo de la superficie tras la fase de biodeteccion: control del Cy5

-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

3.5.3.1.2 Deteccion de Gliadina (GLN)

Los aptameros empleados en los experimentos para el reconocimiento de la GLN se nombran
con el siguiente cédigo:

1) ApGLN1F y ApGLNG6F: aptameros de captura con modificacion NH»
2) ApGLNOF: aptamero de deteccién marcado con Cy5

Los aptameros empleados para la captura del alérgeno, se inmovilizan sobre la superficie
plana de SisN4, mientras que el de deteccidn es un oligo marcado con un fluordéforo utilizado
como cierre del inmunoensayo. La combinacidn de aptdmeros para los ensayos sobre plano es:

Ensayo GLN: pareja 1 = ApGLN1F / ApGLN9F y pareja 2 = ApGLN6F / ApGLN9F

Protocolo quimico D: deteccién de GLN

El ensayo 3 se ha propuesto para la deteccién de GLN, empleando el protocolo D como
estrategia de funcionalizacidn quimica. En este ensayo se han inmovilizado los aptameros de
captura ApGLN1F y ApGLN6F como sondas sobre la superficie plana de SisNs. Ademas del
aptamero de deteccion ApGLN9F como cierre del ensayo. El esquema definido del ensayo 3 se

muestra en la Figura 52.
Ensayo 3 * ApGLN9F-Cy5
Gliadina =

¥
-
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ApGLN1F-NH, \
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Figura 52. Esquema del ensayo realizado para la deteccidén de GLN sobre superficies planas de SizNj.

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2SO4:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacién de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano APTES al 1% en Etanol 95% [95:5 (v/v) EtOH:DIW].
Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucién de APTES durante 2horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con la mezcla EtOH:DIW al 95% y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.
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1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido
-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada superficie
en 2mL de la disolucidn durante 2 horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Estructuracion de los aptameros de captura de GLN

-Estructurar el ApGLN1F y ApGLN6F a 1uM en MgCl, 1mM/PBS en un eppendorf.

-Calentar las disoluciones a 95°C en baio maria sobre placa calefactora durante 10 min.
-Enfriar seguidamente los eppendorf a 4°C en nevera 10 min.

1.5. Estructuracion del aptamero de deteccion de GLN

-Estructurar el ApGLN9F a 1uM en MgCl, 1mM/PBS en un eppendorf.

-Calentar la disolucién a 95°C en bafio maria sobre placa calefactora durante 10 min.
-Enfriar seguidamente el eppendorf a 4°C en nevera 10 min.

1.6. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano
-Inmovilizar los ApGLN de captura a 0.9uM en MgCl, 1mM/PBS y NaBH3;CN en NaOH 1M a
una concentraciéon de 5mM.

-Realizar una matriz de 3x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ulL/gota. Aplicar sobre las dos superficies a partir de las disoluciones anteriores, segun el
esquema que se muestra en la Figura 53.

Superficies 1y 2

- F1: 4 gotas de ApGLN1F a 0.9uM en MgCl, 1mM/PBS y NaBH3CN a 5mM
- F2: 4 gotas de MgCl, 1mM/PBS y NaBH3CN a 5mM (control)

- F3: 4 gotas de ApGLN6F a 0.9uM en MgCl, 1ImM/PBS y NaBH3CN a 5mM
Figura 53. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacién de las sondas.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacién.
1.7. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2 amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion:

1.8. Etapa de captura: deteccién de GLN

En primer lugar, se ha procedido a la disolucion parcial de la GLN en EtOH al 60% obteniendo
disoluciones del analito a un nivel de concentracion de 650ppm en promedio.

-Preparar la disolucidon stock de GLN:

‘Triturar la muestra sdlida con la punta de la espatula

-Afadir ImL de EtOH 60%/DIW a 1mg de GLN = [GLN]te¢rica = 1mg/mL = 1000ppm
-Determinar la concentracion real de la GLN en disolucidn:

‘Vortex fuerte 1min. seguido de rotacién en horno de hibridacion durante 2h.
-Centrifugar a 10000rpm durante 10 min.

Medir la concentracidn con un equipo NanoDrop, de la GLN disuelta en el sobrenadante.
[GLN]gisueita = 650ppm > 65% de GLN disuelta de los 1000ppm iniciales

-Aplicar 50uL de PBS sobre la superficie 1 (blanco).

-Aplicar 50uL de GLN a 10ppm en PBS sobre la superficie 2.

-Incubar a 25°C en estufa durante 1h, bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
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1.9. Adicién del aptamero estructurado marcado con Cy5

-Aplicar 50uL del ApGLN9F estructurado sobre las superficies 1y 2.

-Incubar las superficies durante 1h a 25°C en estufa, bajo condiciones de humedad
controlada y protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Cy5.

-Lavar los chips con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presién.

1.10. Escaneo de la superficie tras la fase de biodeteccion: control del Cy5

-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

3.5.3.2 Ensayos para la deteccion de alérgenos sobre chip foténico

Los ensayos realizados sobre el chip foténico V2 (Figura 29), se clasifican en dos grupos. En
primer lugar, se describen los experimentos elaborados para la deteccion de los alérgenos GLN
y CAS como disolucion patrén. En segundo lugar, se presenta el ensayo correspondiente a la
deteccion del alérgeno GLN en muestras carnica dopada con gluten. Cabe destacar que, como
paso previo a estas medidas fotdnicas, se ha realizado el control de inmovilizacién de los
siguientes anticuerpos monoclonales.
3.5.3.2.1 Control de inmovilizacién de los anticuerpos monoclonales

El protocolo E empleado en este apartado consiste en el control de inmovilizacién de los
anticuerpos monoclonales (mAb-GLN, mAb-CAS, mAb-OVA y mAb-BLG) especificos de los
alérgenos GLN, CAS, OVA y BLG respectivamente sobre superficies planas de SisNa. La finalidad
de este ensayo es la comprobacién de la inmovilizacién de los mAb mediante el uso de un
anticuerpo secundario policlonal conjugado con Alexa 647 (pAb?*-GAM). Como los anticuerpos
mAb estan desarrollados en ratén, es necesario que el anticuerpo de verificacién pAb?-GAM
sea anti-ratdn. El ensayo referente al control de inmovilizacion se ha practicado para los cuatro
mAb. El esquema del ensayo empleado se muestra en la Figura 54.

Anticuerpo policlonal secundario
marcado con Alexa )a

Anticuerpo de captura \\(/

Figura 54. Esquema del ensayo para el control de inmovilizacion del anticuerpo monoclonal.

Protocolo quimico E: control de inmovilizacion de los mAb de GLN, CAS, OVA y BLG

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2SO4:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 30 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacién de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano CTES al 1% en DW 4&cida, ajustando el pH a 5
mediante la adicion de 4cido acético 0.2M. Sumergir cada superficie en 500uL de la disolucion
de CTES durante 2horas a T2 amb. agitando suavemente en una placa agitadora a 75 rpm.

-Lavar las superficies con DIW acida y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

50



EXPERIMENTAL

1.3. Activacién de la superficie con los agentes de entrecruzamiento (EDC/NHS)

-Activar el grupo carboxilico del CTES mediante la adicion de una mezcla EDC/NHS preparada
en tampon MES 0.1M a pH 4.

-Sumergir las superficies 1, 3,5y 7 en 500uL de MES 0.1M (blancos).

-Sumergir las superficies 2, 4, 6 y 8 en 500uL de EDC/NHS en MES 0.1M.

-Incubar durante 30 minutos a T2 amb., agitando suavemente en placa agitadora a 75 rpm.
-Lavar las superficies con MES 0.1M, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacién de la sonda sobre la superficie de nitruro de silicio plano

-Inmovilizar los mAb a 100ppm (F1) y 50ppm (F2) en PBS sobre la superficie correspondiente,
ademas del anticuerpo policlonal anti trombina (pAb-THR) como control inespecifico (F3).
-Realizar una matriz de 3x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ulL/gota. Aplicar sobre las ocho superficies a partir de las disoluciones anteriores, para
inmovilizar el mAb-GLN sobre las superficies 1y 2, el mAb-OVA sobre la 3 y 4, el mAb-CAS
sobrelas 5y 6y el mAb-BLG sobre la 7 y 8, segun el esquema que se muestra en la Figura 55.
Superficiesdelalala 8

- F1: 4 gotas del mAb en PBS a 100ppm
- F2: 4 gotas del mAb en PBS a 50ppm
- F3: 4 gotas del pAb-THR en PBS a 100ppm

Figura 55. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacién de los mAb.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de BSA 1% en PBS durante 24h a 4°C, bajo condiciones de
humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBS y realizar el control de inmovilizacién.
Fase de biodeteccidn: control de inmovilizacién

1.6. Adicion del anticuerpo secundario policlonal anti-ratén conjugado con Alexa 647
-Aplicar 50uL de pAb**-GAM a 5ppm en PBS sobre las ocho superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y
protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Alexa 647.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.7. Escaneo de la superficie tras el control de inmovilizacién

-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro

6.0 asociado al equipo.
3.5.3.2.2 Ensayos para la deteccidn de alérgenos como disolucion patrén

En este primer apartado, se describen los experimentos realizados sobre chips foténicos para
la deteccidn de los alérgenos GLN y CAS como disolucion patrén. La fase de biofuncionalizacion
del protocolo E, para el control de inmovilizacién se ha empleado en este apartado.
3.5.3.2.2.1 Deteccién de Gliadina (GLN)

El procedimiento experimental empleado para la deteccién de GLN como disolucién patrén
sobre chips fotdnicos, se corresponde al protocolo E que se describe a continuacion. Las medidas
fotdnicas se han realizado en un entorno de laboratorio a diferentes concentraciones para la
determinacidén de una curva de calibrado.
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Protocolo guimico E: deteccion del alérgeno GLN

Fase de biofuncionalizacién:

1.1. Activacién quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucién pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 30 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacion de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano CTES al 1% en DW 4cida, ajustando el pH a 5
mediante la adicién de dcido acético 0.2M. Sumergir cada superficie en 500uL de la disolucién
de CTES durante 2horas a T2 amb. agitando suavemente en una placa agitadora a 75 rpm.

-Lavar las superficies con DIW &cida y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Activacion de la superficie con los agentes de entrecruzamiento (EDC/NHS)

-Activar el grupo carboxilico del CTES mediante la adicion de una mezcla EDC/NHS preparada
en tampdn MES 0.1M a pH 4. Sumergir la superficie en 500uL de EDC/NHS en MES 0.1M.
-Incubar durante 30 minutos a T2 amb., agitando suavemente en placa agitadora a 75 rpm.
-Lavar la superficie con MES 0.1M, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie del chip foténico
-Inmovilizar el mAb-GLN a 200ppm en PBS sobre los RRfunc. 1,2, 5y 6.

-Imprimir la disolucién del mAb-GLN sobre los RRfunc. indicados, mediante el equipo de
microimpresidon SCIENION S1. Se depositan 10 gotas por anillo de 500pL por gota Figura 56.

Leyenda:
:|| i 3 4 i i f 8 ‘ - Anillos 1, 2, 5y 6 con 200ppm del mAbGLN en PBS (RRfunc.)
: : O% Anillos de referencia (RRref.).

Figura 56. Esquema del chip foténico V2 para la deteccién de GLN.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Lavar la superficie con PBS y bloquear.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 20uL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2 amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion: medida fotdnica

-Fluir durante 10 min. a una velocidad constante de 30uL/min la disolucién de PBST al 7.5%
de EtOH por los dos canales, hasta que la sefal de la medida se estabilice (linea base).

El flujo se mantiene constante durante todo el experimento a 30uL/min.
1.6. Etapa de captura: deteccion de GLN

-Fluir por los dos canales la disolucién de GLN PWG a diferentes concentraciones (1.25, 2.5y
5ppm), en PBST al 7.5% EtOH 10min para la recta de calibrado.

1.7. Etapa de lavado: sensado
-Fluir por ambos canales de nuevo la disolucidon tampdn PBS durante 10 min. a 30puL/min.
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3.5.3.2.2.2 Deteccién de Caseina (CAS)

El procedimiento experimental empleado para la deteccion de CAS como disolucién patrén
sobre chips fotdnicos, se corresponde al protocolo E que se describe a continuacién. Las medidas
fotdnicas se han realizado en un entorno de laboratorio a diferentes concentraciones para la
determinacién de una curva de calibrado.

Protocolo guimico E: deteccién del alérgeno CAS

Fase de biofuncionalizacidn:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 30 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacidn de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano CTES al 1% en DW acida, ajustando el pH a 5
mediante la adicion de 4cido acético 0.2M. Sumergir cada superficie en 500uL de la disolucion
de CTES durante 2horas a T2 amb. agitando suavemente en una placa agitadora a 75 rpm.

-Lavar las superficies con DIW &cida y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Activacion de la superficie con los agentes de entrecruzamiento (EDC/NHS)

-Activar el grupo carboxilico del CTES mediante la adicion de una mezcla EDC/NHS preparada
en tampdn MES 0.1M a pH 4. Sumergir la superficie en 500uL de EDC/NHS en MES 0.1M.

-Incubar durante 30 minutos a T2 amb., agitando suavemente en placa agitadora a 75 rpm.
-Lavar la superficie con MES 0.1M, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie del chip foténico
-Inmovilizar el mAb-CAS a 100ppm en PBS sobre los RRfunc. 1, 2,5y 6.

-Imprimir la disolucion del mAb-GLN sobre los RRfunc. indicados, mediante el equipo de
microimpresion SCIENION S1. Se depositan 10 gotas por anillo de 500pL por gota Figura 57.

Leyenda:
1 2 3 4 5 6 f 8 - Anillos 1, 2, 5y 6 con 100ppm del mAbCAS en PBS (RRfunc.)
O% Anillo de referencia, (RRref).

Figura 57. Esquema del chip foténico V2 para la deteccion de CAS.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Lavar la superficie con PBS y bloquear.
1.5. Bloqueo de la superficie

--Bloquear las superficies con 20uL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2 amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion: medida fotdnica

-Fluir durante 10 min. a una velocidad constante de 30uL/min la disolucién de PBST por los
dos canales, hasta que la sefial de la medida se estabilice (linea base).

El flujo se mantiene constante durante todo el experimento a 30uL/min.
1.8. Etapa de captura: deteccion de CAS
-Fluir por los dos canales la disolucion de CAS a 5ppm en PBST 10min.

53



EXPERIMENTAL

1.9. Etapa de lavado: sensado
-Fluir por ambos canales de nuevo la disolucidon tampdn PBST durante 10 min. a 30puL/min.
3.5.3.2.3 Ensayo para la deteccion del alérgeno GLN: muestra carnica

El procedimiento experimental empleado para la deteccion de GLN procedente de una
muestra carnica, dopada con gluten de trigo sobre chips fotdnicos, se corresponde a la fase de
biofuncionalizacién del protocolo E.

Protocolo quimico E: deteccidon del alérgeno GLN

Fase de biofuncionalizacidn:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucién pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,05]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 30 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacidn de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano CTES al 1% en DW acida, ajustando el pH a 5
mediante la adicion de dcido acético 0.2M. Sumergir cada superficie en 500uL de la disolucion
de CTES durante 2horas a T2 amb. agitando suavemente en una placa agitadora a 75 rpm.

-Lavar las superficies con DIW &cida y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Activacion de la superficie con los agentes de entrecruzamiento (EDC/NHS)

-Activar el grupo carboxilico del CTES mediante la adicion de una mezcla EDC/NHS preparada
en tampdn MES 0.1M a pH 4. Sumergir la superficie en 500uL de EDC/NHS en MES 0.1M.

-Incubar durante 30 minutos a T2 amb., agitando suavemente en placa agitadora a 75 rpm.
-Lavar la superficie con MES 0.1M, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie del chip foténico
-Inmovilizar el mAb-GLN a 200ppm en PBS sobre los RRfunc. 1, 2, 5y 6.

-Imprimir la disolucion del mAb-GLN sobre los RRfunc. indicados, mediante el equipo de
microimpresion SCIENION S1. Se depositan 10 gotas por anillo de 500pL por gota (Figura 58).

Leyenda:

3 4 7 8
“CX) “OO ‘9 Anillos 1, 2,5y 6 con 200ppm del mAbGLN en PBS (RRfunc.)

O - Anillos de referencia (RRref.)

Figura 58. Esquema del chip foténico V2 para la deteccién de GLN.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Lavar la superficie con PBS y bloquear.

1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 20uL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2 amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccion: medida fotdnica

-Fluir durante 10 min. a una velocidad constante de 30uL/min la disolucién de PBST al 7.5%
de EtOH por los dos canales, hasta que la sefal de la medida se estabilice (linea base).

El flujo se mantiene constante durante todo el experimento a 30uL/min.
1.6. Etapa de captura: deteccion de GLN del gluten, extracto carnico
Realizar una extraccién sélido/liquido de una muestra de carne dopada con 30ppm de gluten:
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-Homogeneizar la muestra cérnica en una sola masa.

-Pesar la carne para obtener una ratio R10 (0.10g carne/1mL solvente).

-Mezclar la muestra de carne en un tubo con una una disolucidon de EtOH al 60%.

-Agitar en placa la mezcla durante 60 min. a T2 amb. para extraer la GLN del gluten.

-Centrifugar la muestra 10min. a 10000rpm y T2 amb.

-Descartar el pellet y trasvasar el sobrenadante a un tubo limpio.

-Filtrar el sobrenadante con un filtro de jeringa de 1mL.

-Recoger el extracto del alérgeno GLN disuelto en EtOH al 60%.

-Diluir el extracto con PBST hasta una disolucién final de EtOH al 7.5%.

-Fluir por los dos canales la disolucidn del extracto en PBST al 7.5% EtOH 10min.

1.7. Etapa de lavado: sensado

-Fluir por ambos canales de nuevo la disolucién tampdn de PBS durante 10 min. a 30uL/min.
3.5.4 Ensayos patogenos

Los ensayos empleados para la deteccion de patégenos, se han realizado sobre superficies
de nitruro de silicio plano para pruebas de deteccidn de la bacteria Escherichia coli (E.coli) y
control de inmovilizacién de los anticuerpos especificos para el reconocimiento del Circovirus
Porcino tipo 2 (PCV2), con la finalidad de optimizar la inmovilizacion de la sonda y mejorar la
capacidad de captura. Ademas, las estrategias de activacion quimica empleadas en superficies

de SisN4 plano se han transferido a chips fotdnicos, para realizar medidas fotdnicas con el set-up
optoelectrénico de laboratorio conectado a un sistema microfluidico.

3.54.1 Ensayo para la deteccion de la bacteria E.coli sobre SisN4 plano: via aptdmeros

Para este ensayo se han inmovilizado sobre la superficie plana de SisN4, los aptdmeros de
captura ApE.coli 1y ApE.coli 2 especificos de la bacteria E.coli. Asimismo, como cierre del ensayo
se ha empleado el aptamero ApE.coli 3 el cual estd modificado en su extremo 3’ con el fluoréforo
Cy5, ademas este aptamero de deteccion es también especifico de la E.coli (Figura 59).

% ApE.coli 3-Cv5

A

Bacteria E.coli

'WNWNM%
PNVWWWAA
‘NWWN*M{B
FNAWAWWAAA

ApE.coli 1-NH:

ApE.coli 2-NH:

Figura 59. Esquema del ensayo para la deteccion de E.coli sobre superficies de SizsN4 plano.

Esta estrategia se ha utilizado para la deteccién del patégeno E.coli, empleando los dos tipos
de aptameros sobre superficies planas de SisN4. Por un parte los de captura, que poseen en su
extremo 5’ un grupo amino (NH3) y un espaciador de timinas, veinte para el ApE.coli 1 (20T) y
doce en el caso del ApE.coli 2 (12T):

-Aptamero anti E.coli 1 con 85 pares de base = ApE.coli 1-NH, (85pb)

-Aptamero anti E.coli 2 con 88 pares de base = ApE.coli 2-NH, (88pb)

Por otra parte, los aptdmeros de deteccion, que cierran el ensayo tipo ALISA:
-Aptamero de E.coli 3 marcado con Cy5 en el extremo 3’ = ApE.coli 3-Cy5 (88pb)
-Aptamero de E.coli 4 marcado con Cy5 en el extremo 5’ = ApE.coli 4-Cy5 (85pb)

La combinacidn de aptameros para los ensayos sobre superficies de SizN4 plano son:
Ensayos 1y 2: pareja 1 > ApE.coli 1/ ApE.coli 3y pareja 2 = ApE.coli 2 / ApE.coli 3.
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Protocolo guimico D: deteccién de la bacteria E.coli

En este experimento se han realizado dos tipos de ensayo, siguiendo las pautas del protocolo
quimico D. Para el ensayo 1, las superficies 1, 2 y 3 se han sumergido durante 24 horas en una
disolucién de GLUT al 2.5%, mientras que para el ensayo 2, las superficies 4, 5 y 6 se han
sumergido durante 2 horas. Ademads, se han utilizado dos cepas no patogénicas de la bacteria:
Origami y XL1IBLUE a una concentracion de 20ufc/uL. Siendo ufc el nimero de unidades
formadoras de bacterias E.coli sobre la superficie, como se emplean 50uL por superficie, se
tienen un total de 1000ufc.

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucién pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,05]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 60 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacidn de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano APTES al 1% en Etanol 95% [95:5 (v/v) EtOH:DIW].
Sumergir cada superficie en 2mL de la disolucién de APTES durante 2horas a T2 amb.

-Lavar las superficies con la mezcla EtOH:DIW al 95% y secar con corriente de aire a presién.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Agente de entrecruzamiento glutaraldehido

-Adicionar glutaraldehido (GLUT) al 2.5% en PBS sobre la superficie. Sumergir cada una de
ellas en 2mL de GLUT durante 2h para las del ensayo 1y 24h para las del ensayo 2 a T2 amb.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie de nitruro de silicio plano
-Inmovilizar los ApE.colia 9uM en PBS y NaBH3CN en NaOH 1M a una concentracién de 5mM.
-Realizar una matriz de 3x4 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ul/gota. Aplicar sobre las seis superficies a partir de las disoluciones anteriores, segun el
esquema que se muestra en la Figura 60.

Superficies 1, 2,3,4,5y6

- F1: 4 gotas de PBS y NaBH3CN a 5mM (control)

- F2: 4 gotas de ApE.coli 1 a 9uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

- F3: 4 gotas de ApE.coli 2 a 9uM en PBS y NaBH3CN a 5mM

Figura 60. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacién de las sondas.

-Incubar las superficies durante 24h. a 4°C, en condiciones de humedad controlada.

-Dejar secar las gotas de la matriz durante 2 minutos, tras el periodo de incubacién.

1.5. Estructuracion de los aptameros de captura inmovilizados

-Sumergir cada una de las seis superficies en 4mL de MgCl, 1ImM/PBS.

-Calentar a 95°C durante 10 min sobre placa calefactora.

-Enfriar en nevera a 4°C durante 10min.

-Lavar con una disolucion de MgCl, 1mM/PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.6. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de BSA 1% en PBS durante 1h a T2 amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
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Fase de biodeteccién:

1.7. Etapa de captura: deteccion de E.coli

-Aplicar 50uL de MgCl, ImM/PBS sobre las superficies 1y 4 (blanco).

-Aplicar 50pL de la cepa Origami a 2ufc/pL en MgCl, 1ImM/PBS sobre las superficies 2 y 5.
-Aplicar 50puL de la cepa XL1BLUE a 2ufc/uL en MgCl, 1mM/PBS sobre las superficies 3 y 6.
-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con MgCl, IMm/PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.8. Estructuracion del aptdmero de deteccién conjugados con Cy5

-Estructurar el ApE.coli 3-Cy5 a 1uM en MgCl, 1ImM/PBS en un eppendorf.

-Calentar la disolucién a 95°C en bafio maria sobre placa calefactora durante 10 min.
-Enfriar seguidamente ambos eppendorf a 4°C en nevera 10 min.

1.9. Adicion del aptamero estructurado marcado con Cy5

-Aplicar 50uL del ApE.coli 3-Cy5 estructurado sobre todas las superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y
protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Cy5.

-Lavar las superficies con MgCl, 1mM/PBS, DIW y secar con corriente de aire a presion

1.10. Escaneo de la superficie tras la fase de biodeteccion: control del Cy5

-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.
-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro
6.0 asociado al equipo.

3.5.4.2 Ensayo para la deteccion del virus PCV2 sobre chip fotdnico

Los ensayos realizados para la deteccidn de patdgenos sobre el chip fotdnico V2 (Figura 29)
de una superficie de 0.3cm?, se clasifican en dos etapas. En primer lugar, como paso previo a las
medidas fotdnicas se ha realizado el control de inmovilizacidn del anticuerpo pAb-PCV2. En
segundo lugar, se describen los experimentos elaborados para la deteccidon del Circovirus
Porcino de tipo 2 (PCV2) sobre superficies de chips foténicos basados en anillos resonantes (RR).

3.5.4.2.1 Control de inmovilizacién del anticuerpo policlonal anti-PCV2

El protocolo F empleado en este apartado consiste en el control de inmovilizacién del
anticuerpo policlonal pAb-PCV2 especifico del Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) sobre superficies
planas de SisNa.. La finalidad de este ensayo es la comprobacién de la inmovilizacién del pAb-
PCV2 mediante el uso de un anticuerpo secundario policlonal (pAb?*-GAR) conjugado con Alexa
647. Como el anticuerpo pAb-PCV?2 se ha desarrollado en conejo, el anticuerpo de control pAb?'-
GAR ha de ser anti-conejo. El esquema del ensayo empleado se muestra en la Figura 61.

pAb2*-GAR
’y

pAb-PCV2 \\ (/

Figura 61. Esquema del ensayo para el control de inmovilizacién del anticuerpo policlonal pAb-PCV2.
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Protocolo guimico F: control de inmovilizacidon del pAb-PCV2

Fase de biofuncionalizacién:

1.1. Activacién quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucién pirafia [3:1 (v/v) H2SO04:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 30 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.2. Silanizacidn de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano CTES al 1% en DIW 4cida, ajustando el pH a 5
mediante la adicién de dcido acético 0.2M. Sumergir cada superficie en 500uL de la disolucién
de CTES durante 2horas a T2 amb. agitando suavemente en una placa agitadora a 75 rpm.

-Lavar las superficies con DIW &cida y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Activacion de la superficie con los agentes de entrecruzamiento (EDC/NHS)

-Activar el grupo carboxilico del CTES mediante la adicion de una mezcla EDC/NHS preparada
en tampoén MES 0.1M a pH 4.

-Sumergir las superficies 1, 3,5, 7,9 y 11 en 500uL de MES 0.1M (blancos).

-Sumergir las superficies 2,4, 6, 8,10y 12 en 500uL de EDC/NHS en MES 0.1M.

-Incubar durante 30 minutos a T2 amb. agitando suavemente en placa agitadora a 75 rpm.
-Lavar las superficies con MES 0.1M, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda sobre la superficie de nitruro de silicio plano

-Inmovilizar el pAb-PCV2 a 200ppm (F1), 100ppm (F2), 50ppm (F3) en PBS sobre la superficie
correspondiente, ademas del anticuerpo pAb-THR como control inespecifico (F4).

-Realizar una matriz de 4x3 gotas con micropipeta, depositada a mano y con un volumen de
0.2ul/gota. Aplicar sobre las doce superficies a partir de las disoluciones anteriores, segin el
esquema que se muestra en la Figura 62.

Superficiesdelalala 12

- F1: 3 gotas del pAb-PCV2 a 200ppm en PBS
- F2: 3 gotas del pAb-PCV2 a 100ppm en PBS
- F3: 3 gotas del pAb-PCV2 a 50ppm en PBS
- F4: 3 gotas del pAb-THR a 100ppm en PBS

Figura 62. Esquema de la matriz depositada sobre SisN4 plano para la inmovilizacién de los pAb.
-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb. en condiciones de humedad controlada.
-Lavar todas las superficies con PBS, después con DIW la7y 8 y con CBla9y 10.

1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de una de las siguientes disoluciones:
BSA 1% en PBS-> Superficies 1y 2

OVA 1% en PBS—> Superficies 3 y 4.

GF 1% (Gelatina Fish) en PBS—> Superficies 5y 6.

BB 1x (Blocking Buffer) en DIW—> Superficies 7y 8.

MEA 0.1M (Etanolamina) en CB = Superficies 9y 10.

Sin bloqueo, solo PBS = Superficies 11y 12.

-Incubar durante 24h a 4°C, bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBS y realizar el control de inmovilizacion.
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Fase de biodeteccidn: control de inmovilizacidn

1.6. Adicion del anticuerpo secundario policlonal anti-conejo conjugado con Alexa 647

-Aplicar 50uL de pAb**-GAR a S5ppm en PBS sobre las doce superficies.

-Incubar las superficies durante 1h a T2 amb. bajo condiciones de humedad controlada y

protegidas de la luz directa para evitar el deterioro del Alexa 647.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.7. Escaneo de la superficie tras el control de inmovilizacién

-Escanear las superficies con el equipo de fluorescencia Gene Pix 4100A Microarray.

-Depositar las superficies sobre un portaobjetos, insertarlo en el equipo y escanear a 635nm.

-Analizar los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia con el software GenePix® Pro

6.0 asociado al equipo.
3.5.4.2.2 Ensayo para la deteccion del PCV2: medida fotdnica

El procedimiento experimental para la deteccion del PCV2, se ha realizado empleando el
anticuerpo policlonal pAb-PCV2 como sonda de captura sobre chips fotdnicos. La fase de
biofuncionalizacién del protocolo F, utilizado en el control de inmovilizacion del pAb-PCV2, se
ha utilizado para activar la superficie en la realizacidn de los siguientes experimentos. Por una
parte, se harealizado la optimizacion de la sonda de capturay el tipo de bloqueo. Por otra parte,
se ha elaborado un estudio de la dosis dependencia del PCV2 a diferentes factores de dilucién.
3.5.4.2.2.1 Deteccién del PCV2: optimizacién de la sonda de captura y bloqueo

En este primer apartado, se describe el procedimiento experimental llevado a cabo sobre
chips fotdnicos para la deteccién del PCV2 a diferentes concentraciones de sonda de captura y
agentes de bloqueo.
Protocolo quimico F: deteccion del virus PCV2

Fase de biofuncionalizacion:

1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio

-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucion pirafia [3:1 (v/v) H2S04:H,05]. Sumergir

cada superficie en 2mL de la disolucién durante 30 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.2. Silanizacion de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano CTES al 1% en DIW acida, ajustando el pH a 5
mediante la adicion de 4cido acético 0.2M. Sumergir cada superficie en 500uL de la disoluciéon
de CTES durante 2horas a T2 amb. agitando suavemente en una placa agitadora a 75 rpm.

-Lavar las superficies con DIW &cida y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Activacion de la superficie con los agentes de entrecruzamiento (EDC/NHS)

-Activar el grupo carboxilico del CTES mediante la adicion de una mezcla EDC/NHS preparada
en tampon MES 0.1M a pH 4. Sumergir la superficie en 500uL de EDC/NHS en MES 0.1M.

-Incubar durante 30 minutos a T2 amb. agitando suavemente en placa agitadora a 75 rpm.
-Lavar la superficie con MES 0.1M, DIW y secar con corriente de aire a presion.

1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie del chip fotdnico
-Inmovilizar el pAb-PCV2 a 200 y 400ppm en PBS sobre los RR 1, 2, 5y 6 del chip fotdnico.

-Imprimir la disolucién del pAb-PCV2 sobre los RR indicados, mediante el equipo de
microimpresion SCIENION S1. Se depositan 10 gotas por anillo de 500pL por gota (Figura 63).
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Chips fotonicos 1,2y 3

Leyenda:
ARRRENES O - Anillo de referencia, no se deposita ninguna disolucion sobre él.
2 @ 6 @ - Anillo con 200ppm del anticuerpo de captura pAb-PCV2 inmovilizado.
1 G D O —>Anillo con 400ppm del anticuerpo de captura pAb-PCV2 inmovilizado.
& ~>Gratings de entrada de la luz a las estructuras del chip foténico.
4 8 # ~>Gratings de salida de la luz después de recorrer las guias y anillos del chip foténico.

Figura 63. Esquema del chip fotdnico V1 con la distribucién de los RR para la deteccidon de PCV2.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Lavar la superficie con PBS y bloquear.

1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50ulL de una de las siguientes disoluciones:

BSA 1% en PBS—> Chip fotdnico 1

OVA 1% en PBS—> Chip fotdnico 2

GF 1% (Gelatina de pescado) en PBS—> Chip fotdnico 3

-Incubar durante 24h a 4°C, bajo condiciones de humedad controlada.

-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.

Fase de biodeteccion: medida fotonica

-Fluir durante 10 min. a una velocidad constante de 30uL/min la disolucion de PBST por los
dos canales, hasta que la sefial de la medida se estabilice (linea base).

El flujo se mantiene constante durante todo el experimento a 30uL/min

1.6. Etapa de captura: deteccion del PCV2

-Fluir por los dos canales la dilucion 1/100 del PCV2 en PBST 10min.

1.7. Etapa de lavado: sensado

-Fluir por ambos canales de nuevo la disoluciéon tampdn PBST durante 10 min. a 30uL/min.

3.5.4.2.2.2 Deteccién del PCV2: relacidn dosis dependencia

En este segundo apartado, se describe el procedimiento experimental llevado a cabo sobre
chips fotdnicos para la deteccién del PCV2 a diferentes factores de dilucion.

Protocolo quimico F: deteccién del virus PCV2
Fase de biofuncionalizacion:
1.1. Activacion quimica de la superficie de nitruro de silicio
-Limpiar y oxidar la superficie de SisN4 con disolucidn pirafia [3:1 (v/v) H2SO4:H,0,]. Sumergir
cada superficie en 2mL de la disolucién durante 30 min. a 100°C.

-Lavar las superficies con DIW y secar con corriente de aire a presion.
1.2. Silanizacion de la superficie de nitruro de silicio activada

-Silanizar la superficie con el organosilano CTES al 1% en DIW 4cida, ajustando el pH a 5
mediante la adicion de 4cido acético 0.2M. Sumergir cada superficie en 500uL de la disoluciéon
de CTES durante 2horas a T2 amb. agitando suavemente en una placa agitadora a 75 rpm.

-Lavar las superficies con DIW &cida y secar con corriente de aire a presion.

-Tratar térmicamente la superficie silanizada durante 10min. a 110°C y atemperar en un
ambiente en ausencia de humedad durante 10min.

1.3. Activacion de la superficie con los agentes de entrecruzamiento (EDC/NHS)

-Activar el grupo carboxilico del CTES mediante la adicion de una mezcla EDC/NHS preparada
en tampon MES 0.1M a pH 4. Sumergir la superficie en 500uL de EDC/NHS en MES 0.1M.

-Incubar durante 30 minutos a T2 amb. agitando suavemente en placa agitadora a 75 rpm.
-Lavar la superficie con MES 0.1M, DIW y secar con corriente de aire a presion.
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1.4. Inmovilizacion de la sonda de captura sobre la superficie del chip fotonico
-Inmovilizar el pAb-PCV2 a 200 y 400ppm en PBS sobre los RR 1, 2, 5y 6 del chip fotdnico.

-Imprimir la disoluciéon del pAb-PCV2 sobre los RR indicados, mediante el equipo de
microimpresion SCIENION S1. Se depositan 10 gotas por anillo de 500pL por gota (Figura 64).

Chip foténico 1

Leyenda:
SRRRANES O - Anillo de referencia, no se deposita ninguna disolucion sobre él.
2 @ 6 @ —>Anillo con 200ppm del anticuerpo de captura pAb-PCV2 inmovilizado.
1 @ D O - Anillo con 400ppm del anticuerpo de captura pAb-PCV2 inmovilizado.
b4 —>Gratings de entrada de |a luz a las estructuras del chip foténico.
& > Gratings de salida de la luz después de recorrer las guias y anillos del chip foténico.

Figura 64. Esquema del chip foténico V1 con la distribucién de los RR para la deteccion de PCV2.

-Incubar las superficies durante 2h. a T2 amb., en condiciones de humedad controlada.
-Lavar la superficie con PBS y bloquear.
1.5. Bloqueo de la superficie

-Bloquear las superficies con 50uL de GF 1% en PBS durante 1h a T2 amb., bajo condiciones
de humedad controlada.

-Incubar durante 24h a 4°C, bajo condiciones de humedad controlada.
-Lavar las superficies con PBST, DIW y secar con corriente de aire a presion.
Fase de biodeteccidn: medida foténica

-Fluir durante 10 min. a una velocidad constante de 30uL/min la disolucion de PBST por los
dos canales, hasta que la sefial de la medida se estabilice (linea base).

El flujo se mantiene constante durante todo el experimento a 30uL/min
1.6. Etapa de captura: deteccion del PCV2

Para cada una de las medidas, se fluye una concentracién diferente de PCV2, de la mas diluida
(1/5000) a la mas concentrada (1/100), pasando por las diluciones intermedias de 1/2000,
1/1000y 1/500. Con un total de cinco diluciones diferentes.

-Fluir por los dos canales la dilucidn correspondiente del PCV2 en PBST 10min.
1.7. Etapa de lavado: sensado
-Fluir por ambos canales de nuevo la disoluciéon tampdn PBST durante 10 min. a 30uL/min.
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DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS

4 CAPITULO 4: DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS

En el presente capitulo, se describen y comentan los resultados obtenidos durante esta tesis.
En la primera parte se presentan los resultados alcanzados para la deteccidon de trombina y en
la segunda parte, los resultados para la deteccion de alérgenos y patégenos. Como sondas de
captura se han utilizado aptdmeros y anticuerpos.

Los ensayos desarrollados para la deteccién de trombina, alérgenos y patégenos se han
realizado en primer lugar, sobre superficies planas de nitruro de silicio para validar la
inmovilizacion de la sonda de captura. Posteriormente, las estrategias de activacién quimica
aplicadas sobre superficies planas se han transferido a chips fotdnicos para realizar medidas
utilizando el set-up optoelectronico del laboratorio.

4.1 Trombina

La trombina es una de las enzimas que interviene en el proceso de coagulacidn de la sangre.
Se forma a partir de la interaccién entre protrombina, catién calcio (ll) y tromboplastina tras la
activacion de la cascada a partir de una de sus tres vias. Esta enzima provoca la transformacion
del fibrindgeno a fibrina, la cual presenta un papel fundamental para el proceso de coagulacidn
debido a la propiedad que tiene para formar agregados con otras moléculas de fibrina, dando
lugar a una red tridimensional o coagulo blando evitando de esta forma el sangrado (Figura 65).

Xl Xlla Via intrinseca Tiaumatlsmo
XI=> Xla Fx tisular
y «ca” Vv
IX> IXa Vila€ Vil
Vlll-)VIIIa Via extrinseca
Complejo VIIl:
(Villa, IXa, Ca™,
Fosfolipidos)
Activador de la trombina:
Ca" l(— (Va, Xa, Ca**, Fosfolipidos)
Protrombina ———>»  Trombina
Via comun Fibrinégeno ——>  Fibrina
—
Cascada de la coagulacién Xl Polimeros de fibrina

Figura 65. Esquema de las tres vias para la activacion de la coagulacién: generacion de la fibrina.
Fuente (slideshare.net/AleRdzgarcia/coagulacion-sanguinea-40174483/4).

4.1.1 Deteccion de trombina sobre superficies de nitruro de silicio plano

Los experimentos para la deteccidon de trombina realizados sobre superficies de nitruro de
silicio plano han servido para optimizar las estrategias de funcionalizaciéon quimica y la
concentracion de sonda inmovilizada. Por otro lado, la deteccion de trombina en el seno de
diferentes matrices bioldgicas de muestras clinicas como la sangre completa, el plasma
sanguineo o el suero, ha permitido realizar un estudio sobre el posible efecto que tienen las
diferentes matrices sobre la deteccién del analito trombina.

4.1.1.1 Estrategias de funcionalizacion quimica

La optimizacién de las estrategias de funcionalizacién quimica aplicadas sobre superficies de
nitruro de silicio plano ha permitido la obtencién de unos resultados favorables para |la deteccién
de trombina. Los protocolos empleados, el A, By C, se describen a continuacion.
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41.1.11

El protocolo A se ha utilizado como estrategia de funcionalizacién quimica de la superficie de
nitruro de silicio plano para determinar la capacidad de captura de la sonda a inmovilizar. En la
fase de biofuncionalizacidn, la inmovilizacion del aptamero especifico de la trombina (ApTHR)
se ha empleado para el ensayo tipo 1, mientras que el anticuerpo monoclonal anti-trombina
(mAb-THR) se ha empleado para el ensayo tipo 2 (Figura 39). En la fase de biodeteccion, la
incubacién de la trombina se ha realizado en una disolucidon tampdén de PBSa un pH de 7.4y en
otra de HEPES a un pH de 8. Ademas de emplear dos temperaturas de incubacidn distintas, 4°C
en refrigerador y 23°C por la T2 amb. del laboratorio. Finalmente, la estreptavidina empleada
(Spt-Cy5) para el cierre del ensayo se ha incubado en PBS a pH 7.4 a las mismas temperaturas
(4°C y 23°C). Bajo estas condiciones, se ha realizado un estudio para evaluar el efecto de la
salinidad de la disolucién tampdn empleada junto al pH de cada una de ellas y de la temperatura
de incubacion aplicada para la deteccién del analito. El cuadro resumen de este experimento se
muestra en la Tabla 4.

Deteccion de trombina: protocolo A

Tabla 4. Esquema de las superficies preparadas para la deteccidn de trombina: protocolo A.

Superficie 1 Superficie 2 Superficie 3 Superficie 4
Fase de Biofuncionalizacion
1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h

2-APTES 5%/iPrOH 2h 2-APTES 5%/iPrOH 2h 2-APTES 5%/iPrOH 2h 2-APTES 5%/iPrOH 2h

3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h

4-Inmovilizacion 2h: 4-Inmovilizacion 2h: 4-Inmovilizacion 2h: 4-Inmovilizacion 2h:

(F1) ApTHR/PBS + NaBH3CN (F1) ApTHR/PBS + NaBH3CN (F1) ApTHR/PBS + NaBH3CN (F1) ApTHR/PBS + NaBH5CN

(F2) pAb2*-GAM/PBS + NaBH3CN (F2) pAb2*-GAM/PBS + NaBH3CN (F2) pAb2*-GAM/PBS + NaBH3CN (F2) pAb2*-GAM/PBS + NaBH3CN

(F3) mAb-THR/PBS + NaBH3CN (F3) mAb-THR/PBS + NaBH3CN (F3) mAb-THR/PBS + NaBHsCN (F3) mAb-THR/PBS + NaBH4CN

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

Fase de Biodeteccion

6-THR-biot (PBS, 4°C) 1h

7-Stp-Cy5 (PBS, 4°C) 1h

6-THR-biot (PBS, 23°C) 1h

7-Stp-Cy5 (PBS, 23°C) 1h

6-THR-biot (HEPES, 4°C) 1h

7-Stp-Cy5 (PBS, 4°C) 1h

6-THR-biot (HEPES, 23°C) 1h

7-Stp-Cy5 (PBS, 23°C) 1h

Inmunoensayo completo

Inmunoensayo completo

Inmunoensayo completo

Inmunoensayo completo

Después de la fase previa de biofuncionalizacidn, las superficies se han escaneado con el
equipo GenePix 4100A Microarray y se han analizado los resultados con el software GenePix®
Pro 6.0 asociado a este equipo. Las imagenes de fluorescencia obtenidas tras el escaneo de las
superficies se muestran en la Figura 66. La sefial intensa de fluorescencia de la fila 2, se
corresponde al anticuerpo secundario policlonal marcado con Alexa Fluor 647 (pAb2*-GAM). Lo
gue se pretende con la introduccién del anticuerpo secundario marcado, es comprobar que se
ha inmovilizado sobre la superficie correctamente y de forma covalente. En este caso el
resultado ha sido positivo para el control de inmovilizacién del pAb**-GAM de la fila 2 sobre la
superficie, ddndonos a entender que la activacidon quimica ha funcionado debidamente para
todas las capas organicas aplicadas.

Superficie 1 Superficie 2 Superficie 3 Superficie 4

Figura 66. Imagen de las superficies planas de nitruro de silicio, escaneadas tras la fase de biofuncionalizacion.

< Fila 1: ApTHR (ensayo tipo 1)

& Fila 2: pAb2*-GAM (control)

< Fila 3: mAb-THR (ensayo tipo 2)
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Finalmente, tras la fase de biodeteccidn, las superficies se han escaneado de nuevo con el
mismo equipo y se han analizado los resultados con el software asociado al escaner. Las
imagenes obtenidas tras el escaneo de las superficies se muestran en la Figura 67.

Sup. 1 (PBS, 4°C) Sup. 2 (PBS, 23°C) Sup 3 (HEPES, 4°C) Sup. 4 (HEPES, 23°C)

< Fila 1: ApTHR (ensayo tipo 1)

< Fila 2: pAb2*-GAM (control)

< Fila 3: mAb-THR (ensayo tipo 2)

Figura 67. Imagen de las superficies planas de nitruro de silicio, escaneadas tras la fase de biodeteccion.

Los resultados obtenidos muestran una sefial de fluorescencia muy intensa para la fila 1 de
las superficies 1 y 2 (ensayo tipo 1). Esta sefial, se corresponde al fluoréforo Cy5 de la
estreptavidina utilizada para el cierre del ensayo. Esto nos indica que la sonda de captura ApTHR
se ha inmovilizado sobre la superficie correctamente, ademas de ser capaz de reconocer
favorablemente a la THR durante su incubacién y que efectivamente el ensayo completo ha
funcionado debidamente.

De los datos analizados, se pueden obtener dos pardmetros fundamentales haciendo uso del
software GenePix® Pro 6.0 asociado al escaner. Por un lado, la intensidad de la sefial de cada
punto (F) y por otro la intensidad de fondo (B). La diferencia entre la sefial media de todos los
puntos de la matriz menos el valor medio del fondo de la superficie nos da como resultado la
sefial neta del ensayo (F-B). Asimismo, del cociente entre la sefial neta media (S = F-B) y la
desviacion estandar del fondo (R), se obtiene la relacion sefial ruido (S/R) que nos indica como
de buena es la medida. Como resultado del tratamiento de los datos de fluorescencia a partir
de los valores de las superficies 1 y 2, la sefial neta (F-B) y la relacién sefial ruido (S/R) se
muestran en la grafica de la Figura 68.

Deteccidn de Trombina
700 60

600 e -
500
400 .
300
200
100
0

Ensayo tipo 1 Control
I Sup. 1 (F-B)
I Sup. 2 (F-B)
S/R Sup. 1

Relacién sefial ruido S/R

Sefial de Fluorescencia (F-B)

Figura 68. Grafica del F-B y S/R de las superficies 1y 2 del ensayo para la deteccion de trombina.

Los valores de F-B del ensayo tipo 1 para las superficies 1y 2 son 639 y 648 respectivamente.
Como ambos valores son muy parecidos, podemos asumir que la temperatura aplicada en las
superficies 1y 2 (4°Cy 23°C) durante la incubacién del analito no afecta al reconocimiento de la
THR durante el inmunoensayo.

El tampdn fosfato salino (PBS) utilizado, se corresponde a una solucién salina que es
empleada en la mayoria de losinmunoensayos para la investigacion bioquimica. Las propiedades
de salinidad referentes a las concentraciones de iones cloruro (Cl), sodio (Na*) y potasio (K*) son
muy semejantes a las del liquido extracelular de los mamiferos.
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Ademas, los grupos fosfatos (PO;*) en disolucidn se encargan de mantener un pH estable a
7.4, ideal para los inmunoensayos realizados. Sin embargo, para las superficies 3 y 4 donde la
incubacién de la THR se ha realizado en una disolucién de HEPES a pH 8, el ensayo no ha
funcionado correctamente a ninguna de las dos temperaturas aplicadas (4°C y 23°C). La
discrepancia entre ambos resultados se debe a la diferencia de salinidad entre el PBS y el HEPES.

Por ultimo, para el ensayo tipo 2 correspondiente a la inmovilizacién del mAb-THR de la fila
3, los resultados no han sido los esperados. La sefial de fluorescencia ha sido nula para todas las
superficies.

4.1.1.1.2

El protocolo B se ha utilizado como estrategia de funcionalizacidn quimica para validar la
capacidad de captura del anticuerpo policlonal anti-trombina (pAb-THR) como sonda
inmovilizada para la deteccién de trombina (THR). En la fase de biofuncionalizacién, para el
ensayo tipo 3, se ha utilizado de nuevo el aptamero especifico de la trombina (ApTHR), mientras
que para el ensayo tipo 4, se ha empleado el anticuerpo policlonal anti-trombina (pAb-THR),
siendo ambas sondas especificas para la deteccidén de la THR como se muestra en la Figura 41.

Deteccion de trombina: protocolo B

Asimismo, se han realizado controles en la fase de biofuncionalizacidon. Estos controles
consisten en eliminar uno o dos pasos durante la activacion quimica, para poder estudiar la
importancia que tiene la presencia de las mismas. Sobre la superficie 2 no se ha silanizado con
APTES, en la superficie 3 el GLUT no se ha depositado, mientras que en la superficie 4, las capas
de APTES y GLUT no han sido depositadas. Esta ultima superficie, la 4, se corresponde con una
superficie de nitruro de silicio sin funcionalizar, es decir, ausencia de capas orgdnicas y por tanto
apta para el control de inmovilizacién por adsorcidn fisica de la sonda de captura. En cada uno
de estos controles, se quiere verificar que al realizar la fase de biodeteccidn, el analito no podrd
ser detectado, dando un resultado negativo para la seial de fluorescencia.

En la fase de biodeteccidn, el reconocimiento de la trombina se ha producido en una
disolucion tampén de PBS a T2 amb durante su incubacidn. Seguidamente, se ha empleado el
mAb-THR como anticuerpo de deteccién y por ultimo el pAb**-GAM marcado con Alexa Fluor
647 como cierre del inmunoensayo. El cuadro resumen completo del experimento y de los
respectivos controles se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Esquema de los chips empleados para la deteccion de trombina: protocolo B.

Superficie 1 Superficie 2 Superficie 3 Superficie 4
Fase de Biofuncionalizacién: controles
1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h
2-APTES 5%/iPrOH 2h p S 2-APTES 5%/iPrOH 2h S
3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h - S -

4-Inmovilizacién 2h

(F1) ApTHR/PBS + NaBH3CN

(F2) pAb?*-GAM/PBS + NaBH;CN
(F3) pAb-THR/PBS + NaBH3CN

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

4-Inmovilizacién 2h

(F1) ApTHR/PBS + NaBH;CN

(F2) pAb2*-GAM/PBS + NaBH;CN
(F3) pAb-THR/PBS + NaBH3CN

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

4-Inmovilizacién 2h

(F1) ApTHR/PBS + NaBH3CN

(F2) pAb2*-GAM/PBS + NaBH;CN
(F3) pAb-THR/PBS + NaBH3CN

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

4-Inmovilizacién 2h

(F1) ApTHR/PBS + NaBH;CN

(F2) pAb?*-GAM/PBS + NaBH;CN
(F3) pAb-THR/PBS + NaBH;CN

5-Block MEA 0.1M/CB 1h

Fase de

Biodeteccion

6-THR/PBS 1h
7-mAb-THR/PBS 1h

8-pAb2*-GAM/PBS 1h

6-THR/PBS 1h
7-mAb-THR/PBS 1h

8-pAb2*-GAM/PBS 1h

6-THR/PBS 1h
7-mAb-THR/PBS 1h

8-pAb2*-GAM/PBS 1h

6-THR/PBS 1h
7-mAb-THR/PBS 1h

8-pAb?*-GAM/PBS 1h

Inmunoensayo completo

Control sin APTES

Control sin GLUT

Control sin APTES ni GLUT
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Tras la fase de biodeteccidn, se ha podido comprobar la validez de la sonda de captura ApTHR
para el reconocimiento del analito THR correspondiente a la fila 1 de la superficie 1 (ensayo
completo) donde la sefial de fluorescencia es positiva como se muestra en la Figura 69.

Superficie 1: Superficie 2: Superficie 3: Superficie 4:
Ensayo completo  Control sin APTES ~ Control sin GLUT  Control sin APTES ni GLUT

< Fila 1: ApTHR (ensayo tipo 3)
€ Fila 2: pAb2*-GAM (control)
< Fila 3: pAb-THR (ensayo tipo 4)

Figura 69. Imagen de las superficies planas de nitruro de silicio, escaneadas tras la fase de biodeteccién.

En el caso de la superficie 1, el ApTHR se ha inmovilizado de forma covalente mientras que
en las superficies 2 y 3 la sonda no se ha inmovilizado ya que estas superficies se corresponden
con el control de la superficie 1 y no deberian dar ninguna sefial para la fila 1 del ensayo tipo 3.
Una via alternativa de inmovilizacidn de la sonda se ha producido en el caso de la superficie 4,
donde el ApTHR se ha pegado de forma inespecifica sobre la superficie. Esto se debe a la
ausencia de las capas organicas, de APTES y GLUT. Por otra parte, para la fila 3 (ensayo tipo 4)
correspondiente a la inmovilizacién del pAb-THR, no se ha obtenido una sefial de fluorescencia
al igual que para el ensayo tipo 2 del protocolo A. Con el protocolo quimico aplicado, podemos
asumir que la inmovilizacién de la sonda tan solo se favorece en el caso del aptamero, pero no
en el caso de los anticuerpos mAb-THR (ensayo 2) pAb-THR (ensayo 4) porque no es posible
inmovilizarlos correctamente sobre la superficie. Se esta trabajando en implementar los
protocolos de funcionalizacidn quimica, ya aplicados en la inmovilizacion de los anticuerpos
especificos de alérgenos y patdgenos, para la correcta inmovilizacién de los anticuerpos de THR.
Sin embargo, el control de la fila 2 del pAb®*-GAM para las superficies 3 y 4, si que ha dado una
sefial, al igual que para las superficies 1y 2 del protocolo A. El analisis de los resultados obtenidos
a partir de la seial de fluorescencia (F-B), se muestran en la grafica de la Figura 70.
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Superficie 1 Superficie 2 Superficie 3 Superficie 4
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Figura 70. Grafica de F-B de las superficies 1, 2, 3 y 4 del ensayo para la deteccién de trombina.

El valor de F-B obtenido para el ensayo tipo 3, correspondiente a la fila 1 donde se ha
inmovilizado el ApTHR, es de 991 para la superficie 1 (enlace covalente), mientras que para la
superficie 4 (adsorciodn fisica) el valor de la sefial de fluorescencia es de 756,75. Por tanto, la
contribucion por union covalente tiene un valor mayor que por adsorcion fisica, reafirmando la
importancia de la unién covalente para los ensayo inmunolégicos empleados, ya que son enlaces
mucho mas fuertes y de mayor energia por lo que el biosensor preparado debe ser mas estable.
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El hecho de implementar un formato de inmunoensayo diferente, utilizando como sonda de
captura el pAb-THR en vez del mAb-THR, de sustituir la THR-biot por una la THR, la Spt-Cy5 por
el mAb-THR y el pAb?*-GAM marcado con Alexa 647, no ha permitido obtener los resultados
deseados. La activacién quimica de la superficie ha favorecido la inmovilizacién del aptamero
ApTHR como sonda de captura en vez del anticuerpo pAb-THR. Es por ello, que se ha decidido
modificar las condiciones del protocolo B, utilizando tan solo como sonda a inmovilizar el
aptamero especifico de la trombina (ApTHR). La optimizacién del protocolo B, dio lugar a la
implementacion del protocolo C.
41.1.1.3

Por ultimo, el protocolo C se ha utilizado como ensayo para mejorar la capacidad de captura
del aptamero anti-trombina (ApTHR), no sin antes modificar algunos de los pasos de la fase de
biofuncionalizacién. En primer lugar, el disolvente utilizado en la silanizacidn se ha cambiado del
iPrOH a una mezcla de EtOH/DIW en la proporcidén 95%/5% v/v. El porcentaje de APTES se ha
reducido del 5% al 1% y el cambio del agente de bloqueo de MEA 0.1M a BSA 1%.

El ensayo tipo 3 optimizado del protocolo C, consta del ApTHR como sonda de captura para
el reconocimiento de la THR seguido del mAb-THR como anticuerpo de deteccién y por ultimo
el pAb**-GAM como se muestra en la Figura 43. Asimismo, se han realizado una serie de
controles en la fase de biodeteccidn, que consisten en excluir uno o dos pasos del
inmunoensayo, como el del analito THR o el del anticuerpo de deteccion mAb-THR. Por ejemplo,
sobre la superficie 2 el analito THR no se ha afiadido, en la superficie 3 el mAb-THR no se ha
depositado, mientras que en la superficie 4, ni el THR ni el mAb-THR han sido depositados.

Deteccion de trombina: protocolo C

Con estos controles, se quiere realizar un estudio en la fase de biodeteccién para verificar
gue no hay pegado inespecifico con la ausencia de alguno de los reactivos y sobre todo la validez
de la sonda de captura empleada. El cuadro resumen del inmunoensayo completo y de los
respectivos controles de la fase de biodeteccidon se muestra a continuacion en la Tabla 6.

Tabla 6. Esquema de las superficies empleados para la deteccidon de trombina: protocolo C.

2-APTES 1% / EtOH:DIW
(95:5)% 2h

3-GLUT 2.5%/PBS 2h
4-Inmovilizacion

(F1,F2, F3y F4) ApTHR/PBS
+ NaBHs;CN

5-Block BSA 1%/PBS 1h

2-APTES 1% / EtOH:DIW
(95:5)% 2h

3-GLUT 2.5%/PBS 2h
4-Inmovilizacion

(F1, F2, F3y F4) ApTHR/PBS
+ NaBHsCN

5-Block BSA 1%/PBS 1h

2-APTES 1%
(95:5)% 2h

/ EtOH:DIW

3-GLUT 2.5%/PBS 2h
4-Inmovilizacion

(F1, F2, F3y F4) ApTHR/PBS +
NaBH3CN

5-Block BSA 1%/PBS 1h5

Superficie 1 Superficie 2 Superficie 3 Superficie 4
Fase de Biofuncionalizacion
1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h

2-APTES 1%
(95:5)% 2h

/ EtOH:DIW

3-GLUT 2.5%/PBS 2h
4-Inmovilizacion

(F1, F2, F3y F4) ApTHR/PBS +
NaBH3;CN

5-Block BSA 1%/PBS 1h

Fase de Biodeteccion: controles

6-THR/PBS 1h
7-mAb-THR/PBS 1h

8-pAb2*-GAM/PBS 1h

S
7-mAb-THR/PBS 1h

8-pAb2*-GAM/PBS 1h

6-THR/PBS 1h
y A

8-pAb2*-GAM/PBS 1h

8-pAb?*-GAM/PBS 1h

Inmunoensayo completo

Control sin THR

Control sin mAb-THR

Control sin THR ni mAb-THR

Después de la fase de biodeteccidn, se han escaneado las superficies de SisN4 plano y se ha
comprobado la validez de la sonda de captura ApTHR. La sefial de fluorescencia en la superficie
1 (ensayo completo), es bastante intensa, esto quiere decir, que el aptamero se ha inmovilizado
correctamente sobre la superficie, ha reconocido a la THR, el mAb-THR ha detectado al analito
THR y el pAb?*-GAM ha reconocido al anticuerpo de deteccién primario, dando un resultado
positivo de fluorescencia tras el escaneo de la superficie (Figura 71).
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Sin embargo, en las superficies 2, 3 y 4 correspondientes a los controles de la fase de
biodeteccién, la sefial es totalmente nula. Esto sucede, porque el anticuerpo secundario
encargado de cerrar el inmunoensatyo (pAb?*-GAM), no ha podido reconocer al mAb-THR en
ninguno de los tres controles. En la superficie 2, porque al excluir el analito en la fase de
biodeteccidén el ensayo estd incompleto. En el caso de las superficies 3 y 4, sin el mAb-THR, el
pAb2*-GAM no puede reconocerlo y al lavar la superficie tras la incubacidn, el anticuerpo
secundario se elimina y por eso no hay senal. Los resultados obtenidos a partir de los controles
aplicados, han determinado la ausencia de falsos positivos.

Superficie 1 Superficie 2 Superficie 3 Superficie 4 Control
Ensayo completo  Control sin THR Control sin mAb-  sin THR ni mAb-THR

Figura 71. Imagen de las cuatro superficies del protocolo C tras la fase de biodeteccion.

El resultado obtenido del andlisis de la sefial de fluorescencia de la superficie 1, F-B, es de
476,25. Este valor es la media de la sefial de fluorescencia de los 16 puntos (F = 720,50), menos
el valor medio del fondo (B = 244,25). Por otra parte, el valor de S/R (113,74) se corresponde al
cociente de la sefial neta S = F-B (476,25) entre la desviacidn estandar del valor medio del fondo
(R =4.187). El resultado nos indica que para la superficie 1, el reconocimiento de la THR se ha
llevado a cabo por el aptamero especifico ApTHR, dando un resultado positivo. La mejora de
este protocolo C, ha permitido realizar un estudio para la optimizacidn de la sonda de captura.

4.1.1.2  Optimizacién del protocolo C: variacion de la concentracion de sonda inmovilizada

En este apartado se pretende optimizar la concentracion de la sonda de captura empleada
en el protocolo C, correspondiente al aptdmero de la trombina (ApTHR). El estudio realizado a
diferentes concentraciones de sonda ha dado como resultado las siguientes imagenes de
fluorescencia, que se muestran en la Figura 72.

Superficie 1 Superficie 2

Fila 1: ApTHR 1uM > Fila 4: ApTHR 5uM >

Fila 2: ApTHR 2uM > Fila 5: ApTHR 8uM >

Fila 3: ApTHR 4uM > Fila 6: AoTHR 10uM >

Figura 72. Seial de fluorescencia para diferentes concentraciones de sonda inmovilizada.

Las superficies 1 y 2 de nitruro de silicio plano, presentan una micromatriz de 3x4 puntos
sobre ellas. Para cada una de las filas de la 1 a la 6, se tiene una concentracidn diferente de la
sonda inmovilizada (ApTHR) correspondiente a las concentraciones de 1, 2, 4, 5, 8 y 10uM
respectivamente. El tratamiento de los datos de fluorescencia a diferentes concentraciones de
sonda ha permitido la obtencién de la grafica que se muestran en la Figura 73, donde se
representa la sefial de fluorescencia frente a la concentracién de la sonda inmovilizada.
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Figura 73. Representacion grafica de F-B frente diferentes concentraciones de sonda inmovilizada.

En este ensayo, se ha demostrado que, a una mayor concentracidon de sonda inmovilizada
sobre la superficie del sensor mayor es la sefial que se obtiene. Esto tiene sentido, ya que a una
concentracién mayor de sonda inmovilizada mayor es la capacidad de captura. Los resultados
derivados de la optimizacién del protocolo C, han determinado que ha una concentracién del
ApTHR a 10uM, el sistema es capaz de detectar al analito THR a una concentracidon de 10ppm.
No sabemos a que concentracidn de sonda inmovilizada el sistema satura y deja de crecer mas.

41.1.3

Se ha realizado un estudio para la deteccion del analito trombina (THR) donde lo que se ha
evaluado es el efecto que tiene la matriz en la valoracidn de éste en el seno de las siguientes
matrices bioldgicas:

Efecto matriz sobre la deteccidn de trombina en muestras clinicas

-Sangre completa (WB), que es la sangre humana empleada en las donaciones para realizar
las transfusiones.

-Plasma sanguineo (BP), que se obtiene por centrifugacién de la WB donde se han eliminado
los gldbulos rojos y blancos.

-Suero sanguineo (BS), es el plasma de donde se han eliminado los factores de coagulacién.

Para cada una de estas matrices (WB, BP y BS), se han preparado tres diluciones diferentes:

Dilucién 1 = 0% Matriz / 100% PBS

Dilucién 2 = 50% Matriz / 50% PBS

Dilucién 3 = 100% Matriz / 0% PBS

El 0% de cada matriz corresponde al 100% de la disoluciédn tampdn PBS, el 50% es la mitad
de matriz y la otra mitad PBS, mientras que en el caso del 100% la matriz no esta diluida en PBS.
Ademas, para cada una de las tres diluciones de los tres tipos de matrices, se realiza un dopado
a tres concentraciones diferentes de THR: Oppm (blanco), 5,5ppm y 11ppm. En la Tabla 7, se
describen las nueve superficies para el experimento de la matriz de sangre completa (WB).

Tabla 7. Esquema de las superficies para la deteccion de THR en el seno de la matriz WB.
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Matriz Sangre Completa (WB)
0% WB/100% PBS 50% WB/50%PBS 100% WB/0%PBS
[THR] = Oppm Superficie 1 Superficie 4 Superficie 7
[THR] = 5,5ppm Superficie 2 Superficie 5 Superficie 8
[THR] = 11ppm Superficie 3 Superficie 6 Superficie 9
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En la Tabla 8, se describen las nueve superficies utilizadas en el ensayo donde se ha empleado
una matriz de plasma sanguineo (BP).

Tabla 8. Esquema de las superficies para la deteccidon de THR en el seno de la matriz BP.

Matriz Plasma Sanguineo (BP)

0% BP /100% PBS

50% BP /50%PBS

100% BP /0%PBS

[THR] = Oppm

Superficie 10

Superficie 13

Superficie 16

[THR] =5,5ppm

Superficie 11

Superficie 14

Superficie 17

[THR] = 11ppm

Superficie 12

Superficie 15

Superficie 18

Por ultimo, en la Tabla 9 se muestran las nueve superficies correspondientes al experimento
donde se ha empleado una matriz de suero sanguineo (BS).

Tabla 9. Esquema de las superficies para la deteccidén de THR en el seno de la matriz BS.

Matriz Suero Sanguineo (BS)

0% BS/100% PBS

50% BS/50%PBS

100% BS/0%PBS

[THR] = Oppm

Superficie 19

Superficie22

Superficie 25

[THR] = 5,5ppm

Superficie 20

Superficie 23

Superficie 26

[THR] = 11ppm

Superficie 21

Superficie 24

Superficie 27

Sobre cada una de las 27 superficies, se ha impreso una micromatriz de 4x4 puntos del
aptdmero ApTHR a 10uM. Después, se ha incubado la trombina en el seno de la matriz
correspondiente y a un factor de dilucién aplicado. Por ultimo, se ha empleado el anticuerpo
monoclonal de deteccion mAb-THR y el policlonal secundario pAb?*-GAM para cerrar el
inmunoensayo. El escaneo de cada una de las superficies se ha llevado a cabo por el equipo de
fluorescencia GenePix y como resultado de esta prueba, se han obtenido las siguientes imagenes
clasificadas en tres bloques diferentes segln la matriz empleada.

En primer lugar, en las imagenes de la Figura 74 se muestran los resultados de las superficies
correspondientes a la matriz de sangre completa (WB).

Columna 3:
[WB] = 100%
N2

Columna 1: Columna 2:

[WB] = 0% [WB] = 50%
J J

Superficie 1

Superficie 4 Superficie 7

< Fila 1: [THR] = Oppm (blanco)

Superficie 2 Superficie 5 Superficie 8

< Fila 2: [THR] = 5,5ppm

Superficie 6

Superficie 3 Superficie 9

< Fila 3: [THR] = 11ppm

Figura 74. Seial fluorescencia para diferentes concentraciones de THR y porcentajes de matriz (WB).

En segundo lugar, las imagenes de la Figura 75 muestran los resultados obtenidos de las
superficies correspondientes a la matriz de plasma sanguineo (BP).
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Columna 1: Columna 2: Columna 3:
[BP] =0% [BP] = 50% [BP] = 100%
N2 J N2

Superficie 10 Superficie 13 Superficie 16

< Fila 1: [THR] = 0 ppm (blanco)

Superficie 11 Superficie 14 Superficie 17

< Fila 2: [THR] = 5,5ppm

Superficie 12 Superficie 15 Superficie 18

< Fila 3: [THR] = 11ppm

Figura 75. Sefial de fluorescencia para diferentes concentraciones de THR y porcentajes de matriz (BP).

Finalmente, las imagenes de la Figura 76, representan los resultados conseguidos tras el
escaneo de las superficies correspondientes a la matriz de suero sanguineo (BS).

Columna 1: Columna 2: Columna 3:

[BS] =0% [BS] =50% [BS] =100%
Vv ¥

Superficie 22 Superficie 25

< Fila 1: [THR] = Oppm (blanco)

Superficie 23

< Fila 2: [THR] = 5,5ppm

Superficie 21 Superficie 24 Superficie 27

< Fila 3: [THR] = 11ppm

Figura 76. Seial de fluorescencia para diferentes concentraciones de THR y porcentajes de matriz (BS).

De los resultados obtenidos tras el escaneo, se puede observar que la sefial de fluorescencia
es mas intensa al aumentar la concentracion del analito trombina, para una concentracién fija
de 10uM de la sonda de captura inmovilizada sobre la superficie. Esta tendencia, se corresponde
al incremento de la concentracion del analito aplicado sobre la superficie, desde los Oppm
(blanco) de la fila 1 donde la sefial de fluorescencia es nula debido a la ausencia del analito,
pasando por los 5,5ppm de la fila 2 y hasta los 11ppm de la fila 3, donde al duplicar la
concentracion de analito de 5,5 a 11, incrementa la intensidad de la sefial de fluorescencia.

Tras el analisis de la sefial de fluorescencia de las superficies escaneadas, se han determinado
los valores de la sefial neta (F-B), que se muestran en la grafica de la Figura 77, donde se
representan frente a las diferentes concentraciones de trombina empleada (0, 5,5y 11ppm)y
los diferentes factores de dilucién de la matriz WB (0, 50 y 100%).
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Matriz Sangre Completa (WB)

Deteccion Trombina en WB

__ 400

E 350 0% WB S

& 300 ==50% WB

S [THR] ppm Oppm 5,5ppm 11ppm
o

o 0% WB 0,00 194,08 350,67
E 50% WB 0,00 143,00 270,21
'S

g 100% WB 0,00 83,33 200,67
©

c

[\

wv

[THR] ppm

Figura 77. Representacién grafica de (F-B) frente a las diferentes concentraciones de THR aplicadas,
adicionadas en una matriz de sangre completa (WB) y valores de la sefial de fluorescencia (F-B).

El comportamiento que se observa es el que ya se habia deducido al ver las imagenes
escaneadas de la Figura 74. Un aumento de la sefial neta (F-B) al aumentar la concentracion de
trombina, para las tres diluciones empleadas. Este comportamiento se debe a la capacidad de
captura de la sonda inmovilizada, ya que para una mayor concentracion de analito, mas
moléculas de trombina se capturan y por tanto mds intensa es la sefial obtenida en el
inmunoensayo. Pero cuando se aumenta la proporcion de la matriz del 0 al 100%, disminuyendo
asi el factor de dilucidon de la misma del 100% al 0% con PBS, la intensidad de la seial de
fluorescencia disminuye para una misma concentracién de trombina. Esto nos da a entender
gue de alguna forma la matriz de sangre completa en la que se encuentra el analito trombina
afecta a la hora del reconocimiento entre la sonda de capturay el analito, deduciendo que existe
un efecto matriz para la muestra de sangre completa.

En la Figura 78 se representan los valores de (F-B) para las diferentes concentraciones de
trombina y los diferentes factores de dilucién de la matriz de plasma sanguineo (BP).

Matriz Plasma Sanguineo (BP)

Deteccion Trombina en BP
— 350
£ 300 0% B8P - [THR] ppm Oppm 5,5ppm 11ppm
2 250 50% BP 0% BP 0,00 123,00 214,67
< o 0y
g oo 100% BP P 50% BP 0,00 148,17 255,50
g 100% BP 0,00 166,87 309,71
S 150 —
'S
g 100 -
8 50
1]
Y0
0 2 4 6 8 10 12
[THR] ppm

Figura 78. Representacion grafica de (F-B) frente a las diferentes concentraciones de THR aplicadas,
adicionadas en una matriz de plasma sanguineo (BP) y valores de la sefial de fluorescencia (F-B).

En este caso, cuando aumenta la concentracion de trombina aumenta la intensidad de la
sefial de fluorescencia, al igual que para la matriz de WB. Sin embargo, el valor de la sefial que
se obtiene a una concentracién de trombina fija de 5,5 6 11ppm para los tres factores de dilucion
aplicados, aumenta al incrementar el porcentaje de la matriz. Este valor, es mucho mas parecido
entre ellos, a diferencia de los valores obtenidos para la matriz WB que estan mas distanciados.
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Con este resultado se afirma que, en el seno de una matriz de BP el efecto que tiene ésta sobre
el reconocimiento del analito trombina es menos acusado que para el caso anterior de la WB.
Finalmente, se realiza un experimento bajo las mismas condiciones que con la WB y el BP,
pero haciendo uso esta vez de una matriz de suero sanguineo (BS). En la Figura 79 se representan
los valores de (F-B) para las diferentes concentraciones de trombina empleada y los diferentes

factores de dilucidon aplicados a la matriz BS.

Matriz Suero Sanguineo (BS)

Deteccion Trombina en BS

900
@ 800 0% BS A
L 700 .
© @i 50% BS /
'S 600
: 500 100% B / [THR] ppm Oppm 5,5ppm 11ppm
o
S 400 4 0% BS 0,00 108,51 283,07
3 300 I 50% BS 0,00 134,00 343,75
('
3 200 100% BS 0,00 194,86 780,17
S 100
& o

0 2 4 6 8 10 12
[THR] ppm

Figura 79. Representacion grafica de (F-B) frente a las diferentes concentraciones de THR aplicadas,
adicionadas en una matriz de suero sanguineo (BS) y valores de la sefial de fluorescencia (F-B).

La tendencia general se repite, se produce un aumento de la sefial de fluorescencia al
incrementar la concentracion del analito trombina al igual que para las dos matrices anteriores.
Ademas, los valores de intensidad de |a sefial de fluorescencia a una concentracidén de trombina
fijade 5.5y 11ppm para cada uno de los tres factores de dilucion aplicados, son diferentes entre
si. Este comportamiento nos indica que, efectivamente existe un efecto matriz y que se va
observando cuando se realiza el calibrado al mismo tiempo que cuando se va afadiendo
paulatinamente un porcentaje de la matriz sobre la disolucién tampdn.

Por lo general, en el caso de la matriz BP parece que se observa un menor efecto matriz para
los tres puntos, en comparacion con las otras dos matrices, la WB y la BS. En resumen, tras los
resultados obtenidos del analisis para la determinacion del analito trombina en el seno de
diferentes matrices bioldgicas, se ha determinado que existe efecto matriz en todos los casos.
Esto se corresponde a la complejidad que presenta la matriz empleada respecto al tampén PBS.
Por otro lado, que para una mayor concentracién del analito trombina, mayor es la sefial de
fluorescencia obtenida, teniendo una tendencia progresiva de la sefial.

4.1.2 Deteccion de trombina sobre chip fotonico

Los resultados obtenidos en cuanto a la activacidon quimica e inmovilizacién de las sondas
biolégicas sobre superficies de nitruro de silicio plano se han transferido a chips fotdnicos
basados en estructuras de anillos resonantes (RR). La distribucion de los ocho anillos del chip
fotdnico se agrupan en dos columnas de cuatro anillos por columna, los RR impares se
encuentran en la columna de la izquierda, correspondiente al canal fluidico1 (RR 1,3, 5y 7),
mientras que los RR pares se disponen en la columna de la derecha donde se encuentra
superpuesto el canal fluidico 2 (RR 2, 4, 6 y 8) como se muestra en la Figura 80.

“RR1
(s
Grating entrada 1 - - SRR3 RR2 € Gratings salida 1 al 4
“RR4
=RR5
«=RR6 5 )
Grating entrada 2 SRR7 € Gratings salida 5 al
«RR8

Figura 80. Distribucidn de los RRfunc. y los RRref. sobre el chip fotdnico basado en estructuras RR.
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Las medidas fotdnicas descritas en este trabajo se han realizado a nivel de laboratorio (set-
up optoelectrénico), dando lugar a los siguientes resultados para la deteccién de trombina.
Sobre la superficie del chip fotdnico se tienen dos tipos de funcionalidad para los anillos
resonantes (RR). Por una parte, los RR funcionalizados (RRfunc.) sobre los que se ha inmovilizado
la sonda de captura (ApTHR) de forma covalente y por otra parte los RR de referencia (RRref.)
en los que no se ha depositado nada sobre ellos, quedando estos para la evaluacion de la
adsorcién inespecifica. En la monitorizacién previa a la realizacién del ensayo de deteccidén, se
ha observado una respuesta fotdnica que no era la adecuada para algunos anillos de referencia.
(linea verde y fucsia), como se muestra en la figura Figura 81.

o — o

-1 ]

Figura 81. Representacion grafica de las frecuencias para todos los RR del chip fotdnico.

Estos anillos son los RRref.3 y RRref.6, que como no resuenan, no hay sefial que seguir y se
ha decidido descartarlos. Por tanto, la distribucion de las sondas sobre los anillos del chip
fotdnico que de la siguiente manera (Figura 82).

Chip fotdnico: RRfunc. (ApTHR) y RRref. (PBS)
Canal 1: THR Canal 2: THR

RR1: ApTHR (10pM) RR2: ApTHR (10puM)
RR3:Referencia RR4: Referencia
RR5: ApTHR (10pM) RR6:-Referencia
RR7: Referencia RR8: ApTHR (10uM)

Figura 82. Esquema de inmovilizacion del chip fotdnico con la distribucion de los RRfunc. y los RRref.

Por una parte, el sistema microfluidico del set-up de laboratorio que se dispone sobre la
superficie del chip fotdnico, se acopla de tal forma que cada uno de los canales fluidicos, coincide
con un grupo de cuatro RR por donde se fluyen las disoluciones durante la medida foténica. El
flujo que transporta las diferentes disoluciones que sobre los anillos pasa se mantiene constante
a 30uL/min. y esta controlado por una bomba peristaltica.

Por otra parte, los colimadores que se encuentran en los extremos de la fibra proveniente de
la fuente laser focalizan la luz del mismo, para que ésta entre de forma correcta a través de los
gratings couplers de entrada. Este haz de luz recorre uniformemente las guias del chip, llega a
los anillos donde se produce la resonancia entre la guia y el anillo hasta que la luz sale por los
ocho gratings couplers de salida (uno por cada anillo). Los fotodetectores que se encuentran en
el set-up, recogen la luz proveniente de los gratings de salida y la transforman en corriente
eléctrica.
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Los pasos a seguir para realizar la medida foténica a nivel de laboratorio son: partiendo del
chip foténico funcionalizado con la sonda inmovilizada, se pasa a pegar la [dmina fluidica que se
utilizara sobre él. Después se coloca este conjunto (chip+fluidica) sobre un holder que permite
la interconexién de los canales fluidicos de la fluidica de laboratorio con una serie de tubos que
conducen la muestra liquida desde el reservorio que la contiene, pasando por la zona de sensado
del chip, hasta el area donde se encuentra el reservorio de desecho. La disolucién de la muestra
discurre a través de estas canalizaciones mediante impulsos provocados por una bomba
peristaltica. Asimismo, en la zona electrdnica se encuentra la PCB, esta placa permite el control
del laser y la adquisicidn de la sefial que proviene de los fotodetectores (Figura 83).

Bomba peristaltica Zona electronica: PCB
ps 7
; i ey
' €

\/\:
\‘ Canales fluidicos - 4
. ! 3 ‘3

666 6

. Zona de sensado: chip + fluidica
Reservorio muestra

Figura 83. Imagen de los componentes que forman el set-up de laboratorio.

En la medida de la Figura 84, durante los 12 primeros minutos (intervalo 0-12min.), se
establece la linea base del ensayo fluyendo la disolucidon tampdn PBS hasta que la sefial se
estabiliza y se mantiene constante. A continuacién, se fluye la muestra de THR a 1ppm en PBS
durante 10 minutos mas (intervalo 12-22min.), en el momento que la disolucién pasa por encima
de los anillos resonantes, la sefial aumenta poco a poco para los RRfunc. ya que estos anillos
detectan un cambio del indice de refraccién (RI) que se corresponde con la unién que se esta
formando entre la sonda y el analito. Sin embargo, para los RRref. la sefial aumenta, pero menos
que la de los RRfunc. debido a la adsorcién inespecifica del analito sobre la superficie del anillo.
El comportamiento idéneo, seria que cuando la disolucién con el analito pasa por los RRref. la
sefial se mantuviese constante sin producirse ninglin cambio de Rl. Después se vuelve a fluir el
tampon PBS 13 minutos mds (int. 22-35min.) para lavar las interacciones inespecificas, tanto de
los RRfunc. como de los RRref. La sefial neta resultante se obtiene de la resta entre la seial
media de los RRfunc. (componente especifica + inespecifica) y la sefial media de los RRref.
(componente inespecifica), dando como resultado la componente especifica de la interaccidon
analito/sonda. Los datos obtenidos a tiempo real se representan en la gréfica de la Figura 84,
donde se puede observar el desplazamiento de la variacion de las resonancias de cada uno de
los RR medido en picometros (pm) frente al tiempo de duracién del ensayo en segundos (seg.).
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*RR1func. *RR2 func. *RR4 ref.
RRS5 func. “RR7 ref. “RR8 fun
S
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. Representacion grafica del desplazamiento éptico en pm frente al tiempo en minutos.

Los valores de desplazamiento de la resonancia para cada uno de los anillos medidos en
picometros (pm) se recogen en la Tabla 10.
Tabla 10. Valores del desplazamiento de la resonancia para la deteccién de trombina a 1ppm.

sefial Desplazamient.o dela
resonancia
RR1 funcionalizado 50pm
RR2 funcionalizado 57pm
RR4 referencia 12pm
RRS5 funcionalizado 32pm
RR7 referencia 12pm
RR8 funcionalizado 54pm

El tratamiento de los datos obtenidos ha permitido calcular el valor de la sefial neta que se
corresponde a la componente especifica de la interaccion analito/sonda medido en pm, como
se muestra en la Figura 85.

Incrementa de frecuencia (pm)

50

30

*RR1 func. *RR2 func.

RR5 func. “RR8 func.

200 400 600 300

1000 1200 1400 1600

Tiempo (5)

1300

2000

Figura 85. Representacion grafica de la sefial neta en pm frente al tiempo en minutos.
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En la Tabla 11 se muestran los valores netos del desplazamiento de la resonancia en pm, para
cada una de las parejas de RRfunc., menos los RRref. correspondientes a los de su propio canal.
Tabla 11. Valores del desplazamiento dptico neto para la deteccién de trombina a 1ppm

Sefial Desplazamiento de la resonancia
Canal 1: RR1-RR7 38pm
Canal 1: RR5-RR7 20pm
Canal 2: RR2-RR4 45pm
Canal 2: RR8-RR4 42pm

Los resultados para la deteccién de trombina (THR) sobre chip foténico, han determinado
que el sistema es capaz de detectar el analito THR a una concentracién de 1ppm utilizando el
aptamero de trombina (ApTHR) como sonda de captura a una concentracion de 10uM.

Una linea de trabajo queda abierta ante la continuacién de este tipo de ensayos, para la
deteccion de trombina en muestra real. Cabe destacar, que la trombina generada durante el
proceso de coagulacién debe formar un de complejo con la antitrombina, impidiendo reconocer
el analito de forma libre. Por ello, se ha decidido hacer un estudio previo para controlar la
activacion del proceso de coagulacidn en una muestra se sangre completa.

4.1.3 Estudio de la activacién del proceso de coagulacion de la sangre completa

La sangre completa empleada para el estudio de la activacién del proceso de coagulaciéon
puede servir para transfusiones tanto en su forma original como en sus componentes
especificos: plasma, glébulos blancos, plaquetas y glébulos rojos (Figura 86).

Glébulos rojos .

Glébulos blancos
y Plaquetas

Plasma

Glébulos blancos

o9

Plaquetas

Glébulos rojos

Figura 86. Esquema de la composicion de una muestra de sangre completa centrifugada.
Fuente (www.referenciabancodesangre.net/componentes-la-sangre).

Las diferentes vias por las cuales se puede iniciar la cascada de coagulacién son:

e |avia extrinseca, donde interviene el factor tisular
e |aviaintrinseca, donde interviene la calicreina
e laviacomun, en la que interviene la trombina.

De las tres vias posibles mencionadas para activar la coagulacion, en este trabajo tan solo se
ha investigado la extrinseca.

Sin embargo, en la literatura® se describe otro agente de activacién del proceso de
coagulacién, que consiste en una mezcla de tres fosfolipidos (PV): la fosfatidilserina (PS), la
fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE). Esta mezcla, solamente se utiliza en el caso
de trabajar con plasma pobre en plaquetas (PPP). En el caso de plasma rico en plaquetas (PRP)
y sangre completa (WB), tan solo se requiere la utilizacidn del factor tisular (TF) y el cloruro de
calcio (CaCl,), dado que la adiciéon de fosfolipidos en estos casos presenta una baja influencia
sobre la generacion de trombina. Como se describe en el siguiente apartado, esta forma es la
gue se ha aplicado para abordar el estudio de la via extrinseca para una muestra de WB.
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4.1.3.1 Activacion de sangre completa: via extrinseca

El estudio realizado en muestras reales de sangre completa (WB) anticoaguladas con citrato
trisddico, ha permitido realizar el control de la activacidn de la coagulacion. La sal de citrato con
la que se mezcla la muestra de sangre sirve como preservante para evitar que ésta coagule. Para
una muestra a la que se le han afadido los activadores TF y CaCl,, se quiere observar para qué
factor de dilucién y durante cuanto tiempo es capaz de seguir fluyendo durante el experimento.
Las concentraciones empleadas de los activadores son para todas las muestras 1.5pM de TF y
50mM de CaCl; para iniciar la activacidn de la muestra. Las diluciones empleadas son:

Muestra 1 sangre al 25% diluida en PBS; fluye suavemente durante 40min.
Muestra 2 sangre al 50% diluida en PBS; fluye suavemente durante 38min.
Muestra 3 sangre al 75% diluida en PBS; fluye suavemente durante 38min.

Muestra 4 sangre al 85 8% d|IU|da en PBS al los 11min 48 seg, el tubo se obstruye
-r—‘- . '

e ;’
Muestra 1 WB 25% Muestra 2 WB 50% Muestra 3 WB 75% Muestra 4 WB Muestra 4 WB
enPBS en PBS enPBS 85.8% enPBS 85.8% enPBS
Eppendorf 2 Eppendorf1y 2 Eppendorf1y2 Eppendorfl Eppendorf 2

Figura 87. Imagenes de las muestras activadas de sangre completa anticoagulada a diferentes diluciones

Los resultados nos permiten fluir sin problemas hasta una muestra de WB al 75% durante
cuarenta minutos. Donde la adicién de los factores TF y CaCl, en el seno de esta muestra ha
permitido contrarrestar con éxito el efecto anticoagulante consiguiendo que la muestra coagule.

Por tanto, los experimentos realizados en muestras de sangre completa han servido para ver
el efecto que tiene la viscosidad y movilidad de la sangre una vez iniciado el proceso de
coagulacién. De esta forma, se asegura que la muestra siga fluyendo durante todo el ensayo. La
finalidad de estos experimentos es conocer de antemano el tiempo que una muestra de sangre
activada es capaz de fluir sin llegar a obturar el conducto fluidico para poder transferir los
experimentos de deteccidon de trombina a chips fotdnicos, y asi realizar medidas con el set-up
optoelectrénico que estd acoplado a un sistema microfluidico en entorno de laboratorio.

4.2 Alérgenos

Los alérgenos son compuestos que pueden llegar a inducir una reaccién alérgica,
intolerancias o hasta la anafilaxis en individuos hipersensibles que hayan estado en contacto
directo con este tipo de sustancias. Por ello, en 2005 se aprobd el Real Decreto 2220/2004
(BOE)* donde se obliga a etiquetar todos los alimentos que contengan alguno de los siguientes
alérgenos, 12 de ellos en 2005 y otros 2 (altramuces y moluscos) en 2006 (Figura 88).

@O0H®O00®

SOJA PESCADO MOSTAZA MOLUSCOS LACTEOS HUEVOS GRANOS DE
SESAMO
CONTIENE FRUTOS DE DIOXIDO DE CRUSTACEOS CACAHUETES APIO ALTRAMUCES
GLUTEN CASCARA AZUFREY

SULFITOS

Figura 88. Listado de alérgenos obligados a aparecer etiquetados segun el Real Decreto 2220/2004.
Fuente (alcatraz.es/alergenos).
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4.2.1 Deteccion de alérgenos sobre superficies de nitruro de silicio plano

En este apartado se describen los resultados obtenidos a partir de los ensayos realizados con
aptameros como sondas de captura para la deteccién de alérgenos. La seleccién y desarrollo de
las secuencias de estos aptameros se llevaron a cabo por la empresa Aptus Biotech, obteniendo
unas secuencias de oligonucleétidos capaces de reconocer de forma especifica a los analitos
frente a los que fueron seleccionados. Estos ensayos son de tipo sdndwich y se han basado en
el uso de estrategias ALISA (Aptamer-Linked Immobilized Sorbent Assay). Esta estrategia se ha
utilizado como herramienta para la deteccidn del Ovomucoide (OVO) y de la Gliadina (GLN).

Ovomucoide: proteina de la clara del huevo (11% del contenido de proteina) causante de
reacciones alérgicas en seres humanos. Es la proteina mas importante como causa de reaccién
alérgica debido posiblemente a su mayor resistencia al calor y a la accién enzimatica digestiva.

Gliadina: proteina que forma parte del gluten en el trigo. Es la causante de las reacciones de
alergia e intolerancia al gluten. Estd asociada a una de las mds importantes patologias
alimenticias, como la enfermedad celiaca.

En ambos casos, se ha conseguido detectar con éxito las proteinas OVO y GLN en disolucion
tampdn sobre superficies de nitruro de silicio plano.
4.2.1.1 Deteccién de Ovomucoide (OVO): via aptamero

Como estrategia de funcionalizacion quimica para determinar la capacidad de captura de la
sonda inmovilizada se ha utilizado en este caso el protocolo D (Figura 50). En la fase de
biofuncionalizacidn, se han inmovilizado los aptameros de captura ApOV0O3.9A y ApOVO03.11A,
gue son especificos del alérgeno OVO. Estas sondas bioldgicas presentan una modificacidon de
un grupo amino (NH,) en el extremo 5 de su estructura. En la fase de biodeteccién, el
reconocimiento del alérgeno OVO se ha llevado a cabo por la sonda de captura inmovilizada y
se ha producido durante el tiempo de incubacién del analito en PBS y a T2 amb. Este aptamero,
empleado como sonda de captura, ha sido estructurado previamente a la T2 de seleccién (95°C),
a esta T2 la conformacién obtenida de su estructura muestra su mayor afinidad por el analito,
seguidamente se enfria el aptdmero para que mantenga su conformacidon éptima Finalmente,
se ha aplicado el aptamero de deteccién ApOV03.9B para el ensayo 1 (superficies 1y 2) y el
ApOVO03.11B para el ensayo 2 (superficies 3 y 4), ambos especificos del alérgeno OVO. Estos
aptdmeros de cierre, estan conjugados con el fluoréforo Cy5 en el extremo 5’ de su estructura.
El cuadro resumen de este experimento se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Esquema de las superficies preparadas para la deteccion de OVO: protocolo D.

Ensayo 1: cierre ApOV03.9B Ensayo 2: cierre ApOV03.11B
Superficie 1: Blanco | Superficie 2: Muestra Superficie 3: Blanco | Superficie 4: Muestra
Fase de Biofuncionalizacion
1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h
2-APTES 1% / EtOH:DIW | 2-APTES 1% / EtOH:DIW | 2-APTES 1% / EtOH:DIW | 2-APTES 1% / EtOH:DIW
(95:5)% 2h (95:5)% 2h (95:5)% 2h (95:5)% 2h
3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h
4-Inmovilizacion 4-Inmovilizacion 4-Inmovilizacion 4-Inmovilizacion
(F1) PBS + NaBH;CN (Control) (F1) PBS + NaBH;CN (Control) (F1) PBS + NaBH3CN (Control) (F1) PBS + NaBH3CN (Control)
(F2) ApOVO3.9A 1uM / MgCl, | (F2) ApOVO3.9A 1uM / MgCl, | (F2) ApOVO3.9A 1uM / MgCl, | (F2) ApOVO3.9A 1uM / MgCl,
1mM en PBS + NaBH;CN 1mM en PBS + NaBH;CN 1mM en PBS + NaBH;CN 1mM en PBS + NaBH;CN
(F3) ApOVO3.11A 1uM / MgCl, | (F3) ApOVO3.11A 1uM / MgCl, | (F3) ApOVO3.11A 1uM / MgCl, | (F3) ApOVO3.11A 1uM / MgCl,
1mM en PBS + NaBH;CN 1mM en PBS + NaBH;CN 1mM en PBS + NaBH;CN 1mM en PBS + NaBH;CN
5-Block BSA 1%/PBS 1h 5-Block BSA 1%/PBS 1h 5-Block BSA 1%/PBS 1h 5-Block BSA 1%/PBS 1h
Fase de Biodeteccion
6-MgCl, 1mM en PBS 1h 6-OVO 10ppm/MgCl; 1mM | 6-MgCl, ImM en PBS 1h 6-OVO 10ppm/MgCl, 1mM
7-ApOVO3.9B 1uM / MgCl, | en PBS 1h 7-ApOV03.11B 1uM / MgCl> | en PBS 1h
1mM en PBS 1h 7-ApOVO03.9B 1uM / MgCl, | ImMen PBS 1h 7-ApOV03.11B 1uM / MgCl,
1mM en PBS 1h 1mM en PBS 1h

Después de la fase de biodeteccién, se han escaneado las superficies de SisN4 plano y se ha
evaluado la efectividad de las sondas de captura ApOV03.9A y ApOV03.11A inmovilizadas a
1uM para el reconocimiento del analito OVO incubado a 10ppm. Las imagenes obtenidas
mediante escaner de fluorescencia se muestran en la Figura 89.
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Superficie 1: Blanco Superficie 2: Muestra Cierre ensayo 1:

F1: PBS (Control)> Superficies 1y 2

F2: ApOVO3.9A (1uM) > ApOV03.9B-Cy5 1puM /

Mgcl, 1mM/PBS

F3: ApbOVO3.11A (1uM) >
Aptameros

estructurados

Superficie 3: Blanco Superficie 4: Muestra

F1: PBS (Control)> Cierre ensayo 2:

Superficies3y 4

F2: ApOVO3.9A (1uM) >
ApOVO03.11B-Cy5 1uM

/ MgCl, 1mM/PBS

F3: ApOVO3.11A (1uM) >

Figura 89. Imagenes del ensayo 1 para las superficies 1y 2 y del ensayo 2 para las superficies 3 y 4.

De los resultados obtenidos respecto a la sefial de fluorescencia, se observa en primer lugar
un falso positivo ante la ausencia de OVO en las superficies 1 (F2y F3) y 3 (F3), correspondientes
al blanco. Esto se debe a las interacciones inespecificas entre las sondas inmovilizadas vy el
aptdmero de cierre empleado. Sin embargo, para las mismas filas de las superficies 2 y 4, la sefial
de fluorescencia se corresponde por un parte a la contribucién especifica de la interaccién
sonda/analito y por otra parte a las posibles interacciones inespecificas. La sefial total neta sera
por tanto la resta de la sefial de la muestra menos la sefial del blanco (Sneta = Smuestra = Sbianco)-

En segundo lugar, en la superficie 3 no se observa ninguna sefal de fluorescencia parala F2,
pero si en la F2 de la superficie 4 donde se ha incubado la muestra. Esto nos indica que no existe
ninguna contribucién de sefial inespecifica en el blanco, ya que la sefial de fluorescencia
pertenece por completo a la contribucién especifica de la interaccion entre el aptdmero vy el
analito OVO. Por tanto, esta intensidad de sefial nos indica que el ensayo ha funcionado
correctamente para la pareja 2 de aptameros (ApOV03.9A/ApOV03.11B), obteniendo un
resultado dptimo. Sin embargo, para las otras tres combinaciones de ApOVO existe una pequenia
contribucion inespecifica en el blanco.

El resultado obtenido tras el analisis de la sefial de fluorescencia de los ensayos 1y 2, se
muestra en la Figura 90 correspondiente a la sefial neta para la deteccion de Ovomucoide.

Deteccion Ovomucoide
100.00
90.00
80.00

70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00 I I
0.00 — -

Superficie 1: = Superficie 2: Superficie 3: | Superficie 4:

Sefial de fluorescencia (F-B)

Blanco Muestra sefial neta Blanco Muestra sefial neta
Ensayo 1: Cierre ApOV03.9B Ensayo 2: Cierre ApOVO3.11B
B ApOVO3.9A 25.00 29.00 4.00 0.00 90.50 90.50
B ApOVO3.11A 42.50 63.50 21.00 72.00 78.00 6.00

Figura 90. Representacion gréfica de la sefial de fluorescencia F-B de la deteccidn del OVO sobre SisN4 plano.
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La sefial neta en los dos ensayos ha dado un resultado positivo para ambas sondas de
captura. En el caso del ensayo 1, |la sefial neta es mayor para la pareja ApOV03.11Ay ApOV03.9B
(21), mientras en el caso del ensayo 2 es mucho mayor para la pareja de aptameros ApOVO3.9A
y ApOV03.11B (90.50). La diferencia entre los valores de ambos ensayos se corresponde a la
ausencia de senal en el blanco de la superficie 3 para el ApOV03.9A, siendo la sefial neta igual a
la sefial de la muestra. Entonces, de los dos aptdmeros de captura del alérgeno OVO empleados,
el ApOV03.9A ha demostrado ser mas eficaz frente al ApOV03.11A, dando un bueno resultado
para la deteccidn del analito. En general, tras los ensayos realizados, se ha determinado a partir
de los resultados obtenidos de la seiial neta, que la combinacidon éptima de aptdmeros para el
reconocimiento del alérgeno OVO, es la del aptamero de captura ApOVO3.9A y del aptamero de
deteccion ApOV03.11B, correspondiente al cierre del ensayo 2. Con los datos obtenidos, se
pretende introducir la transferencia de los resultados a un futuro ensayo sobre chip fotdnico.
4.2.1.2 Deteccion de Gliadina (GLN): via aptamero

El gluten representa una gran amenaza para las personas que padecen la enfermedad celiaca
por su intolerancia y sensibilidad que muestran frente a este alérgeno presente en diferentes
cereales como el trigo (GLN), la cebada (hordeina) y el centeno (secalina). En este apartado, se
ha empleado el aptdmero especifico seleccionado frente la GLN como sonda de captura, pero
no frente a la hordeina y secalina como en el caso del R5 empleado en los ensayos con
anticuerpos como sonda de captura. Por tanto, la GLN es una glucoproteina presente en el trigo
y forma parte de la estructura del gluten, junto a la glutenina (Figura 91).

o 5=

Gliadina Glutenina

Gliten (gliadina + glutenina)

Figura 91. Componentes que constituyen la estructura del gluten de trigo: gliadina y glutenina.
Fuente (avancesenmedicina97.blogspot.com/2013/11/avance-en-el-diseno-de-un-biosensor).

El protocolo D (Figura 52) se ha utilizado de nuevo como estrategia de funcionalizacién
guimica para determinar la capacidad de captura de la sonda inmovilizada sobre superficies de
SisN4 plano para el reconocimiento del alérgeno GLN. En la fase de biofuncionalizacidn, se han
inmovilizado los aptdmeros (ApGLN1F y ApGLN6F) que presentan una modificacién en el
extremo 5’, un grupo amino (NH3), y después se ha procedido a bloquear la superficie con una
disolucidon de BSA al 1%. En la fase de biodeteccion, se ha llevado a cabo el reconocimiento del
analito GLN en PBS y a T2 amb. Por ultimo, se ha aplicado el aptdmero de deteccidn especifico
del alérgeno GLN (ApGLN9F) marcado con el fluoréforo Cy5 en su extremo 5. El cuadro resumen
de este experimento se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Esquema de las superficies preparadas para la deteccion de GLN: protocolo D.

Ensayo 3
Superficie 1: Blanco | Superficie 2: Muestra
Fase de Biofuncionalizacion
1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h
2-APTES 1% / EtOH:DIW (95:5)% 2h 2-APTES 1% / EtOH:DIW (95:5)% 2h
3-GLUT 2.5%/PBS 2h 3-GLUT 2.5%/PBS 2h
4-Inmovilizacion 2h 4-Inmovilizacion 2h
(F1) ApGLN1F 0.9uM en MgCl, 1ImM/PBS (F1) ApGLN1F 0.9uM en MgCl, 1mM/PBS
(F2) MgCl, 1mM/PBS (Control) (F2) MgCl, 1mM/PBS (Control)
(F3) ApGLN6F 0.9uM en MgCl, 1mM/PBS (F3) ApGLN6F 0.9uM en MgCl, 1mM/PBS
5-Block BSA 1%/PBS 1h 5-Block BSA 1%/PBS 1h
Fase de Biodeteccion

6-PBS 1h (Blanco) 1h ya T2 amb. 6-GLN 10ppm/PBS 1hy a T2 amb.
7-ApGLNOF 1uM / MgCl, 1ImM en PBS 1h 7-ApGLNOF 1uM / MgCl> ImM en PBS 1h

84


http://avancesenmedicina97.blogspot.com/2013/11/avance-en-el-diseno-de-un-biosensor.html

DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS

Para la disolucion de la GLN (Sigma-Merck (G3375)), ha sido necesario preparar una mezcla
de etanol al 60% en agua desionizada (EtOH 60%/DIW) como medio para poder disolverla. Tras
finalizar la fase de biodeteccidn, se han escaneado las superficies de SisN4 plano con el equipo
de fluorescencia y se ha evaluado la efectividad de las sondas de captura ApGLN1F y ApGLN6F
inmovilizadas a 0.9uM para el reconocimiento del analito GLN a 10ppm. Las imdgenes obtenidas
del escaner de fluorescencia se muestran en la Figura 92.

Superficie 1: Blanco Superficie 2: Muestra

Cierre ensayo 3: € F1: ApGLN1F 0.9uM en MgCl, ImM/PBS

ApGLN9F-Cy5 1uM /

MgCl, ImM/PBS € F2: MgCl, 1mM/PBS (Control)

€ F3: ApGLNGF 0.9uM en MgCl, ImM/PBS

Figura 92. Imédgenes del ensayo 3, para las superficies 1 (blanco) y 2 (muestra).

Las sefiales de fluorescencia de la superficie 2, donde se ha aplicado la muestra de GLN son
mas intensas que las de la superficie 1 correspondiente al blanco. Esta diferencia de intensidad
se corresponde a la contribucidn especifica por el reconocimiento de la GLN que ocurre sobre la
muestra y que no sucede con el blanco. Sin embargo, se observa un falso positivo ante la
ausencia de GLN en la superficie del blanco, debido a la adsorciéon inespecifica del aptamero de
deteccion ApGLNIF sobre el punto donde se ha inmovilizado el aptdmero de captura (ApGLN1F
y ApGLNG6F), dando una sefial débil de fluorescencia en comparacion con la muestra. Ademas,
se observa también un falso positivo en la F2 de la superficie 2. El aptdmero ApOV03.9Cy5 se
pega sobre el punto donde se ha depositado la disoluciéon tampén de MgCl, 1mM/PBS.

El analisis de datos procedente de las sefiales de fluorescencia del ensayo 3, se ha realizado
con el software acoplado al escaner GenePix. Los valores obtenidos, se muestran en la grafica
de la Figura 93, correspondientes a la sefial neta de la deteccidn de GLN.
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Superficie 1: Blanco Superficie 2: Muestra Sefial neta
Ensayo 3: Cierre ApGLN9F

B ApGLN1F 92.33 165.33 73.00
ApGLNG6F 169.33 386.00 216.67

Figura 93. Representacion grafica de los resultados del inmunoensayo 3 sobre las superfcies de SisN4 plano.

De las dos combinaciones entre los aptameros de captura (ApGLN1F y ApGLNG6F) y el
aptamero de deteccién (ApGLN9F), que han dado una seial neta positiva en ambos casos, es la
combinacion de la pareja ApGLN6F/ApGLN9F (216,67) la que ha alcanzado un valor tres veces
mayor que el de la pareja ApGLN1F/ApGLN9F (73). Esta diferencia de sefial entre ambos
aptameros, viene determinada por la secuencia y estructura 3D que adoptan para el
reconocimiento del analito, siendo en este caso mas favorable para la sonda ApGLNG6F. Los
resultados alcanzados con este modelo se quieren transferir a un sistema foténico como trabajo
futuro.
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4.2.2 Control de inmovilizacion de los anticuerpos especificos contra alérgenos

En este apartado se describen los resultados obtenidos del control de inmovilizacién para los
anticuerpos comerciales de INGENASA, como paso previo a las medidas fotdnicas. El protocolo
E (Figura 54) se ha utilizado como estrategia de funcionalizacion quimica, cuya estructura
consiste en una fase previa de biofuncionalizacion y otra de verificacién de la inmovilizacién. En
la primera parte se funcionaliza la superficie de SisNs plano y después se inmovilizan los
anticuerpos. Estos anticuerpos son monoclonales y se han desarrollado en ratén (mAb-GLN,
mAb-OVA, mAb-CAS y mAb-BLG) siendo especificos de los alérgenos GLN, OVA, CAS y BLG
respectivamente. Ademas, se ha inmovilizado un anticuerpo policlonal de trombina desarrollado
en oveja (pAb-THR) como control inespecifico para todas las superficies. En la verificacion del
control de inmovilizacién para los diferentes anticuerpos, se ha empleado el anticuerpo
secundario policlonal anti-ratén desarrollado en cabra conjugado con el fluoréforo Alexa FLuor

647 (pAb?*-GAM). El cuadro resumen de este experimento se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Esquema de las superficies preparadas para el control de inmovilizacion de los mAb.

Superficie 1: | Superficie 2: | Superficie 3: | Superficie 4: | Superficie 5: | Superficie 6: | Superficie 7: | Superficie 8:
mAb-GLN mAb-GLN mAb-OVA mAb-OVA mADb-CAS sin mAb-CAS mAb-BLG mAb-BLG
sin EDC/NHS EDC/NHS sin EDC/NHS EDC/NHS EDC/NHS EDC/NHS sin EDC/NHS EDC/NHS
Fase de Biofuncionalizacion
1-PIRANA L-PIRANA 1-PIRANA 1-PIRANA 1-PIRANA 1-PIRANA 1-PIRANA L-PIRANA
30min 30min. 30min 30min. 30min 30min. 30min 30min.
¥ 2-CTES 19 ) 2-CTES 1% ) 2-CTES 1% ¥ 2-CTES 1%
2-CTES 1%/ CTES 1% / 2-CTES 1%/ CTES 1% / 2-CTES 1%/ CTES 1% / 2-CTES 1%/ CTES 1% /
DIW pH 5 2h DIW pH 5 2h DIW pH 5 2h DIW pH 5 2h
DIW pH 5 2h DIW pH 5 2h DIW pH 5 2h DIW pH 5 2h
3-Meso.am | SEDUNHS g yesoam | BEDC/NHS g viesoam | BEDCNHS g vegg am | 3-EDC/NHS
7 MES 0.1M o MES 0.1M 7 MES 0.1M T MES 0.1M
30min . 30min . 30min . 30min .
30min 30min 30min 30min
4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h
5-Block BSA : 5-Block BSA : 5-Block BSA : 5-Block BSA :
1% / PBS 1h 5-Block BSA 1% / PBS 1h 5-Block BSA 1%/ PBS 1h 5-Block BSA 1% / PBS 1h 5-Block BSA
1% / PBS 1h 1% / PBS 1h 1% / PBS 1h 1% / PBS 1h
Control de Inmovilizacion
7-pAb2*- 7-pAb2*- 7-pAb2*- 7-pAb2*- 7-pAb2*- 7-pAb?*- 7-pAb2*- 7-pAb2*-
GAM GAM GAM GAM GAM GAM GAM GAM
S5ppm/PBS S5ppm/PBS S5ppm/PBS Sppm/PBS Sppm/PBS Sppm/PBS Sppm/PBS Sppm/PBS
1h 1h 1h 1h 1h 1h 1h 1h

Las superficies de SisN4 plano se han escaneado tras el control de inmovilizaciéon y se ha
evaluado la inmovilizacién de los anticuerpos monoclonales sobre la superficie de nitruro de
silicio plana aplicados a 50 y 100 ppm. Las imagenes obtenidas del escaner de fluorescencia se
muestran en la Figura 94. Las cuatro imagenes de la linea superior se corresponden a las
superficies que no han sido activadas con EDC/NHS (1, 3, 5 y 7), mientras que la segunda fila

pertenece a las superficies activadas (2, 4, 6 y 8).

F1: mAb 100ppm / PBS >

F2: mAb 50ppm / PBS >

F3: pAb-THR 100ppm / PBS
(control inespecifico)>

F1: mAb 100ppm / PBS >

F2: mAb 50ppm / PBS >

F3: pAb-THR 100ppm / PBS
(control inespecifico) 2>

Superficie 1: mAb-GLN

Superficie 2: mAb-GLN

Superficie 3: mAb-OVA

Superficie 4: mAb-OVA

Superficie 5: mAb-CAS Superficie 7: mAb-BLG

Superficie 6: mAb-CAS

Superficie 8: mAb-BLG

Figura 94. Imagenes del control de inmovilizacién para los mAb de GLN, OVA, CAS y BLG.
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De los resultados obtenidos de la sefial de fluorescencia, se observa en primer lugar que los
anticuerpos monoclonales de las filas 1 y 2 de las ocho superficies se han inmovilizado, mientras
que el control de la fila 3 correspondiente al anticuerpo pAb-THR no ha dado ningun tipo de
sefial. Esto sucede porque el anticuerpo empleado para la verificaciéon del control de
inmovilizacidn es un anti-ratén (pAb%*-GAM) por tanto, tan solo es capaz de reconocer a otro
anticuerpo que haya sido desarrollado en ratén, como ocurre en el caso de los monoclonales
inmovilizados sobre la superficie, pero no en el del policlonal que ha sido desarrollado en oveja.

En segundo lugar, la sefial de fluorescencia en las superficies donde no hay EDC/NHS (1, 3, 5
Y 7) se corresponden a la sefial por contribucion inespecifica mientras que donde hay EDC/NHS
(2,4, 6y 8) lasefial es mas fuerte porque se tiene contribucién inespecifica mas enlace covalente
del anticuerpo sobre la superficie activada, de ahi la diferencia de intensidad entre ambos casos.

Por tanto, el uso de la pareja de reactivos EDC/NHS para activar la superficie es necesaria
para favorecer la formacion de enlaces covalentes entre mAb y superficie de SisNa.. Este enlace
de tipo peptidico se forma a partir de la unién entre los grupos amino del anticuerpo a
inmovilizar y los grupos acidos de la capa organica depositada sobre la superficie (CTES). De esta
forma, se puede evaluar la contribucién de la componente covalente frente a la contribucidn
inespecifica por adsorcidn pasiva del anticuerpo monoclonal en las superficies sin activar.

Efectivamente, el control de inmovilizacidn nos sirve para validar la correcta inmovilizacién
del anticuerpo y que mds adelante se utilice como sonda de captura en los chips fotdnicos para
las medidas con el set-up de laboratorio. Entonces, la diferencia entre el resultado obtenido de
la superficie activada y sin activar es que la inmovilizacidn por unidn covalente es irreversible.

El analisis de datos procedente de las sefiales de fluorescencia obtenidas se ha realizado con
el software del equipo de fluorescencia. Los valores resultantes se corresponden a la sefial neta
debida a la contribucién por enlace covalente del anticuerpo (Sefal Cov.), que se corresponde a
la diferencia entre la sefial total de las superficies activadas (Sefial Ads. + Cov.) y la sefial por
adsorcion inespecifica del anticuerpo sobre las superficies sin activar (Sefial Ads.). Los datos
obtenidos se muestran en la grafica de la Figura 95.

Control Inmovilizacion mAb

- 500.00
@ 450.00
=
= 400.00
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0.00
mAb-GLN mAb-OVA mAb-CAS mAb-BLG
Sefial Neta (F-B)
W Fila 2: 50ppm 109.50 125.17 128.17 254.00
W Fila 1: 100ppm 282.67 327.17 213.83 433.00

Figura 95. Representacion grafica de los resultados del control de inmovilizacion de los mAb.

Los valores de la sefal de fluorescencia para las dos concentraciones de anticuerpo
monoclonal inmovilizado (50 y 100ppm) nos indican que se ha conseguido realizar el control de
inmovilizaciéon del anticuerpo monoclonal con éxito mediante unidon covalente sobre las
superficies activadas. Ya que el resultado de la sefial neta es positivo para los cuatro anticuerpos.
Ademas, los resultados para la concentracion de 100ppm de sonda inmovilizada da una sefial de
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fluorescencia mds intensa que la de 50ppm. Esto significa que, al inmovilizar mdas cantidad de
anticuerpo sobre la superficie, mayor probabilidad tiene el secundario pAb**-GAM de
reconocerlo y por tanto mayor es la intensidad de la sefial de fluorescencia. Los porcentajes
correspondiente a la contribucion por enlace covalente de los anticuerpos inmovilizados se
representan en la Tabla 15.

Tabla 15. Porcentajes de contribucién por enlace covalente del control de inmovilizacién de los mAb.

Contribucion enlace covalente
[Sonda Inmov.] mAb-GLN mAb-OVA mAb-CAS mAb-BLG
50ppm 34% 44% 42% 90%
100ppm 56% 66% 49% 88%
Valor medio 45% 55% 45.5% 89%

La pretensidon de este estudio ha sido inmovilizar covalentemente los anticuerpos sobre la
superficie, el resultado obtenido ha sido éptimo para la inmovilizacidn de los cuatro anticuerpos
monoclonales con un valor medio de contribucién por enlace covalente del 59% de forma global.
Por tanto, a partir de los datos obtenidos podemos afirmar que las condiciones de inmovilizacién
para estos anticuerpos son las mas idéneas. De los cuatro mAb empleados inicialmente en el
control, se han escogido el mAb-GLN y el mAb-CAS como sondas de captura para los
experimentos sobre chips fotdnicos. Esta decisidn se ha tomado porque en el caso del mAb-GLN,
la deteccion de la GLN estd relacionada directamente con una de las patologias alimenticias mas
importantes como lo es la enfermedad celiaca y su intolerancia al gluten. Mientras que en el
caso del mAb-CAS, la deteccidn por la CAS en vez de la BLG se debe a la diferencia que hay entre
ambas proteinas respecto al porcentaje total de proteina en una muestra de leche de vaca.
Donde la CAS es del 84%, siendo la mas abundante frente al 12% de |la BLG.

4.2.3 Deteccidn de alérgenos con anticuerpos sobre chip foténico

Los resultados obtenidos a partir del estudio del control de inmovilizacidn de los anticuerpos
mAb-GLN y mAb-CAS sobre superficies de SizN4 plano, se han transferido a chips fotdnicos
basados en estructuras de anillos resonantes (RR). Estos anticuerpos se han empleado en este
apartado como sondas de captura para la deteccién de los alérgenos GLN y CAS como disolucién
patrén y en muestras reales. Las medidas fotdnicas se han realizado a nivel de laboratorio (set-
up), cuyos resultados se describen a continuacién.

4.2.3.1 Deteccidon de alérgenos como disolucion patrén

En esta primera parte, se describen los resultados obtenidos para la deteccidon de GLN y CAS
como disolucién patron, empleando los anticuerpos monoclonales mAb-GLN y mAb-CAS como
sonda de captura respectivamente. Este estudio se ha realizado con la finalidad de conseguir
una recta de calibrado y obtener los valores del LOD y LOQ ademas del rango dinamico de
trabajo para ambos analitos.

Las sondas de captura empleadas son por un lado el mAb-GLN, correspondiente al anticuerpo
R5 que es capaz de reconocer especificamente una misma secuencia comun en la estructura de
las siguientes prolaminas: Gliadina (GLN) del trigo, Hordeina de la cebada y Secalina del centeno.
Este grupo de proteinas de origen vegetal presentan un elevado contenido en prolina y forman
parte del Gluten de los cereales. Por otro lado, el mAb-CAS que es especifico de la proteina CAS
gue se encuentra en la leche y algunos derivados lacteos.

4.2.3.1.1 Deteccién del alérgeno Gliadina (GLN)

La deteccidon de la GLN se ha llevado a cabo sobre chip fotdnico, el disefio de este chip consta
de una total de ocho anillos resonantes (RR) repartidos sobre la superficie del sensor en dos
grupos de cuatro. Ademas, los canales 1 y 2 hacen referencia a los dos canales microfluidicos
por donde fluyen las disoluciones y que discurren sobre los RR correspondientes. Esta
distribucién, se muestra en el chip de la Figura 96. La diferencia en el disefio de este chip
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respecto al empleado para la deteccion de trombina, se debe a la evolucién del disefio que ha
realizado la empresa LUMENSIA para reducir tanto el tamafio del chip como y los costes de
produccion.

Area descubierta

Canal1 Canal 2

WnNQOEE

vorg

800um
Canales fluidicos sobre el PIC

Figura 96. Esquema del chip fotdnico con la distribucion de los RR sobre la superficie.

En el caso del chip empleado para la deteccién de GLN, de los ocho RR que se encuentran en
la superficie se han funcionalizado cuatro de ellos (RRfunc. 1, 2, 5 y 6) con el anticuerpo
monoclonal mAb-GLN a una concentracién de 200ppm y los otros cuatro se han utilizado de
referencia (RRref. 3, 4, 7 y 8) como se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Distribucion de los RR sobre la superficie del chip fotdnico para la deteccion de CAS.

Chip foténico: RRfunc. (mAb- GLN) y RRref.

Canal 1: GLN PWG Canal 2: GLN PWG
RR1: mAb-GLN (200ppm) RR5: mAb-GLN (200ppm)
RR2: mAb-GLN (200ppm) RR6: mAb-GLN (200ppm)

RR3: Referencia RR7: Referencia
RR4: Referencia RR8: Referencia

El analito que se ha empleado en las medidas fotdnicas es el PWG, este preparado de GLN se
utiliza como sustancia de referencia a 1Img/mLy viene disuelto al 60% en EtOH. El porcentaje de
EtOH al que se han llevado a cabo los experimentos de deteccién ha sido del 7.5% debido a que
el proveedor de anticuerpos recomienda este porcentaje como maximo debido a la tolerancia
de su inmunoensayo. De esta forma, se consiguieron finalmente unos resultados dptimos en
cuanto a la deteccién del analito GLN a diferentes concentraciones, permitiendo la obtencién
de una recta de calibrado. Los datos originados de las medidas fotdnicas, se analizaron con el
software de LUMENSIA dando lugar a los sensogramas de las Figura 97, Figura 98 y Figura 99.
Para el primer punto del calibrado de la GLN a 1.25ppm se obtuvo el siguiente sensograma
(Figura 97).
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Figura 97. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para GLN 1.25ppm.

89



DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS

La linea base de la medida fotdnica se establece de 0 a 470 segundos donde se ha fluido el
tampdn PBST al 7.5% de EtOH, de 470 a 1230 segundos se ha fluido la disolucidon de GLN PWG a
1.25ppm en PBST y finalmente la medida concluye con el lavado de la superficie del sensor
foténico empleando el tampdén PBST de los 1230 hasta los 1800 segundos. La duracién total de
la medida es de 30minutos.

Tras la realizacién de la medida, se analizaron los valores del desplazamiento de la longitud
de onda de resonancia para cada uno de los RR en el tramo final, durante la etapa de lavado. El
reconocimiento se produce en el momento que el analito comienza a interaccionar con la sonda.
Lo que se pretende con el lavado es eliminar del medio los analitos sin interactuar que
permanecen en disolucién ademas de eliminar en la medida de lo posible la componente de
adsorcion inespecifica sobre la superficie del sensor. En cuanto a la adsorcidn inespecifica que
no se ha podido quitar con el lavado, se tienen los RRref que al restar su valor a los RRfunc., se
obtiene la sefial neta de la interaccidn analito/sonda. Esta unidn es una interaccién especifica y
lo que se forman son enlaces débiles del tipo puentes de hidrégeno e interacciones
electrostaticas entre la sonda y el analito. Por eso, esta unidn es reversible y se puede romper
utilizando un medio a pH extremo empleando una disolucion de NaOH o glicina.

Los datos obtenidos se corresponden al desplazamiento de la resonancia y se miden en
picometros (pm). En primer lugar, se toman los valores del desplazamiento de todos los anillos
funcionalizados (RRfunc.) por canales y se calcula un promedio. En segundo lugar, se toman los
valores del desplazamiento de todos los anillos de referencia (RRref.) por canales y se calcula un
promedio. Finalmente, se calcula la diferencia entre ambos promedios y se toma este valor
como desplazamiento efectivo debido al analito en cuestidn. Estos calculos se realizan mediante
el software desarrollado por LUMENSIA, obteniendo los siguientes valores:

Canal 1: RRfunc. 2 y RRref. 4 = Valor medio neto del desplazamiento Apm = 8pm
Canal 2: RRfunc. 5, 6 y RRref. 8 2 Valor medio neto del desplazamiento Apm = 12pm
El valor medio del desplazamiento de los dos canales es de 10pm a una [GLN] = 1.25ppm.

No todos los RR se han tenido en cuenta, porque para las resonancias de los RR con valores
discordantes en la medida fotdnica se han descartado. Finalmente, entre un punto del calibrado
y el otro, se aplica sobre el chip fotdnico una disolucién de glicina 0.1M a un pH de 2.3, durante
dos minutos. Con esto, se busca regenerar la superficie del biosensor mediante la utilizacién de
una disolucidn a pH acido, siendo después reacondicionada mediante PBST. La regeneracion del
chip se realizada en parte por practicidad y economia, ya que un chip es lo suficientemente fiable
como para regenerarlo varias veces y seguir respondiendo bien. Este procedimiento tan solo ha
sido aplicado para el calibrado, pero no se aplicaria en la determinaciéon de muestras para evitar
la contaminacion cruzada entre muestras. Ademas, la reutilizacién del mismo para medir los
diferentes puntos del calibrado evita la variabilidad entre chips. El segundo punto del calibrado
de la GLN a 2.5ppm se muestra en el sensograma de la Figura 98.
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Figura 98. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para GLN 2.5ppm.
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La linea base se establece esta vez de 0 a 440 segundos donde se ha fluido el tampdén PBST
al 7.5% de EtOH, de 440 a 1200 segundos se ha fluido la muestra de GLN a 2.5ppm en el tampdn
y por ultimo se fluye de nuevo el tampdn de los 1200 hasta los 1600 segundos aprox. (23min.).
Después se analizan los datos de desplazamiento para cada uno de los dos canales, siguiendo el
protocolo del punto anterior, obteniéndose los siguientes valores en el intervalo de 1400 a 1600
segundos:

Canal 1: RRfunc. 2 y RRref. 3 = Valor medio neto del desplazamiento 15pm
Canal 2: RRfunc. 5, 6 y RRref. 7,8 = Valor medio neto del desplazamiento 31m
El valor medio del desplazamiento de los dos canales es de 23pm a una [GLN] = 2.5ppm.

En esta segunda medida, el RRref. para el canal 1 es el RR3, mientras que en el punto anterior
el RRref. es el 4. Esta diferencia asumimos que es debido a la regeneracion y que para alguno de
los RRref. se ha podido perder la resonancia y recuperarse para otros. Finalmente, se regenera
el chip por segunda vez con la disolucién de glicina 0.1M a pH 2.3. A continuacion, se mide por
tercera vez el chip para el correspondiente punto del calibrado de GLN a 5ppm. El sensograma
obtenido se muestra en la Figura 99.
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Figura 99. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para GLN 5ppm.

De 0 a 440 segundos se establece la linea base de la medida foténica donde se ha fluido el
tampdn PBST con un 7.5% en EtOH. De 440 a 1200 segundos se ha fluido la disolucién de GLN
PWG a 5ppm en el mismo tampdn y finalmente la medida concluye con el lavado de la superficie
del sensor fotdnico utilizando el tampdn PBST, de 1200 a 1400 segundos. La duracion total de la
medida es de 23 minutos aproximadamente. Se analizan los datos de desplazamiento para cada
uno de los dos canales, obteniendo los siguientes valores para el intervalo de tiempo de 1200 a
1400 segundos, correspondiente al lavado:

Canal 1: RRfunc. 2 y RRref. 3 2 Valor medio neto del desplazamiento 27pm
Canal 2: RRfunc. 5, 6 y RRref. 7,8 = Valor medio neto del desplazamiento 53pm
El valor medio del desplazamiento de los dos canales es de 40pm a una [GLN] = 5ppm.

Los resultados derivados de la deteccion del alérgeno GLN como disolucién patrén en chips
fotdnicos, han dado lugar a una serie de puntos que se han utilizado para establecer un calibrado
del sistema para este analito. Cada uno de estos puntos se corresponde a un valor de
desplazamiento de la resonancia de cada una de las medidas fotdnicas. A partir de estos puntos
se ha extraido una recta de la cual se pueden obtener los parametros analiticos de deteccién y
cuantificacion para la GLN en este sistema (Figura 100).
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Calibrado GLN
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Figura 100. Representacién de la recta de calibrado para la deteccidn de GLN.
La ecuacion de la rectaes 2 y = (a + SDa) + (b £ SDb)x = (0.6 + 2.8) + ( 8.07+ 0.99)x
Y los valores del limite de deteccidn (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) son:
LOD (ppm) = 3*SDa/b = 3* 2.8/8.07 = 1.04ppm
LOQ (ppm) = 10*SDa/b = 10* 2.8/8.07 = 3.46ppm

Estos parametros analiticos, se definen como tres veces el valor medio de la desviaciéon
estandar de la ordenada en el origen (SDa) partido por la pendiente (b) para calcular el LOD y
diez veces el valor medio de la SDa entre b para el LOQ. Por debajo del LOD la muestra no se
puede detectar ya que el valor estaria junto al ruido de fondo. Si los valores estdan comprendidos
entre el LOD y el LOQ, la muestra estaria dentro de los limites de los ensayos cualitativos, es
decir, se puede obtener una respuesta de presencia o ausencia de analito. Si el valor se
encuentra por encima del LOQ, decimos que la muestra se puede cuantificar y determinar su
concentracion.

4.2.3.1.2 Deteccidén del alérgeno Caseina (CAS)

La CAS es una proteina que se encuentra mayoritariamente en la leche de vaca (84%) y es la
causante de reacciones alérgicas en seres humanos. La deteccidn de la CAS se ha llevado a cabo
sobre el mismo disefio de chip fotdnico (Figura 96) que el utilizado para la GLN. De los ocho
anillos resonantes (RR) que se encuentran distribuidos sobre la superficie del chip foténico, se
han empleado cuatro de ellos como sondas de captura (RRfunc. 1, 2, 5 y 6) donde se ha
inmovilizado el anticuerpo mAb-CAS a una concentracion de 100ppm, esta concentracién es
diferente a la del mAb-GLN (200ppm), porque en este caso se ha optimizado para 100ppm.
Asimismo, los otro cuatro de referencia (RRref. 3, 4, 7 y 8) como se representa en la Tabla 17.

Tabla 17. Distribucion de los RR sobre la superficie del chip fotdnico para la deteccion de CAS.

Chip foténico: RRfunc. (mAb- CAS) y RRref.
Canal 1: CAS Canal 2: CAS
RR1: mAb-CAS (100ppm) RR5: mAb-CAS (100ppm)
RR2: mAb-CAS (100ppm) RR6: mAb-CAS (100ppm)
RR3: Referencia RR7: Referencia
RR4: Referencia RR8: Referencia

El alérgeno CAS empleado como patréon es comercial, en concreto la proteina alfa-caseina
procedente de la leche bovina. Los resultados del ensayo para la deteccion de la CAS como
disoluciéon patrén sobre chips fotdnicos se describen a continuacién. Para la obtencién de la
recta de calibrado, se han realizado una serie de medidas fotdnicas a diferentes concentraciones
de analito. El primer punto del calibrado de la CAS se corresponde a una concentracion de
1.25ppm, el resultado de la medida fotdnica se muestra en la Figura 101.
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Figura 101. Representacion grafica del desplazamiento éptico frente al tiempo para CAS 1.25ppm.

La linea base establecida va de 0 a 400 segundos donde se fluye el tampdn PBST, de 400 a
1100 segundos se pasa la muestra de CAS a 1.25ppm en PBST y finalmente se vuelve a fluir el
tampon inicial de los 1100 hasta los 1600 segundos (27min.). Los datos de desplazamiento se
analizan para cada uno de los canales de la misma forma que para las medidas de la GLN,
obteniendo los siguientes valores correspondientes al intervalo del lavado:

Canal 1: RRfunc. 1, 2 y RRref. 4 = Valor medio neto del desplazamiento 8pm
Canal 2: RRfunc. 5, 6 y RRref. 7, 8 = Valor medio neto del desplazamiento 20pm
El valor medio del desplazamiento de los dos canales es de 14pm a una [CAS] = 1.25ppm.

En este caso, la regeneracidn del biosensor entre medidas se realiza con una disolucién de
NaOH 20mM durante dos minutos. La respuesta del biosensor después de la regeneracién con
sosa es muy similar a su estado inicial. En cambio, utilizando glicina no es asi. La respuesta del
biosensor en este caso empeora, perdiéndose la respuesta de algunos de los RR. Por eso, este
agente de regeneracion es mas util y se consigue de nuevo una superficie funcional dispuesta
para la siguiente medida. El segundo punto pertenece a una concentracién de CAS de 2.5ppmy
el sensograma obtenido se muestra en la Figura 102.
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Figura 102. Representacion grafica del desplazamiento éptico frente al tiempo para CAS 2.5ppm.
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La linea base se establece de 0 a 400 segundos fluyendo PBST, de 400 a 1000 se pasa la
disolucién de CAS a 2.5ppm en PBST y por ultimo se fluye de nuevo el tampdn PBST para lavar
de los 1000 hasta los 1700 segundos (28min.). Los datos se analizan para cada uno de los canales,
obteniendo los siguientes valores para el intervalo de tiempo correspondiente al lavado:

Canal 1: RRfunc. 1, 2 y RRref. 3, 4 = Valor medio neto del desplazamiento 35pm
Canal 2: RRfunc. 6 y RRref. 8 2 Valor medio neto del desplazamiento 31pm
El valor medio del desplazamiento de los dos canales es de 33pm a una [CAS] = 2.5ppm.

El chip se regenera por segunda vez con una disolucidn de NaOH 20mM durante 2 minutos,
dejando de nuevo funcionales los anticuerpos de captura para la siguiente medida. El tercer y
ultimo punto se corresponde a una concentracion de CAS de 5ppm, donde la grafica de la
medida se muestra en la Figura 103.
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Figura 103. Representacion grafica del desplazamiento éptico frente al tiempo para CAS S5ppm.

Linea base de 0 a 400 segundos con PBST, de 400 a 1000 se fluye CAS a 5ppm en PBST y para
acabar se vuelve a fluir PBST de los 1000 hasta los 1700 segundos (28min.). Después se analizan
los datos de desplazamiento para cada uno de los dos canales, obteniendo los valores
correspondientes al intervalo de lavado de los 1200 a los 1600 segundos:

Canal 1: RRfunc. 1, 2 y RRref. 3, 4 - Valor medio neto del desplazamiento 46pm
Canal 2: RRfunc. 6 y RRref. 8 2 Valor medio neto del desplazamiento 70pm
El valor medio del desplazamiento de los dos canales es de 58pm a una [CAS] = S5ppm.

Los puntos obtenidos se han empleado para realizar una recta de calibrado. Estos valores de
desplazamiento se corresponden a cada una de las medidas fotdnicas realizadas a diferentes
concentraciones del analito, obteniendo un calibrado para el alérgeno CAS (Figura 104).
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Figura 104. Representacion de la recta de calibrado para la deteccion de CAS.
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La ecuacion de larectaes 2 y = (a+ SDa) + (b £ SDb)x = (0.6 £ 3.9) + (11.7 £ 1.4)x
Y los valores del limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) son:
LOD (ppm) = 3*SDa/b = 3* 3.9/11.7 = 1.00

LOQ (ppm) = 10*SDa/b = 10* 3.9/111.7 =3.33

Las medidas fotdnicas realizadas han permitido realizar un estudio sobre la deteccién
especifica de los alérgenos GLN y CAS como disolucién patrdn sobre la superficie del sensor de
los chips foténicos. Estas medidas han servido para la realizacién de un calibrado, que nos
permitira cuantificar la deteccién de estos alérgenos en muestras reales.

4.2.3.2 Deteccién del alérgeno GLN en muestra real: extracto carnico

En esta segunda parte, se ha realizado la deteccién del alérgeno GLN a partir de una muestra
real sobre chip fotdnico. La recta de calibrado obtenida para GLN (Figura 100) nos ha permitido
conocer la concentracidn del analito GLN, procedente del gluten de trigo del extracto carnico.
En este experimento, se ha empleado el anticuerpo monoclonal mAb-GLN a una concentracién
de 200ppm como sonda de captura, la cual se ha funcionalizado sobre la superficie del sensor
en los RRfunc. 1, 2, 5y 6, dejando los otros cuatro anillos de referencia (RRref. 3,4, 7 y 8) como
se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Distribucion de los RR sobre la superficie del chip foténico para la deteccion de GLN.

Chip foténico: RRfunc. (mAb- GLN) y RRref.

Canal 1: extracto GLN Canal 2: extracto GLN
RR1: mAb-GLN (200ppm) RR5: mAb-GLN (200ppm)
RR2: mAb-GLN (200ppm) RR6: mAb-GLN (200ppm)

RR3: Referencia RR7: Referencia
RR4: Referencia RR8: Referencia

El tratamiento de la muestra como paso previo a la deteccién, se ha realizado mediante una
extraccion solido /liquido. Esta muestra de procedencia cérnica estd dopada con gluten de trigo
a 30ppm y para su extraccion ha sido necesario preparar una mezcla de EtOH al 60% en agua
desionizada como medio para poder extraer el gluten, el cual contine GLN. A continuacién, el
extracto carnico se pasa por los filtros de jeringa de 1 mL. Después, se diluye con PBST hasta una
concentracién de EtOH al 7.5% para poder realizar las medidas fotdnicas. Una vez finalizada la
fase de extraccion y dilucién, se realizaron las medidas para la deteccidon de la GLN. Los
resultados obtenidos se muestran en la grafica de la Figura 105.
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Figura 105. Representacion grafica del desplazamiento éptico frente al tiempo para el extracto GLN.
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La linea base de la medida fotdnica se establece de 0 a 420 segundos donde se ha fluido el
tampdn PBST al 7.5% de EtOH, de 420 a 1000 segundos se ha fluido el extracto carnico en PBST
y por ultimo la medida concluye con el lavado de la superficie del sensor fotonico empleando el
tampon PBST de los 1000 hasta los 1500 segundos. La duracidn total de la medida es de 25
minutos.

Los valores del desplazamiento obtenido en el sensograma de la Figura 105 para cada uno
de los RR, se ha analizado con el programa desarrollado por LUMENSIA. Este andlisis se realiza
en el tramo final de la medida durante el lavado, en este intervalo de tiempo (1000-1500seg.),
el valor del desplazamiento es de 29pm. El valor obtenido proviene de la resta entre valor medio
de los RRfunc. (2 y 6) menos el valor medio de los RRref. (3 y 4). Si incluimos este valor en la
recta de calibrado de la GLN (Figura 100), se obtiene un valor de 3.52ppm de GLN. Como este
valor se encuentra por encima del valor del LOQ (3.46pm), podemos asumir que la
concentracién de GLN es cuantificable. Entonces, para calcular la concentracién del gluten
procedente del extracto cdrnico es necesario deshacer las diluciones realizadas, en este caso
una dilucion 1/8, obteniendo por tanto un valor de 28ppm. Como la concentracion del gluten
inicial es de 30ppm en la muestra cdrnica, esto nos indica que aproximadamente se ha podido
extraer toda la GLN.

4.3 Patégenos

Los agentes patogénicos son muy contagiosos y pueden inducir enfermedades infecciosas a
plantas, animales e incluso seres humanos alterando su fisiologia. El término patdgenos, se
utiliza para referirse a un grupo de microorganismos como pueden ser las bacterias, los virus,
los hongos y los protozoos. De los cuatro patégenos mencionados, nos centraremos en las
bacterias y los virus, ya que forman parte del estudio realizado en este trabajo, concretamente
de la bacteria Escherichia coli (E.coli) y el Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2). Un ejemplo de las
partes que constituyen la estructura de estos microorganismos se muestra en la Figura 106.
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Figura 106. Representacion esquematica de las partes de una bacteria y de un virus.
Fuente (slideplayer.es/slide/4640577).

Los estudios realizados para la deteccion de patdgenos en este trabajo, ha dado lugar a unos
resultados preliminares sobre superficies planas de SisNs para la deteccién de E.coli via
aptdmeros como paso previo a las medidas fotdnicas. Estas medidas se realizardn mds adelante,
por lo que no se han podido incluir en la tesis. Ademas, de un control del pAb-PCV2 sobre
superficies de SisN4 plano para verificar que el Ab se inmoviliza correctamente, como paso previo
a las medidas foténicas que se han realizado sobre chip fotonico basado en anillos resonantes
para la deteccidn del virus porcino PCV2. Los resultados obtenidos, se describen a continuacion.

4.3.1 Deteccidn de la bacteria E.coli sobre superficies de nitruro de silicio plano

La E.coli es una bacteria que se localiza principalmente en el intestino de los seres humanos
y de los animales de sangre caliente (mamiferos y aves). El caracter patogénico de esta bacteria
depende de la cepa de origen. Por lo general, este microorganismo es inocuo y necesario para
la digestion de los alimentos. Sin embargo, en el caso de la cepa de E.coli 0157:H7, el consumo
de alimentos crudos, como carne picada, hortalizas o liquidos contaminados puede causar una
intoxicacion alimentaria provocando diarrea y vomitos. Afortunadamente, este microorganismo
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se destruye aplicando calor a todo el alimento partir de los 70°C, desde el exterior hasta el punto
mas interno para evitar cualquier tipo de riesgo. Segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), esta cepa de E.coli (0157:H7) es el mas alarmante debido al impacto que produce en la
salud publica®. De ahi, laimportancia de este analito en el sector alimentacidn y el sector medio
ambiente con el tratamiento de aguas, como indicador de la calidad del agua.

El ensayo realizado para la deteccion de la bacteria E.coli con aptameros como sondas de
captura, se basa en el uso de estrategias tipo ALISA. Estas estrategias consisten en un ensayo
tipo “sdndwich”, donde se inmoviliza sobre la superficie del substrato un aptdmero como sonda
de captura especifica del analito de interés y finalmente se ha empleado otro aptamero
especifico del mismo analito, como cierre de este ensayo. Los resultados obtenidos han dado
lugar para el reconocimiento de dos cepas no patogénicas de la bacteria E.coli (Origami y
XL1BLUE) como muestra patrén sobre superficies de SisN4 plano. Estas cepas han sido facilitadas
por Aptus Biotech, mientras que los aptdmeros de captura han sido desarrollados por los autores
que vienen descritos en la bibliografia®*. Para este experimento, se ha implementado el
protocolo D (Figura 59) como estrategia de funcionalizacion quimica para determinar la
capacidad de captura de la sonda inmovilizada. Este protocolo consta de dos partes, la fase de
biofuncionalizacidén que es donde se inmovilizan los aptdmeros de captura especificos de la
bacteria E.coli, ApE.coli 1 y ApE.coli 2, bloqueando la superficie con proteina BSA. Y la fase de
biodeteccion, donde se incuban las cepas de E.coli (Origami y XL1BLUE) y finalizando con el
aptdmero de deteccion ApE.coli 3, que es especifico de la bacteria y estda marcado con el
fluoréforo Cy5 para verificar asi la captura del analito.

En este experimento, se presentan dos tipos de ensayo para la activacién quimica de la
superficie. En el ensayo 1 la funcionalizacidn de la superficie con GLUT es durante 24h para las
superficies 1, 2 y 3, mientras que en el ensayo 2, la funcionalizacidn con GLUT es de 2h para las
superficies 4, 5y 6. El cuadro resumen del experimento se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. Esquema de las superficies preparadas para la deteccion de E.coli: protocolo D.

Ensayo 1 Ensayo 2
Superficie 1: Superficie 2: Superficie 3: Superficie 4: Superficie 5: Superficie 6:
Blanco E.Coli Origami E.Coli XL1BLUE Blanco E.Coli Origami E.Coli XL1BLUE
Fase de Biofuncionalizacion
1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h 1-PIRANA 1h

2-APTES 1% /
EtOH:DIW (95:5)%
2h

3-GLUT 2.5%/PBS
24h

4-Inmov. 24h

(F1) PBS + NaBHsCN
(control)

(F2) ApE.colil 9um /
PBS + NaBH3;CN

(F3) ApE.coli2 9um /
PBS + NaBH3;CN

2-APTES 1% /
EtOH:DIW (95:5)%
2h

3-GLUT 2.5%/PBS
24h

4-Inmov. 24h

(F1) PBS + NaBH;CN
(control)

(F2) ApE.colil 9um /
PBS + NaBH;CN

(F3) ApE.coli2 9um /
PBS + NaBH;CN

2-APTES 1% /
EtOH:DIW (95:5)%
2h

3-GLUT 2.5%/PBS
24h

4-Inmov. 24h

(F1) PBS + NaBH;CN
(control)

(F2) ApE.colil 9um /
PBS + NaBH;CN

(F3) ApE.coli2 9um /
PBS + NaBH;CN

2-APTES 1% /
EtOH:DIW (95:5)%
2h

3-GLUT 2.5%/PBS
2h

4-Inmov. 24h

(F1) PBS + NaBHyCN
(control)

(F2) ApE.colil 9um /
PBS + NaBH;CN

(F3) ApE.coli2 9um /
PBS + NaBH;CN

2-APTES 1% /
EtOH:DIW (95:5)%
2h

3-GLUT 2.5%/PBS
2h

4-Inmov. 24h

(F1) PBS + NaBH;CN
(control)

(F2) ApE.colil 9um /
PBS + NaBH;3CN

(F3) ApE.coli2 9um /
PBS + NaBH;3CN

2-APTES 1% /
EtOH:DIW (95:5)%
2h

3-GLUT 2.5%/PBS
2h

4-Inmov. 24h

(F1) PBS + NaBHsCN
(control)

(F2) ApE.colil 9uMm /
PBS + NaBH;3CN

(F3) ApE.coli2 9um /
PBS + NaBH;3CN

5-Block BSA | 5-Block BSA | 5-Block BSA | 5-Block BSA | 5-Block BSA | 5-Block BSA
1%/PBS 1h 1%/PBS 1h 1%/PBS 1h 1%/PBS 1h 1%/PBS 1h 1%/PBS 1h

Fase de Biodeteccion
6-MgCl, 1mM en | 6-E.coli Origami | 6-E.coli XL1BLUE | 6-MgCl. 1mM en | 6-E.coli Origami | 6-E.coli XL1BLUE

PBS 1h
7-ApEColi3-Cy5

(88pb) 1uMm  /
MgCl, 1mM en
PBS 1h

(20ufc/uL)/MgClz
1mM en PBS 1h
7-ApEColi3-Cy5

(88pb) 1um /
MgCl, 1mM en
PBS 1h

(20ufc/uL) / MgCl,
1mM en PBS 1h
7-ApEColi3-Cy5

(88pb) 1uM /
MgCl, 1mM en
PBS 1h

PBS 1h
7-ApEColi3-Cy5

(88pb) 1uM /
MgCl, 1mM en
PBS 1h

(20ufc/uL)/MgCl
1mM en PBS 1h
7-ApEColi3-Cy5

(88pb) 1uM /
MgCl, 1mM en
PBS 1h

(20ufc/uL) / MgClz
1mM en PBS 1h
7-ApEColi3-Cy5

(88pb) 1M/
MgClz 1mM en
PBS 1h

Después de

la fase de biodeteccidén, se escanean las superficies de SisNs plano y se

comprueba la validez de las sondas de captura inmovilizadas a 9uM, para el reconocimiento de
las cepas de E.Coli Origami y XL1BLUE a 20ufc/ulL. Las imagenes obtenidas del escaner de
fluorescencia se muestran en la Figura 107.
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Superficies Superficies Cierre de los ensayos 1y 2:
E"Si}m 1 Ensayo 2 APEColi3-Cy5 1uM / MgCl, 1mM/PBS

Superficie 1: Blanco Superficie 4: Blanco € F1: PBS + NaBH:CN (control)

€ F2: ApEColil 9uM / PBS + NaBH3CN

€ F3: ApEColi2 9uM / PBS + NaBH3CN

Superficie 2: Muestra Superficie 5: Muestra
< F1: PBS + NaBHsCN (control)
Cepa Origami a 20ufc/plL

€ F2: ApEColil 9uM / PBS + NaBH3CN

€ F3: AnEColi2 9uM / PBS + NaBH:CN

Superficie 3: Muestra Superficie 6: Muestra
< F1: PBS + NaBHsCN (control)
Cepa XL1BLUE a 20ufc/pL

€ F2: ApEColil 9uM / PBS + NaBHsCN
€ F3: ApEColi2 9uM / PBS + NaBHsCN

Figura 107. Imagen escaneada tras la fase de biofuncionalizacion para el reconocimiento de la E.coli.

De los resultados obtenidos podemos decir que de los dos aptdmeros inmovilizados como
sondas de captura (ApE.coli 1y ApE.coli 2), tan solo el ApE.coli 2 ha dado una sefial positiva para
la fila 3 de las superficies 2 y 3 del ensayo 1. Mientras que en las superficies 4, 5y 6
correspondientes al ensayo 2, la sefial de fluorescencia es practicamente nula, a excepcion de
un punto aislado de la superficie 5 que ha podido ser un pegado inespecifico del oligo de cierre
(ApE.coli 3). La unica diferencia que hay entre en el ensayo 1y el 2, es el tiempo de incubacidn
del agente de entrecruzamiento glutaraldehido (GLUT). Como en las superficies del ensayo 1 el
GLUT ha estado 24h en vez de las 2h del ensayo 2, éste ha tenido mas tiempo de incubacién y
por tanto asumimos que ha formado una capa organica en las superficies 1, 2 y 3 mayor que las
del ensayo 2, favoreciendo de esta forma la inmovilizacidn del aptdmero de captura. Esto quiere
decir, que las condiciones del ensayo 1 son éptimas para el reconocimiento de la bacteria a una
concentracidn de 20ufc/uL, para la combinacion del aptamero de captura ApE.coli 2 y el de
deteccion ApE.coli 3.

Sin embargo, se ha obtenido un falso positivo ante la ausencia de E.coli en la fila 3 de la
superficie 1 (blanco), esto se debe a las interacciones inespecificas del aptdmero ApE.coli 3 sobre
el ApE.coli 2, que se encuentra inmovilizado sobre la superficie. Por tanto, para calcular la seal
neta del reconocimiento de E.coli, tendremos que restar a la sefial total de las superficies 2y 3
(reconocimiento especifico del analito + pegado inespecifico del ApE.coli 3 sobre el ApE.coli 2),
la sefial del blanco (pegado inespecifico). El andlisis de datos procedente de las sefales de
fluorescencia del ensayo 1, se ha realizado con el software correspondiente al escaner de
fluorescencia. Los valores obtenidos, se muestran en la grafica de la Figura 108, correspondientes
a la sefial neta de la deteccion de las cepa de E.coli Origami y XL1BLUE.
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Deteccidn E.coli

140
o
L 120
© 100
e
(] 80
bt
o 60
S
= 40
(1}
o 20
= — |
3 Superficie 1: Superficie 2: Superficie 3: Sefial Neta: Sefial Neta:
Blanco Cepa Origami = Cepa XL1BLUE | Cepa Origami = Cepa XL1BLUE
H ApEColi2 100.5 104.5 117 4 16.5

Figura 108. Representacion grafica de los resultados del ensayo 1 para la deteccién de la E.coli.

De las dos parejas de aptdmeros propuestas para el reconocimiento de las cepas de E.coli en
el ensayo 1 (Figura 59), ha sido la combinacion de la pareja 2 (ApE.coli 2 / ApE.coli 3) la que ha
dado un sefial positiva. La sefial neta (Smuestra - Sblanco) para la deteccidn de las cepas de E.coli
ha dado un valor de 4 para la Origami, mientras que la XL1BLUE ha dado un valor de 16,5,
cuadruplicando asi la sefial neta. Podemos decir que estos aptdmeros que han sido
seleccionados previamente, han logrado una determinacidn positiva ante el reconocimiento de
las cepas de E.coli Origami y XL1BLUE a niveles de 1000 unidades formadoras de colonias (ufc)
por superficie (20ufc/uL * 50uL/superficie). Estos resultados son un paso previo al estudio
foténico como futuro trabajo.

4.3.2 Control de inmovilizacion del anticuerpo policlonal PCV2 (pAb-PCV2)

El Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) es un virus que se encuentra ampliamente extendido a
nivel mundial. Este virus afecta al ganado porcino, causando una amplia variedad de infecciones,
como la neumonia o problemas respiratorios. Es por ello, que el PCV2 se considera una epidemia
verdaderamente importante con un gran impacto econémico en el sector porcino. El problema
de los virus porcinos en muchas ocasiones proviene por los jabalies que infectan las granjas. La
importancia sobre la deteccion rapida y sencilla de este virus es una de las tareas que se asumen
en este trabajo. Ademas, para la deteccion de virus en cerdos hay que tener en cuenta el tema
de los virus/bacterias zoonéticas. Una enfermedad zoondtica es una enfermedad que puede
transmitirse entre animales y seres humanos y pueden ser provocadas por virus, bacterias,
parasitos y hongos.

El control de inmovilizacién del anticuerpo policlonal especifico contra el virus porcino PCV2
desarrollado en conejo (pAb-PCV2), se ha realizado siguiendo los pasos del protocolo F (Figura
61). Este protocolo se ha utilizado como estrategia de funcionalizacién quimica para verificar
que el pAb-PCV2 estd inmovilizado sobre la superficie. En la fase de biofuncionalizacion, se ha
inmovilizado el pAb-PCV2 a diferentes concentraciones (50, 100 y 200ppm), ademds de un
control inespecifico correspondiente al anticuerpo policlonal anti-trombina (pAb-THR).
Asimismo, se han empleado una serie de bloqueos como la BSA, la OVA, gelatina de pescado
(GF), tampdn de bloqueo basado en caseina (BB) y etanolamina (MEA). Mientras que las
superficies 11 y 12 no han sido bloqueadas. En el control de inmovilizacién se ha empleado el
anticuerpo secundario policlonal anti-conejo desarrollado en cabra y conjugado al fluoréforo
Alexa Fluor 647 (pAb?*-GAR), para la verificaciéon del ensayo. El cuadro resumen de este
experimento se muestra en la Tabla 20 y en |la Tabla 21.
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Tabla 20. Esquema de las superficies preparadas para el control de inmovilizacion del pAb-PCV2
(block BSA, OVA, GF)

Superficie 1: pAb-
PCV2sin
EDC/NHS

Superficie 2: pAb-
PCV2 con
EDC/NHS

Superficie 3: pAb-
PCV2 sin
EDC/NHS

Superficie 4: pAb-
PCV2 con
EDC/NHS

Superficie 5: pAb-
PCV2 sin
EDC/NHS

Superficie 6: pAb-
PCV2 con
EDC/NHS

Fase de Biofuncionalizacion

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW
pH5 2h

3-MES 0.1M
30min

4-Inmov. 2h
5-Block BSA 1% /
PBS 1h

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW
pH 5 2h
3-EDC/NHS MES
0.1M 30min
4-Inmov. 2h
5-Block BSA 1% /
PBS 1h

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW
pH 5 2h

3-MES 0.1M
30min

4-Inmov. 2h
5-Block OVA 1% /
PBS 1h

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW
pH 5 2h
3-EDC/NHS MES
0.1M 30min
4-Inmov. 2h
5-Block OVA 1% /
PBS 1h

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW
pH 5 2h

3-MES 0.1M
30min

4-Inmov. 2h
5-Block GF 1% /
PBS 1h

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW
pH52h
3-EDC/NHS MES
0.1M 30min
4-Inmov. 2h
5-Block GF 1% /
PBS 1h

Control de

Inmovilizacién

7-pAb2*-GAR
S5ppm/PBS 1h

7-pAb?*-GAR
S5ppm/PBS 1h

7-pAb2*-GAR

S5ppm/PBS 1h

7-pAb?*-GAR
Sppm/PBS 1h

7-pAb2*-GAR
Sppm/PBS 1h

7-pAb?*-GAR
Sppm/PBS 1h

Tabla 21. Esquema de las superficies preparadas para el control de inmovilizacion del pAb-PCV2
(Block BB, MEA y Sin bloqueo)

Superficie 7: pAb-
PCV2 sin
EDC/NHS

Superficie 8: pAb-
PCV2 con
EDC/NHS

Superficie 9: pAb-
PCV2 sin
EDC/NHS

Superficie 10:
pAb-PCV2 con
EDC/NHS

Superficie 11:
pAb-PCV2 sin
EDC/NHS

Superficie 12:
pAb-PCV2 con
EDC/NHS

Fase de Biofuncionalizacion

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW

1-PIRANA 30min.
2-CTES 1% / DIW

S5ppm/PBS 1h

S5ppm/PBS 1h

Sppm/PBS 1h

Sppm/PBS 1h

Sppm/PBS 1h

pH5 2h pH 5 2h pH 5 2h pH 5 2h pH 5 2h pH52h
3-MES 0.1M 3-EDC/NHS MES 3-MES 0.1M 3-EDC/NHS MES 3-MES 0.1M 3-EDC/NHS MES
30min 0.1M 30min 30min 0.1M 30min 30min 0.1M 30min
4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h 4-Inmov. 2h
5-Block BB1x / 5-Block BB1x / 5-Block MEA 0.1M | 5-Block MEA 0.1M | 5-Sin Bloqueo / 5-Sin Bloqueo /
PBS 1h PBS 1h / PBS 1h / PBS 1h PBS 1h PBS 1h

Control de Inmovilizacion
7-pAb2*-GAR 7-pAb2*-GAR 7-pAb2*-GAR 7-pAb2*-GAR 7-pAb2*-GAR 7-pAb2*-GAR

Sppm/PBS 1h

Después del control de inmovilizacion, se han escaneado las superficies de SisNs plano
obteniendo las imagenes de fluorescencia que se muestran en la Figura 109 y en la Figura 110.

Superficies activadas
con EDC/NHS

NG
Superficie 2

Superficies sin activar
%

Superficie 1

BSA 1% /PBS =>

S ficie 3
uperficie Superficie 4

< F1: pAb-PCV2 200 PBS
OVA 1%/ PBS > . ppm /

€ F2: pAb-PCV2 100ppm / PBS

€ F3: pAb-PCV2 50ppm / PBS

Superficie 5

€ F4: pAb-THR 100ppm / PBS
(control inespecifico)

Superficie 6

GF 1%/ PBS >

Figura 109. Imagenes del control de inmovilizacién del pAb-PCV2 con diferentes bloqueos.
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De los resultados obtenidos, la sefial de fluorescencia para las superficies activadas con
EDC/NHS es mayor en comparacion con la sefial de las superficies que no estan activadas. Esta
sefial, obtenida en las superficies activadas se compone de una parte covalente de la unién del
Ab a la superficie y otra componente por unidn inespecifica del Ab a la superficie. Si se le resta
la parte inespecifica, el resultado es la contribucion puramente covalente. El uso de los agentes
reticulantes EDC y NHS para la activacién de las superficies, ha permitido la formacién de enlaces
covalentes. Por tanto, la formacion de estos enlaces entre un grupo acido de la capa érgdnica
del silano CTES depositado sobre la superficie y un grupo amino del anticuerpo a inmovilizar, da
lugar a un enlace peptidico, favoreciendo de esta forma la sefial obtenida en el control de
inmovilizacion.

Asimismo, el control de la fila 4 correspondiente al anticuerpo policlonal anti-trombina (pAb-
THR) no ha dado ningun tipo de sefial. Esto se debe porque el anticuerpo pAb**-GAR empleado
para el cierre del ensayo tan solo es capaz de reconocer a otro anticuerpo que esté desarrollado
en un conejo, como ocurre en el caso del pAb-PCV2, pero no en el del policlonal pAb-THR, que
esta desarrollado en oveja.

Columna de superficies Columna de superficies
sin activar activadas con EDC/NHS

N2 N2
Superficie 7 Superficie 8
F1: pAb-PCV2 200ppm / PBS

F2: pAb-PCV2 100 PBS
BB1x /DIW > P ppm /

F3: pAb-PCV2 50ppm / PBS

F4: pAb-THR 100ppm / PBS

A i (control inespecifico)
Superficie 9 Superficie 10

MEA 0.1M / CB>

Superficie 11 Superficie 12

Sin Bloqueo 2>

Figura 110. Imagenes del control de inmovilizacién del pAb-PCV2 con diferentes bloqueos.

Por ultimo, el bloqueo con etanolamina (MEA) 0.1M a pH 9 en tampdn carbonato (CB) de las
superficies 9 y 10 no ha funcionado correctamente. Esto sucede porque el medio basico del CB
no es el mds adecuado para el pAb-PCV2 a diferencia de los demas bloqueos que estdn a un pH
neutro (PBS o agua). Por tanto, bajo estas condiciones de pH no ha sido posible la verificacion
del anticuerpo de captura pAb-PCV2.

El valor de la sefial neta por contribucidn covalente del anticuerpo pAb-PCV2, se corresponde
ala diferencia entre la sefal total de las superficies activadas y la sefial por adsorcién inespecifica
del anticuerpo sobre las superficies sin activar. Los datos obtenidos se han analizado con el
software del equipo de fluorescencia y los resultados se muestran en la grafica de la Figura 111.
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Control Inmovilizaciéon pAb-PCV2
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Figura 111. Representacion grafica de los resultados del control de inmovilizacion del pAb-PCV2

Si comparamos los valores de la sefial de fluorescencia para las tres concentraciones de
anticuerpo inmovilizado, se tiene un valor mayor para una concentracién de 50ppm que para
una de 100ppm o 200ppm. Esto significa que, si inmovilizamos por encima de los 50ppm de
anticuerpo sobre la superficie, antes se acabard saturando la sefial y por tanto se obtendran
resultados mayoritarios por pegado inespecifico del pAb-PCV2 inmovilizado sobre la superficie.

Los porcentajes correspondiente a la contribucidon por enlace covalente del anticuerpo
inmovilizado y bloqueado con diferentes disoluciones se representan en la Tabla 22.

Tabla 22. Porcentaje de contribucidn por enlace covalente del control de inmovilizacién del pAbPCV2

Contribucidn enlace covalente del pAb-PCV2 con diferentes bloqueos
[Sonda Inmov.] BSA1% | OVA 1% GF 1% BB1x MEA 0.1M | Sin Bloqueo
200ppm 36% 61% 94% 93% 30% 86%
100ppm 4% 16% 53% 90% 63% 100%
50ppm 77% 96% 72% 89% 5% 98%
Valor medio 39% 58% 73% 91% 32% 94%

La inmovilizacion del anticuerpo policlonal anti-PCV2 a tres concentraciones diferentes y con
diferentes bloqueos, ha tenido un resultado 6ptimo para el bloqueo con BB1x con un valor
medio del porcentaje de contribucién por enlace covalente del 91%. Ademas, el porcentaje para
las superficies sin bloquear es del 94%. De los datos obtenidos, podemos decir que las
condiciones de inmovilizacion del pAb-PCV2 con un bloqueo de BB1x, son practicamente igual
que las superficies que no han sido bloqueadas. La diferencia es que con el bloqueo BB1x, se
evitan las posibles interacciones inespecificas sobre las zonas libres de la superficie que estan
sin bloquear. El bloqueo dptimo para el control de inmovilizacién no tiene por qué ser el mejor
bloqueo para la deteccién del virus PCV2, ya que para el control se bloquea la superficie frente
al pAb?*-GAR y para la deteccidn se bloquea frente virus PCV2. Esta prueba de control es un
paso previo para pasar a las medidas fotdnicas.
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4.3.3 Deteccion del Circovirus Porcino PCV2 sobre chip fotdnico

El estudio realizado del control de inmovilizacion del pAb-PCV2 sobre superficies de SizNg4
plano, se han transferido a chips foténicos basados en estructuras de anillos resonantes (RR).
Este anticuerpo se ha empleado en este apartado como sonda de captura para la deteccién del
PCV2 como disolucién patron. Los resultados obtenidos de las medidas fotdnicas realizadas a
nivel de laboratorio (set-up), se clasifican en dos bloques. En el primero de ellos, se describen
los resultados obtenidos para la optimizacién de la sonda pAb-PCV2 inmovilizada y del agente
de bloqueo. En el segundo bloque, se describen los resultados de la dosis dependencia del PCV2
a diferentes factores de dilucion.

4.3.3.1 Deteccion del PCV2: optimizacion de la sonda y blogqueo

La fase de biofuncionalizacién del protocolo F (Figura 61) empleado en este ensayo, se ha
utilizado como estrategia de activacidén quimica para la deteccidn del Circovirus Porcino tipo 2
(PCV2) sobre chips foténicos. En la fase de biofuncionalizacién, se ha inmovilizado sobre la
superficie del sensor el anticuerpo de captura (pAb-PCV2) a dos concentraciones diferentes (200
y 400ppm). Asimismo, se han empleado una serie de bloqueos como la BSA, la OVA Yy la gelatina
de pescado (GF) para cada uno de los chips fotdnicos. El cuadro resumen de este experimento
se muestran en la Tabla 23

Tabla 23. Esquema de la fase de biofuncionalizacion de chips fotdnicos para la deteccidon del PCV2
(block BSA, OVA y GF)

Chip 1: Bloqueo BSA 1%

Chip 2: Bloqueo OVA 1%

Chip 3: Bloqueo GF 1%

Fase de Biofuncionalizacion

1-PIRANA 30min.

2-CTES 1% / DIW pH 5 2h
3-EDC/NHS MES 0.1M 30min
4-Inmov. 2h

(RRref): Anillos de referencia sin
disolucidn depositada.

(RRfunc1): Anillos funcionalizados
con pAb-PCV2 200ppm / PBS

(RRfunc2): Anillos funcionalizados
con pAb-PCV2 400ppm / PBS

5-Block BSA 1% / PBS 1h

1-PIRANA 30min.

2-CTES 1%/ DIW pH 5 2h
3-EDC/NHS MES 0.1M 30min
4-Inmov. 2h

(RRres): Anillos de referencia sin
disolucién depositada.

(RRfunc1): Anillos funcionalizados
con pAb-PCV2 200ppm / PBS

(RRfunc2): Anillos funcionalizados
con pAb-PCV2 400ppm / PBS

5-Block OVA 1% / PBS 1h

1-PIRANA 30min.

2-CTES 1% / DIW pH 5 2h
3-EDC/NHS MES 0.1M 30min
4-Inmov. 2h

(RRref): Anillos de referencia sin
disolucion depositada.

(RRfunc1): Anillos funcionalizados
con pAb-PCV2 200ppm / PBS

(RRfunc2): Anillos funcionalizados
con pAb-PCV2 400ppm / PBS

5-Block GF 1% / PBS 1h

Sobre los RR de las superficies de los chips fotdnicos 1, 2 y 3, se ha inmovilizado el pAb-PCV2
en los RRfunc. a dos concentraciones diferentes (200 y 400ppm) y en los RRref. no se ha
depositado ninguna disolucién. El esquema del chip foténico y la distribucién de los RR se
muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Distribucion de los RR sobre la superficie del chip foténico para la deteccion del PCV2.

Chip Foténico: RRfunc. pAb-PCV2 y RRref. Aire

Canal 1: PCV2 Canal 2: PCV2

RR1: pAb-PCV2 (200ppm) RR2: pAb-PCV2 (200ppm)

RR3: Referencia RR4: Referencia

RR5: pAb-PCV2 (400ppm) RR6: pAb-PCV2 (400ppm)

RR7: Referencia RR8: Referencia

La distribucion de los ocho anillos del chip fotdnico se agrupa en dos bloques de cuatro, los
RR impares se encuentran en el canal fluidico 1 (RR 1, 3, 5y 7), mientras que los RR pares (RR 2,
4, 6 y 8) estan situados en el canal 2. Después de la activacién quimica de la superficie de los
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chips foténicos y blogqueo durante la fase de biofuncionalizacion, estos chips se han
empaquetado con una lamina fluidica y se han colocado en el set-up optoelectrénico de
laboratorio. La deteccidn fotdnica del PCV2 se ha realizado a una velocidad de flujo constante
de 30uL/min por cada uno de los dos canales durante todo el experimento.

Los resultados obtenidos de la deteccién del PCV2 con diferentes bloqueos aplicados, Chip 1
BSA 1% (Figura 112), Chip 2 OVA 1% (Figura 113) y Chip 3 GF 1% (Figura 114) se ven reflejados
en los siguientes sensogramas. Estos datos se analizaron con el software de LUMENSIA. De la
medida del chip fotdnico 1 con bloqueo de BSA 1%, se obtuvo el siguiente sensograma para la
deteccidn del PCV2 a una dilucién de 1/100 (Figura 112).

od s . ~1Z !
Figura 112. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para PCV2 1/100, BSA.

En la Figura 112, durante los primeros 200 segundos se ha establecido la linea base de la
medida foténica fluyendo el tampdn PBST, seguidamente se fluye la muestra del PCV2 diluido
1/100 en PBST en el intervalo de tiempo de 200 a 750 aprox. y para finalizar la medida se procede
con el lavado de la superficie del sensor foténico fluyendo de nuevo PBST de los 750 a los 1000
segundos. La duracién de la medida ha sido de unos 17 minutos.

Los datos obtenidos del desplazamiento de la resonancia para esta medida son:

Canal 1: RRfunc. 1 (200ppm) y RRref. 3,7 = Valor medio neto del desplazamiento

Apmyoo = 63.87pm

Canal 2: RRfunc. 2 (200ppm), 6 (400ppm) y RRref. 8 2 Valor medio neto del desplazamiento
Apmyoo =45pm y Apmago = 105pm

El valor medio del desplazamiento neto para los RRfunc. 200ppm Apmzgo = 54.4pm

El valor medio del desplazamiento neto para los RRfunc. 400ppm Apmago = 105pm

Para la medida del chip fotdénico 2 con bloqueo de OVA 1%, se obtuvo el siguiente
sensograma para la deteccidn del PCV2 a una dilucién de 1/100 (Figura 113).
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Figura 113. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para PCV2 1/100. OVA.

En la Figura 113, los primeros 200 segundos se corresponden a la linea base de la medida
fotdnica que se ha obtenido al fluir el tampdn PBST, después se fluye la muestra del PCV2 1/100
en PBST de los 200 a 800 aprox. y para concluir la medida se procede con el lavado fluyendo de
nuevo PBST de los 800 a los 1000 segundos. La duracion es de 17 minutos. Como solo hay un
anillo de referencia, se utiliza el mismo valor para ambos canales.

Los datos obtenidos del desplazamiento de la resonancia para esta medida son:

Canal 1: RRfunc. 1 (200ppm), 5 (400ppm) = Valor medio neto del desplazamiento

Apmaoo = 23pm y Apmago = 16pm

Canal 2: RRfunc. 2 (200ppm), 6 (400ppm) y RRref. 8 = Valor medio neto del desplazamiento
Apmaoo = 40pm y Apmago = 33pm

El valor medio del desplazamiento neto para los RRfunc. 200ppm Apmzgo = 31.5

El valor medio del desplazamiento neto para los RRfunc. 400ppm Apmago = 24.5

La medida del chip foténico 3 con bloqueo de GF 1%, dio lugar al siguiente sensograma para
la deteccidn del PCV2 a una dilucién de 1/100 (Figura 114).

@ | ez O oo =)
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Figura 114. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para PCV2 1/100, GF.
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En la Figura 114, la descripcién del sensograma se corresponde inicialmente a la linea base
de la medida fotdnica para los primeros 200 segundos de fluir PBST, después la muestra del
PCV2 1/100 se fluye en PBST de los 200 a 500 aprox. y para finalizar la medida se procede a lavar
los canales fluyendo de nuevo PBST de los 500 a los 750 segundos. La duracién es de 13 minutos.

Los datos obtenidos del desplazamiento de la resonancia para esta medida son:

Canal 1: RRfunc. 1 (200ppm) y RRref. 3 = Valor medio neto del desplazamiento

Apmyoo = 38.7pm

Canal 2: RRfunc. 2 (200ppm), 6 (400ppm) y RRref. 8 > Valor medio neto del desplazamiento
Apmaoo = 60.3pm y Apmago = 47.3pm

El valor medio del desplazamiento neto para los RRfunc. 200ppm Apmzoo = 49.5pm

El valor medio del desplazamiento neto para los RRfunc. 400ppm Apmago = 47.3pm

En la Figura 115 se representa la seial de los RRfunc. a 200 y 400ppm y los RRref. frente al
tipo de bloqueo aplicado en los chips fotdnicos 1, 2 y 3. Ademads, se afiade una linea
correspondiente al valor de la relacion sefial ruido (S/R).

Deteccidn del virus PCV2
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Figura 115. Representacion grafica del desplazamiento éptico en pm frente al bloqueo empleado.

De los resultados representados, la sefial media obtenida de los anillos funcionalizados a
200ppm es mayor que la sefal de los anillos a 400ppm para los tres chips fotdnicos. Esto se
corresponde a una saturacion de los anillos para concentraciones de 400ppm, asumimos que a
estas concentraciones la sefal obtenida se debe a interacciones por pegado inespecifico entre
los propios anticuerpos inmovilizados como sonda de captura formando un tapdn en la ventana
del anillo, por lo que se determina que la concentracion maxima de sonda inmovilizada es de
200ppm. Por otra parte, el chip 1 (BSA 1%) que presenta los valores mas altos para las sefiales
de los RRfunc. en comparacién con los chips 2 (OVA 1%) y 3 (GF 1%), tiene a su vez un valor de
la sefial de los RRref. tres veces mayor que los chips 2 y 3, dando como resultado la relacién S/R
mas baja de los tres chips. Sin embargo, para el chip 3 que esta bloqueado con GF 1%, tiene el
valor mds alto de la relacion sefial ruido para los anillos funcionalizados a 200ppm. La diferencia
de sefial entre los diferentes agentes de bloqueo es ocasionada por las interacciones entre la
proteina utilizada y el virus cuando esta fluyendo sobre la superficie del sensor.

Los resultados alcanzados en este apartado han sido en primer lugar, el reconocimiento
especifico del patégeno Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) a una diluciéon 1/100 sobre chips
fotdnicos a diferentes concentraciones de sonda inmovilizada (200 y 400 ppm) y bloqueos (OVA
1%, Gelatina 1% y BSA 1%), ademas de la verificaciéon de la validez de la sonda pAb-PCV2
empleada. El resultado 6ptimo se corresponde para 200ppm de sonda inmovilizada y un
bloqueo de GF 1%, esta combinacion ha sido la resultante para aplicar en el siguiente apartado
referente al estudio de la dosis dependencia del PCV2.
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4.3.3.2 Deteccion del PCV2: relacién dosis dependencia

El estudio realizado en este apartado consiste en el seguimiento de la respuesta de la dosis
dependencia del virus PCV2 a diferentes diluciones sobre chips fotdnicos. El procedimiento
experimental consiste en la fase de biofuncionalizacion del protocolo F (Figura 61). Los RR sobre
la superficie del chip fotdnico se distribuyen de la siguiente manera (Figura 64), tomando como
muestra los dos RRfunc. con pAb-PCV2 como sonda de captura a 200ppm y el RR3 de referencia,
el RR4, 5y 8 se descartan, ya que solo se van a medir los anillos a 200ppm (Tabla 25).

Tabla 25. Distribucion de los RR sobre la superficie del chip foténico para la deteccion del PCV2.

Chip Foténico: RRfunc. pAb-PCV2 y RRref. Aire

Canal 1: PCV2 Canal 2: PCV2
RR1: pAb-PCV2 (200ppm) RR2: pAb-PCV2 (200ppm)
RR3: Referencia RR4-Referencia

La deteccion fotdnica del PCV2 se ha realizado a una velocidad de flujo constante de
30uL/min por cada uno de los dos canales durante todo el experimento. Los resultados
obtenidos se ven reflejados en los siguientes sensogramas, cuyos datos han sido analizados con

el software de LUMENSIA. Los valores del sensograma se corresponden al siguiente codigo de
los RR empleados para todas las medidas fotdnicas realizas.

Q ‘func 200ppm | o |func 200ppm | 9 |ref ‘

La primera medida del chip fotdénico bloqueado con GF 1%, se ha realizado a una dilucién
1/5000 del PCV2 en PBST como disoluciéon tampdn (Figura 116).

L 0 E2 3

Figura 116. Representacion grafica del desplazamiento éptico frente al tiempo para PCV2 1/5000.

En el sensograma de la Figura 116, los primeros 200 segundos se corresponden a la linea
base de la medida fotdnica durante los cuales se ha fluido el tampdn PBST. A continuacién, se
ha fluido la muestra del PCV2 diluido 1/5000 en PBST en el intervalo de tiempo de 200 a 800,
finalmente se procede con el lavado de la superficie del sensor fotdnico fluyendo de nuevo PBST
de los 800 a los 1000 segundos. La duracidn de la medida ha sido de unos 17 minutos. El valor
obtenido del desplazamiento de la resonancia para la medida 1 es: Apmzgo = 6.1pm.
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La segunda medida se ha realizado a una dilucién 1/2000 del PCV2 en PBST (Figura 117).

Figura 117. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para PCV2 1/2000.

En el sensograma de la Figura 117, los primeros 200 segundos se corresponden a la linea
base de la medida fotdnica durante los cuales se ha fluido el tampdn PBST. A continuacién, se
ha fluido la muestra del PCV2 diluido 1/2000 en PBST en el intervalo de tiempo de 200 a 800,
finalmente se procede con el lavado de la superficie del sensor fotdnico fluyendo de nuevo PBST
de los 800 a los 1000 segundos. La duracidn de la medida ha sido de unos 17 minutos. El valor
obtenido del desplazamiento de la resonancia para la medida 1 es: Apmzgo = 12.3pm.

La tercera medida se ha realizado a una dilucién 1/1000 del PCV2 en PBST (Figura 118).

Figura 118. Representacion grafica del desplazamiento éptico frente al tiempo para PCV2 1/1000.

En el sensograma de la Figura 118, los primeros 200 segundos se corresponden a la linea
base de la medida fotdnica durante los cuales se ha fluido el tampdn PBST. A continuacidn, se
ha fluido la muestra del PCV2 diluido 1/1000 en PBST en el intervalo de tiempo de 200 a 800,
finalmente se procede con el lavado de la superficie del sensor fotdnico fluyendo de nuevo PBST
de los 800 a los 1000 segundos. La duracidn de la medida ha sido de unos 17 minutos. El valor
obtenido del desplazamiento de la resonancia para la medida 3 es: Apmzgo = 17.3pm.
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La cuarta medida se ha realizado a una dilucién 1/500 del PCV2 en PBST (Figura 119).

Figura 119. Representacion grafica del desplazamiento dptico frente al tiempo para PCV2 1/500.

En el sensograma de la Figura 119, los primeros 200 segundos se corresponden a la linea
base de la medida fotdnica durante los cuales se ha fluido el tampdn PBST. A continuacidn, se
ha fluido la muestra del PCV2 diluido 1/500 en PBST en el intervalo de tiempo de 200 a 750,
finalmente se procede con el lavado de la superficie del sensor fotdnico fluyendo de nuevo PBST
de los 750 a los 1000 segundos. La duracidn de la medida ha sido de unos 17 minutos. El valor
obtenido del desplazamiento de la resonancia para la medida 4 es: Apmago = 33.4pm.

La quinta medida se ha realizado a una dilucién 1/100 del PCV2 en PBST (Figura 120).

Figura 120. Representacion grafica del desplazamiento éptico frente al tiempo para PCV2 1/100.

En el sensograma de la Figura 120, los primeros 200 segundos se corresponden a la linea
base de la medida fotdnica durante los cuales se ha fluido el tampdn PBST. A continuacidn, se
ha fluido la muestra del PCV2 diluido 1/100 en PBST en el intervalo de tiempo de 200 a 500,
finalmente se procede con el lavado de la superficie del sensor fotdnico fluyendo de nuevo PBST
de los 500 a los 700 segundos. La duracion de la medida ha sido de unos 12 minutos. El valor
obtenido del desplazamiento de la resonancia para la medida 5 es: Apmzgo = 52.9pm.
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En la Figura 121 se representa la relacién dosis dependencia del PCV2 a las diferentes
diluciones medidas con el set-up de laboratorio frente a la sefial obtenida.

Relacién dosis dependencia del PCV2
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Figura 121. Representacion grafica de la dosis dependencia del PCV2 a diferentes diluciones.

Podemos concluir el ensayo con unos resultados globales positivos. La tendencia se observa
claramente, si disminuye el factor de dilucién, aumenta el porcentaje de la concentracion del
PCV2 y viceversa. Si aumenta el factor de dilucién, disminuye la concentracion del analito y por
tanto la sefal neta de la deteccidn del PCV2. Este comportamiento es el esperado, ya que, mayor
concentracién de analito, mayor es la probabilidad que la sonda inmovilizada reconozca el PCV2
y por tanto mayor cambio en el indice de refraccién y de la sefial.
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5 CHAPTER 5: CONCLUSIONS

5.1 General conclusions

The general conclusions derived from the work done to detect thrombin, allergens and
pathogens are described below:

1.-Of the tests corresponding to the detection of the thrombin analyte, the covalent
immobilization of ApTHR on the sensor surface has been possible for the recognition of the
standard thrombin. However, for the mAb-THR and pAb-THR probes they could not be correctly
immobilized on the surface. Likewise, from the study conducted on the activation of a blood
sample, the effect of its viscosity and mobility has been verified, once the coagulation process
has begun. With this, we want to see how long the sample can flow without clogging the
microfluidic channel, face to next measurements with the laboratory set-up. On the other hand,
thrombin generated in the coagulation process must form a complex with antithrombin,
preventing ApTHR from recognizing the free analyte. However, the standard thrombin in
different biological samples is detected, so it is proposed to develop a specific capture probe for
this complex, assuming that this probe will be different from the probe for free thrombin.

2.-Of the tests corresponding to the detection of allergens, it should be noted that from the
parameters of the LOD (1.04ppm) and the LOQ (3.46ppm) obtained from the GLN calibration, a
sensitivity of 8.07pm/ppm has been achieved. Therefore, this calibration has served us as a
previous step to the realization of photonic measurements on chips, for the detection of GLN of
a meat extract, from a sample of meat doped with 30ppm of gluten. After successive dilutions,
a concentration of 3.52ppm corresponding to the GLN of wheat gluten has been detected,
whose value is above the limits of quantification of the biosensor. In conclusion, we can affirm
that our system is capable of measuring within the dynamic range of work, so it has been decided
to continue on this line of work for the detection of other allergens from eggs, milk and gluten.

3.-Of the tests corresponding to the detection of pathogens, it has been possible to recognize
two non-pathogenic strains of E.coli bacteria (Origami and XL1BLUE) at 1000cfu via aptamers
(ApE.Coli 1, 2 and 3). As the results of these tests are not very conclusive, it has been decided to
perform an immobilization control of the specific antibodies of the E.coli bacteria, to verify their
validity and then be able to use them as capture probes in photonic measurements. From the
tests for the detection of the PCV2 swine virus via antibodies, we can say that the validity of
pAb-PCV?2 as a capture probe at a 1/100 dilution of the virus has been verified. This result has
served as a preliminary step to the study of the dose dependence of PCV2 at different dilution
factors, from which we can conclude that our system is capable of detecting the virus up to a
dilution of 1/5000.

5.2 Future expectation

The task performed in this Thesis, gives rise to a wide range of possibilities as future lines of
work deposited in photonic biosensors. In addition, it should be noted that photonic technology
is booming, due to the versatility and performance offered by this sensing technique. This
confirms, therefore, that there is a high probability of bringing to market a product of these
characteristics. For this reason, the following steps are proposed:

1.-First, the expansion of analytes in the food sector, to get to have controlled the 14
allergens of mandatory declaration and those of pathogens, such as Lysteria monocytogenes,
Campylobacter, Salmonella. In addition to other sectors such as environment, health and
chemical and biological warfare.

2.-Second, to develop a portable and low-cost device, as a platform for real-time sensing
measurements and in a few minutes, for multi-analyte detection. In this case, LUMENSIA
Sensors is already working on it, to bring it to market in 2020.
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6 ANEXO: Estancia del Doctorado

La estancia del doctorado realizada en el Istituto Italiano di Tecnologia (IIT, www.iit.it) de
Génova con una duracién total de seis meses, ha sido posible gracias al contrato i-PFIS del
Instituto de Salud Carlos Ill, concedido al INCLIVA y en colaboracién con la empresa LUMENSIA
Sensors SL. Durante ese tiempo, el trabajo se ha realizado en el departamento de Plasmon
Nanotechnologies con Francesco De Angelis como investigador principal del grupo. Los
resultados previos, han dado lugar a su presentacidon en el “5th International Workshop on
Plasmonics (PLASMONICA 2017)” en la ciudad de Lecce (ITALIA), con el siguiente titulo:
“Plasmonic silver-alkyne nanoclusters as putative intracellular SERS-active probes”. La
continuacién del trabajo presentado en el congreso del 2017 ha permitido la publicacion de los
resultados obtenidos en la revista Scientific Reports con el titulo “Live Intracellular Biorthogonal
Imaging by Surface Enhanced Raman Spectroscopy using Alkyne-Silver Nanoparticles Clusters”
y DOI: 10.1038/s41598-018-31165-3.

6.1 Actividades realizadas.

Las actividades llevadas a cabo durante la estancia se describen a continuacién:

-Revision del estado del arte para la sintesis de nanoclusters de metalicos como sondas SERS,
permitiendo determinar cudles son las principales vias de disefio mas éptimas.

-Estrategia de sintesis para la obtencién de nanoclusters metdlicos (sondas SERS) formados

a partir de la unién de nanoparticulas de plata (AgNPs), del alquino 2-amino-3-mercapto-N-
(prop-2-inyl)propionamida (Alk) y del agente de entrecruzamiento Ditiotreitol (DTT) (Figura 122).
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Figura 122. Estrategia de sintesis para una sonda Raman plasmodnica basada en alquino.

-Evaluaciéon de las muestras obtenidas mediante el uso del espectrometro UV-Visible, las
microscopias SEM / TEM, y técnica SERS.

6.2 Objetivos alcanzados

Las actividades descritas anteriormente se han completado con éxito y han logrado alcanzar
el objetivo principal de este trabajo:

-Sintesis de nanoclusters y caracterizacion como sondas activas SERS intracelulares.
Ademas, se han alcanzado los siguientes objetivos especificos:
-Obtencidon de dos nanoclusters: el monémero AgNPs-Alk y el polimero AgNPs-Alk-DTT.

-Caracterizacién de los compuestos mediante espectroscopia UV-Visble permitiendo
clasificar los nanoclusters segun su pico de absorbancia.

-Resolucién de los diferentes tamarfios de los clusters obtenidos de la sintesis, medidos en
los equipos de microscopia SEM y TEM.

117


https://iit.it/

ANEXO: Estancia del Doctorado

-Control en la sintesis de sondas activas SERS con una seial detectable en la regién
silenciosa del espectro RAMAN vy solubilidad a largo plazo en medio acuoso.

-Mejora de la sefial SERS a 2030 cm, correspondiente al alquino, debido a la formacién de
un hot spot en la region central del dimero metdlico AgNPs-Alk-DTT, donde se concentra la
potencia después de la radiacion.

6.3 Experimental
El protocolo utilizado en la sintesis de los nanoclusters se desarrolla de la siguiente forma:

1) Preparacién de las disoluciones correspondientes a los reactivos utilizados en la sintesis.

a) Preparar la diluciéon del alcohol de polivinilo (PVA) utilizado, para la estabilizacién de las
nanoparticulas en disolucidn.

[PVA]stock = 13% > [PVA]f = 0.5%, Viotal = 150uL = Viiq. = 5.8l por pocillo.
-Pipetear el volumen correspondiente tres veces para cantidades pequenfias, evitando que la
punta de la micropipeta coja aire y se evite la formacién de burbujas.

b) Preparar la disolucion de nanoparticulas de plata (AgNPs).

-Tomar una alicuota de la disolucién comercial de AgNPs y ponerla en un eppendorf.
-Sonicar la suspensidn durante 5 min. en bafo a 20°C, una frecuencia de 59y 100 de potencia.
-Repartir la disolucién en dos eppendorf, centrifugar a 10000 rpm, durante 2 min. a 20°C.

-Retirar los eppendorf con sumo cuidado, pipetear el sobredrenante y desechar el
precipitado (que continene las NPs de mayor tamaiio no deseadas).

-[AgNPs]stock = 3.8nM = [AgNPs]¢= 1.5nM, Viotal = 150uL = Vaig. = 60pL.

c) Preparar la dilucion de alquino (Alk) con una ratio (1:2000).
[AlK]stock = 23% = [AlK]i = 11.5%107 %, Viotal = 2000uL = Vaig. = 1pul.
-[AIK]i = 11.5x103% - [Alk]s = 7.7x107° %, Viota = 150l = Vaiq = 1ul por pocillo.

d) Preparar las diluciones del Dithiothreitol (DTT), que actuara como agente crosslinker.
-Preparar una dilucién con una concentracion de 50uM de la disolucién stock inicial.
-[DTT]stock = 35000uM = [DTT]i = 50uM, Viotai = 1000uL = Vaiig. = 1.4pL.

-[DTT]i = 50uM > [DTT]¢ = 1.6uM, Viotar = 150l = Vaiiq. = 4.8 1L por pocillo.

-Homogeneizar la disolcuién de DTT en vortex unos segundos.

2) Una vez preparadas todas las disoluciones, llenar los pocillos correspondientes en una
gradilla de 96 pocillos con 150uL de agua Milli Q cada uno.
-Adicionar el PVA y homogeneizar rapidamente la disolucion con otra pipeta 5 veces.

-Afiadir el volumen de la disolucion de AgNPs, sin que la punta de la micropipeta toque la
disolucion e incubar 10 minutos.

-Afiadir a la disoluciéon de PVA y AgNPs el Alk e incubar durante 30 min. en agitacidn
constante, para estabilizar la disolucion.

-Adicionar el volumen correspondiente de DTT a la anterior disolucion, homogeneizar, e
incubar 30min. en reposo.

Esquema de las disoluciones preparadas en los pocillos con un Vg = 150pL.

-Control (CAu): Vi = 5.8uL PVA (13%) + 60uL AgNPs (3.8nM) + 84.2uL H,O0.

*CA: V= 5.8uL PVA (13%) + 60uL AgNPs (3.8nM) + 1uL Alk (1:2000) + 83.2uL H,O0.

-DA: V; = 5.8uL PVA (13%) + 60pL AgNPs (3.8nM) + 1uL Alk (1:2000) + 4.8pL DTT (50puM).
-Concent. finales: [PVA]¢ = 0.5%; [AgNPs]s = 1.5nM; [Alk]¢ = 7.7e™ %; [DTT]f = 1.6 uM.
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6.4 Caracterizaciéon de las muestras

La caracterizacion de las muestras obtenidas durante la sintesis de nanoclusters, se han
determinado mediante el uso de las siguientes técnicas: el espectro de UV-Visible, las
microscopias SEM/TEM y la espectroscopia RAMAN.

6.4.1 Espectro UV-Visible

Espectro obtenido en el equipo de UV-Visible para las tres muestras, donde al afiadir el Alk a
las nanoparticulas la disolucidon cambia de color de amarillo a anaranjado y su comportamiento
es semejante, mientras que al afiadir el DTT el pico de 400nm disminuye a la vez que aparece
uno nuevo a 620nm cambiando también el color de la disolucién a uno mas oscuro (Figura 123).
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Figura 123. Propiedades Opticas: 1.5nM AgNPs, 7.7e” % Alk, 1.6uM DTT, 0.5% PVA, agua milli Q, T2

amb. (20°C).

6.4.2 Microscopias SEM/TEM
SEM (Scanning Electron Microscopy)
Preparacion de la muestra:

-Afadir 1ulL de las disoluciones CAu (AgNPs+PVA), CA (CAu +Alk) y DA (CA + DTT) sobre el
disco dorado y secar a T2 amb. (Figura 124).

-Lavar con 1puL de agua Milli Q un par de veces y secar la gota previamente con papel.

Figura 124. Disco de SiO; recubierto por una fina capa de oro.
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TEM (Transmission Electron Microscopy):
Preparacion de la muestra:

-Depositar una gota de 2uL de la disolucién DA y dejar secar sobre el lado recubierto de
carbono en rejilla de la Figura 125.

Figura 125. Rejilla de cobre recubierta por una fina capa de carbono.

En la Figura 126 se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacién de los nanoclusters
sintetizados. Para el TEM se ha utilizado una rejilla de cobre recubierta con carbono como
soporte, mientras para el SEM se ha epleado un disco de SiO; recubierto de oro.

Figura 126. Imagenes TEM a 100keV de los nanoclusters en negro (izq y dcha arriba) y SEM a 5keV
del dimero y trimero en blanco (dcha abajo).

6.4.3 Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica utilizada para observar los modos: vibracional,
rotacional y de baja frecuencia en un sistema. La espectroscopia Raman se usa cominmente en
analisis quimico con el fin de proporcionar una estructura establecida mediante la cual se
pueden identificar las moléculas (Figura 127).
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Figura 127. Diagrama de los niveles de energia de los estados implicados en la sefial de Raman.
Fuente (wikipedia.org/wiki/Efecto Raman).
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Cuando se incide un haz de luz monocromatica de frecuencia vo sobre una muestra, la luz del
punto iluminado se recoge con una lente y se envia la informaciéon a un monocromador. Un
ejemplo de ello, son las nanoparticulas (NPs) metalicas y su capacidad para liberar calor local
después de ser irradiadas®®.

La formacién de dimeros mediante el uso del crosslinker DTT aumenta significantemente la
sefial SERS del espectro correspondiente al alquino (Figura 128). Durante la sintesis de estos
dimeros, se forman enlaces fuertemente covalentes entre el azufre y la plata, lo que favorece
un aumento considerable del comportamiento plasmdnico del nanocluster.
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Figura 128. Espectroscopia Raman: tiempo de integracidn 10s, laser de 533 nm, sustrato de SiO5,
objetivo 20X.
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7 APENDICE
7.1 Acronimos
Ab Antibody
Ap Aptamer
ALISA Aptamer-Linked Immobilised Sorbent Assay
ALP Alkaline phosphatase
APTES 3-aminopropyl-triethoxysilane
ASP Amnesic Shellfish Poisoning
ATP Adenosine Triphosphate
BB Blocking Buffer
BLG B-Lactoglobulin
BP Blood Plasma
BS Blood Serum
BSA Bovine serum albumin
CAS Casein
CB Coating Buffer
CMOS Complementary Metal-Oxide-Semiconductor
CTES Carboxyethylsilanetriol disodium salt
CWA Chemical Warfare Agents
DA Domoic Acid
DIW Deionized Water
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride
EtOH Ethanol
GLN Gliadin
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HRP Horse Radish Peroxidase
Ig Immunoglobulin
iPrOH Isopropyl alcohol
IR Infrared
LOC Lab-on-a-chip
LOD Limit of Detection
LRSP Long-Range Surface Plasmon
LSPR Localized Surface Plasmon Resonance
mAb Monoclonal Antibody
pAb Polyclonal Antibody
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MEA Monoethanolamine

MSD Mass Surface Density

mzi Mach-Zehnder Interferometer

NHS N-hydroxysuccinimide

NIR Near-infrared

OFG Optical fiber gratings

OVA Ovalbumin

ovo Ovomucoid

PBS Phosphate-buffered saline

PCB Printed Circuit Board

PIC Photonic integrated circuit

PPP Platelet Poor Plasma

PRP Platelet Rich Plasma

PWG Prolamin Working Group

Qcm Quartz Crystal Microbalance

RI Refractive Index

RIU Refractive Index Units

RT Room Temperature

SAW Surface Acoustic Wave

SELEX Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment

SERS Surface-enhanced Raman spectroscopy

SisNa Silicon Nitride

SPR Surface Plasmon Resonance

SPW Surface Plasmon Wave

SRSP Short-Range Surface Plasmon

TG Thrombin Generation

TIR Total internal reflection

TMS N-[3-Trimethoxysilyl)propyl]
ethylenediamine triacetic acid trisodium salt

UTI Urinary Tract Infection

WB Whole Blood

WGM Whispering-Gallery Modes
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