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RESUMEN

En este trabajo se desarrollé un método de biosensado para detectar a Staphylococcus
aureus con un limite de deteccién entre 1x10°—1x10% célulasl/m. Para este propdsito se
desarrollé un bioconjugado fluorescente coloidal constituido por nanoparticulas de oro
conjugadas con estreptavidina marcada con el croméforo isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC), el conjugado fluorescente fue bioconjugado con un
anticuerpo biotinilado Anti-S. aureus. La concentracion de estreptavidina fue
determinada mediante ensayos de validacion que fueron corroborados mediante
espectroscopia UV/Vis y microscopia electrénica de transmisiéon. Por medio de la
microscopia confocal se comprobd que el biosensor fluorescente fue capaz de reconocer
selectivamente al analito de interés.De los experimentos por espectroscopia de
fotoluminiscencia del filtrado del inmunosensor fluorescente, provenientes de un ensayo
de bioreconocimiento previo que fue filtrado por membrana, permitieron una medicién
directa de la concentracion bacteriana y fue posible establer un limite de deteccién del
inmunosensor de 1x10° células/ml.Los andlisis de bioimpedancia del imnunosensor
fluorescente sobre muestras contaminadas previamente, permitieron una medida
directa de la concentracion bacteriana y se establecio un limite de deteccion del
inmunosensor fluorescente de 1x10? células/ml. Derivado de los resultados, se propone
asi la solucion coloidal obtenida en este trabajo (inmunosensor fluorescente), el cual esta
elaborado a base de nanoparticulas de oro conjugadas con proteina (estreptavidina) e
inmunoglobulina (anti-S. aureus) como un método alterno para la deteccidén rapida

cualitativa y cuantitativa del microorganismo patégeno S. aureus.



ABSTRACT

A practical method to detect Staphylococcus aureus with a detection limit between
1x10°—1x102 cell/ml is reported. For this purpose, a colloidal fluorescent bioconjugate, which
is tested in contaminated samples, was obtained in this work. This is based in the use of gold
nanoparticles stabilized by tetramethylrhodamine isothiocyanate labeled streptavidin and
biofunctionalized with biotinylated anti-staphylococcus aureus antibody. Streptavidin
stabilized gold nanoparticles were obtained by titration procedures and corroborated by UV-
visible spectroscopy and transmission electron microscopy. The obtained fluorescent
bioconjugate, can selectively be linked to the surface of S. aureus in samples contaminated
with this pathogenic microorganism, as evidenced by confocal micrographs.
Photoluminescence emission of filtered bioconjugated nanoparticles which were previously
mixed with contaminated samples, provide a direct measure of the bacteria concentration,
with a detection limit of 1E5 cell/ml. On the other hand, bioimpedance measurements of
contaminated samples tested with this bioconjugate, also provide a direct measure of the
bacteria concentration with a detection limit of 1E2 cell/ml. This methodology could be

representing a versatile tool in the biosensing field.
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1 INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia. Durante la ultima década, la Nanociencia y la Nanotecnologia,
disciplinas de la ciencia que estudian y utilizan estructuras del tamafio de unos cuantos
nandmetros (1nm =1x10° m = 10 A), han pasado de ser una rama emergente, de cardcter
multidisciplinario, restringida Unicamente al ambito de unos cuantos laboratorios de
investigacion, a convertirse en una de las lineas tematicas de investigacion prioritarias en
cualquiera de los paises mas avanzados. En particular, el impacto de la Nanotecnologia en la
sociedad es innegable, debido a sus multiples aplicaciones y a su enorme capacidad para
generar nuevos materiales, dispositivos e instrumentos que introducirdn cambios, por
ejemplo: en procesos de fabricacion, en materia de salud en la manera en la que se
detectaran y tratardn enfermedades, a nivel ambiental en el desarrollo de dispositivos que
permitan monitorear y proteger el medio ambiente, en el rubro energético produciendo y
almacenando energia, asi como en la agroindustria mejorando la produccién de cultivos y
monitoreando la calidad alimentaria (Correia, 2010; Mongillo, 2007). La nanociencia vy
nanotecnologia estudian y utilizan nano estructuras, que son agrupaciones de atomos o
moléculas cuyas propiedades fisicas y quimicas dependen del tamafio y de la forma que
estas tengan. Con el propdsito de comparar el tamafio de los objetos y situar la ubicacién de
la nanoescala, la figura 1.1 muestra las relaciones entre el tamafio de diversos organismos
pluricelulares, unicelulares, nanoestructuras, moléculas y dtomos (Ramsden, 2009). Como
ejemplo de nano estructuras se encuentran los nanotubos de carbono, los cuales pueden ser
imaginados como una hoja de grafito envuelto, de tal manera que los &tomos de carbono en
la orilla de la hoja son covalentemente enlazados con los dtomos de la orilla opuesta de la
hoja. Quimicamente un nanotubo de carbono es extremadamente estable porque las
valencias de todos sus atomos de carbono estan saturadas, los nanotubos de carbono son
buenos conductores porque sus electrones se mueven libremente a lo largo de su estructura
de alambres. Los objetos nanoscépicos pueden tener propiedades que no pertenecen al
terreno de sus contrapartes, la mas grande (bulto) o la mas pequeiia (atomos)(Daniel &

Astruc, 2004).
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1.2 Nanoparticulas metalicas. Las nano particulas metalicas, las cuales constituyen un
sistema de trabajo interesante en la nanoescala debido a la facilidad con la cual pueden ser
sintetizadas y modificadas quimicamente en su superficie. Ofrecen una ventaja sobre otros
sistemas debido a sus caracteristicas dpticas que se diferencian de las del metal en bulto.
Este efecto se debe a que las nanoparticulas del metal exhiben una fuerte absorcion de la
resonancia del plasmén, las cuales se presentan como bandas en el espectro visible y por lo
tanto producen un profundo color evocador al de las tintas. Las propiedades dépticas de los

coloides metalicos dependen del tamafio y la forma de las particulas (figura 1.2).

Figura 1.2 Nanoparticulas metalicas.

El oro en bulto absorbe en todo el intervalo visible, con un pequefio valle entre 400-500 nm,
que hace que las peliculas de Au (oro) se vean azules en transmisién. Sin embargo para el
caso de nanoparticulas de oro cuyas dimensiones van desde 500 nm hasta 3 nm, el color
cambia gradualmente hasta naranja, pasando por varios tonos de purpura y rojo. Estos
efectos se deben a cambios en la resonancia del plasmon superficial, que es la frecuencia a la

que oscilan los electrones de conduccion en la superficie de la nanoparticula en respuesta al
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campo eléctrico alternante de una onda electromagnética incidente. Por debajo de 3
nm, el color cambia a parduzco y finalmente se hace incoloro, debido fundamentalmente a
efectos cudnticos (separacidon de niveles electrénicos en las bandas de conduccién y de
valencia). Aunque se pueden calcular espectros UV-visible para todos los metales, sélo unos
pocos (Au, Ag, Cu, y los alcalinos) poseen resonancias del plasmdn en el visible que les hacen
poseer colores intensos. Cuando las nanoparticulas no son esféricas (por ejemplo elipsoides
o cilindros) existen dos bandas de resonancia que se relacionan con la oscilacién transversal
y longitudinal de los electrones, siendo esta ultima muy sensible a la relacién de aspecto
(cociente entre eje largo y corto) de los cilindros. Esquemas y espectros representativos se

presentan en la figura 1.3 (Le Ru & Etchegoin, 2009).

Figura 1.3 Propiedades opticas de las nanoparticulas metdlicas. lzquierda: Esquema de la
interaccion de una radiacion electromagnética con una nanoesfera metalica y espectro con una sola
banda debida a la formacion de un dipolo inducido que oscila en fase con el campo eléctrico de la luz
incidente. Derecha: Oscilaciones transversal y longitudinal de los electrones en un nanocilindro

metdlico y espectro con las dos bandas respectivas.

Vemuwag o Prarimeg v

E + 24 f\( 4+t 44+ttt
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Aparte de las propiedades de las particulas individuales, también el entorno en el que
se encuentran afecta a sus propiedades. Se ha demostrado que tanto el indice de refraccidn
del medio, como la distancia media entre nanoparticulas metalicas adyacentes influyen en
los espectros. El efecto de las interacciones se ha utilizado para aplicaciones como la
deteccién de ADN, mientras que el efecto del medio se ha propuesto para aplicaciones en

biosensores (Correia, 2010;Pescador Rojas, 2006).

1.3 Métodos de sintesis de nanoparticulas. Avances en la quimica coloidal han generado
nuevos procesos sintéticos para obtener agrupaciones de atomos metalicos a escala
nanométrica. Por ejemplo, dispersiones coloidales de particulas metdlicas han sido
sintetizadas a partir de la reduccion de iones metalicos en presencia de diferentes solventes
y materiales organicos que han permitido restringir su crecimiento en la escala nanométrica
con un control del tamafo, homogeneidad, composicion y estructura. En general, se pueden
seguir dos rutas para sintetizar nanoparticulas metdlicas: métodos fisicos y métodos
quimicos. Los métodos fisicos, tales como espurreo, evaporacién metalica, divisién mecanica
involucran la subdivisién de los metales en bulto. Después de agregar algun tipo de material
protector se pueden obtener nanoparticulas estables. Aunque estos métodos son utilizados
para preparar diversos tipos de nanoparticulas, tienen la desventaja de ser poco efectivos
para el control del tamafio, forma, estructura y composicion, figura 1.4 (Daniel & Astruc,
2004; Pescador Rojas, 2006). En contraste, los métodos quimicos como reducciéon quimica,
reduccion fotolitica y reduccién radiolitica, juegan un mejor papel en la sintesis de las
nanoestructuras metdlicas ya que son procesos que permiten controlar el tamafio, forma,
estructura interna y composicién por medio de la variacion de las condiciones
experimentales. Para preparar los precursores atdmicos que son subsecuentemente
agregados a tamafios nanométricos, soluciones idnicas de metales son cominmente usadas
por estos métodos quimicos. Diferentes agentes reductores han sido empleados para
reducir los iones metalicos; por ejemplo, reductores para preparar dispersiones coloidales
de oro incluyen: formaldehidos, alcoholes, mondxido de carbono e hidracina, Figura 1.5

(Pescador Rojas, 2006).
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Figura 1.4 Métodos de preparacidn de las particulas metdlicas de tamaiio nanométrico.
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Figura 1.5. Mecanismo de reaccion de la reduccion de los iones de oro.

CH, — COOH CH,COOH
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Figura 1.6 Proceso de sintesis de nanoparticulas metalicas.
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Un método practico, para sintetizar nanoparticulas metdlicas en liquidos, es la
reduccion de iones de las correspondientes sales metdlicas en 4&tomos con valencia cero. En
sistemas acuosos el agente reductor puede ser adicionado o generado in situ, pero en los
sistemas no acuosos el solvente y el agente reductor son uno mismo. Solventes o liquidos
gue son facilmente oxidados como por ejemplo los alcoholes pueden asi funcionar tanto
como agentes reductores y como el agente dispersor. La reduccién de iones metdlicos por
agentes reductores en sistemas acuosos es el método establecido para la preparacion de
dispersiones coloidales de nanoparticulas metalicas. El método de Turkevitch ha sido ya un
procedimiento estandar para preparar nanoparticulas de oro en agua e involucra la
reduccion de los iones metalicos con citrato de sodio a atomos con valencia cero, figura 1.5
(Daniel & Astruc, 2004).

La formacion de nucleos y el sucesivo crecimiento, son dos procesos independientes,
en que se basa la sintesis de las particulas nanométricas y son los principales responsables
de los cambios en pardmetros como estructura, forma, tamafio y composicion, y
consecuentemente en las propiedades épticas, térmicas, electrénicas y cataliticas de tales
nanoestructuras. Las velocidades de nucleaciéon y crecimiento son determinadas
basicamente por las probabilidades de colisiones entre: Atomo-Atomo; Atomo-Nucleo y
Nucleo-Nucleo. La primera clase es la responsable del proceso de nucleacién y las dos
ultimas del proceso de crecimiento. Cuando la velocidad de reduccién es tan grande que casi
todos los iones son reducidos antes de la formacién de los nucleos y las probabilidades de
colisiones entre atomo-atomo son mayores que las otras dos, el tamafio de las particulas
resultantes es monodisperso y determinado por el nimero de ntcleos formados al inicio de
la reaccion (figura 1.6). Asi, todos los parametros de reaccién (temperatura, tiempo,
concentracion de los reactantes, orden en la cual los reactantes son adicionados a la
solucién, impurezas) que promuevan la creacion de un gran numero de nucleos y que
reduzcan la velocidad de crecimiento, facilitaran la formaciéon de particulas coloidales
metalicas de tamafio nanométrico. Las ventajas de este método quimico de preparacion son:
es muy simple y reproducible, las particulas obtenidas son nanométricas y homogéneas, la

estructura, tamano y forma de las particulas pueden ser controladas variando simplemente
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las condiciones de preparacion, tales como: el tipo de reductor, contenido de los iones
metadlicos, temperatura, agitacion, etc., las dispersiones coloidales son estables por meses y
presentan propiedades para diversas aplicaciones (Correia, 2010; Ferrer,2008; Pescador

Rojas, 2006; Daniel & Astruc, 2004).

1.4 Funcionalizacién y conjugacion de nanoparticulas metdlicas.El uso de nanoparticulas
metalicas como marcadores bioldgicos viene determinada por la posibilidad de
funcionalizacién con diferentes clases de biomoléculas como por ejemplo, anticuerpos,
proteinas, enzimas u oligonucledtidos. La adhesién de receptores bioldogicos a las
nanoparticulas (biofuncionalizacién) suele realizarse a través de la unién de diversos grupos,
como p.e. tiol terminales con la superficie de las nanoparticulas metalicas. A pesar de que
ésta es una aproximacion valida, en muchos casos este tipo de funcionalizacion superficial
no es tan sencilla ya que puede estar condicionada por el diferente grado de afinidad por la
superficie metdlica y del agente estabilizante usado en la sintesis de las nanoparticulas y en
otros casos en los que la bioconjugacion se realiza a través de una unién no covalente, ésta
puede no ser lo suficientemente estable, lo cual provocaria la agregacion/desestabilizaciéon
de las particulas debido fundamentalmente a la desorcién de ligandos o intercambios
superficiales dinamicos. Otra alternativa es la deposicidn de capas delgadas de silice sobre la
nanoparticulas, ya que aparte de conferir una mayor estabilidad, la quimica superficial de la
silice es muy versatil y permitiria reacciones covalentes de bioconjugacion a través de grupos
funcionales, como por ejemplo los aldehidos o los acidos carboxilicos (Hasanzadeh, Shadjou,

de la Guardia, Eskandani, & Sheikhzadeh, 2012).

La funcionalizacién de las nanoparticulas puede realizarse en disolucion, pero también
puede realizarse sobre nanoparticulas depositadas sobre sustratos adecuados. Esto requiere
una unién relativamente fuerte entre particulas y sustrato, a fin de evitar su
desprendimiento durante los procesos de bioconjugacién. En el caso de nanoparticulas de
oro depositadas sobre sustratos de vidrio, puede resultar conveniente la modificacion de los

sustratos con agentes aminosilano o mercaptosilano, de forma que existan en la superficie
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grupos afines a la superficie de las nanoparticulas. Un procedimiento alternativo es el
uso de polielectrolitos (layer by layer assembly, LBL) para provocar una atraccién
electrostdtica entre nanoparticulas y sustrato. Esta es una técnica sencilla y de aplicacion
muy general, que consiste en la inmersién de una sustrato cargado en una disolucién de un
polielectrolito de carga opuesta, de forma que se deposita una monocapa y se invierte la
carga superficial, seguida de la inmersidn en una dispersion de nanoparticulas cargadas, de
forma que se deposita una monocapa de nanoparticulas sobre la superficie modificada del
sustrato. La gran ventaja de este método es que se puede llevar a cabo a temperatura
ambiente sobre gran variedad de sustratos y con nanoparticulas que presentan superficies
de diversa naturaleza. La sensibilidad de la frecuencia de resonancia plasmoénica de
nanoparticulas metdlicas frente a las propiedades dieléctricas del medio que las rodea
constituye una herramienta muy util para la deteccién selectiva de moléculas mediante la
interaccion de las mismas con sus receptores biolégicos especificos, previamente

inmovilizados sobre la superficie de las nanoparticulas.

1.5 Biosensores basados en nanoparticulas metdlicas. Los biosensores constituyen una
importante alternativa en el diagndstico clinico, el control de enfermedades, monitoreo
ambiental y en la industria alimentaria para asegurar la calidad y seguridad de los productos
y procesos de control, mediante métodos efectivos, rdpidos y econémicos(Ge & Meng, 2009;
Srinivas et al., 2010). Un biosensor se define como un dispositivo compacto de analisis que
incorpora un elemento de reconocimiento bioldgico (dcido nucleico, enzima, anticuerpo,
receptor, tejido, célula, aptameros, nanoparticulas) asociado a un sistema de transduccion
qgue permite procesar la sefial producida por la interaccién entre el elemento de
reconocimiento y el analito (Cock & Aponte, 2009). El principio de deteccidn de un biosensor
se basa en la interaccién especifica entre el compuesto o microorganismo de interés y el
elemento de reconocimiento. Como resultado de esta unién se produce la variacion de una
o varias propiedades fisico-quimicas (pH, transferencia de electrones, de calor, cambio de
potencial, de masa, variacién de las propiedades épticas, etc) que detecta el transductor.

Este sistema transforma la respuesta del elemento de reconocimiento en una sefal
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electrdnica indicativa de la presencia del analito sometido a estudio o proporcional a su
concentracién en la muestra, figura 1.7 (Alkilany & Murphy, 2010). El uso de este tipo de
metodologias de biosensado basadas en nanotecnologia proveen alternativas interesantes y
prometedoras comparadas con las técnicas analiticas convencionales, debido a su tamaiio,
su especificidad, su alta sensibilidad, su corto tiempo de analisis, su capacidad de inclusidon
en sistemas integrados, su facilidad de automatizacion, su capacidad de trabajar en tiempo

real, su versatilidad y su bajo costo, entre otras (Thobhani et al., 2010).

Figura 1.7 . Diagrama esquematico de un biosensor.
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Uno de los aspectos que mas preocupa a la seguridad alimentaria es la presencia de
patégenos, derivada de los procesos de manipulacidn, almacenamiento y control de los
alimentos. El diagnéstico rapido y preciso de patégenos y su susceptibilidad a los antibidticos
es critico para el control de infecciones bacterianas (lvnitski, Abdel-hamid, Atanasov, &
Wilkins, 1999). Los ensayos biolégicos para la determinacién de patdgenos son muy
importantes, pero requieren desde algunos dias hasta semanas para la identificacién del
agente microbiano; por lo que la implementacién de una metodologia que requiera menos
tiempo de analisis, representaria una ventaja en la solucién de problemas de diagndstico por
contaminacién de alimentos por patégenos (Shinde, Fernandes, & Patravale, 2011). Tal
metodologia podria ser representada por el diseno y la elaboracién de un inmunosensor
basado en nanoparticulas metalicas, el cual es capaz de adherirse por bioafinidad a la
superficie del patégeno y revelar su presencia mediante distintos métodos analiticos (como
fluorescencia y dispersién Raman amplificada), asi como para poder evaluar
cuantitativamente el nimero de unidades formadoras de colonias. (Raschke et al., 2003). El
cuadro 1.1 muestra algunos reportes recientes sobre el estudio y desarrollo de biosensores
para la deteccién de patdgenos y sus biotoxinas basados en el uso de nanoparticulas y

nanoestructuras (Sanvicens, Pastells, Pascual, & Marco, 2009).
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Cuadro 1.1 Biosensores basados en nanoparticulas (Sanvicens et al., 2009).

TRANSDUCTOR NANOPARTICULA (NP)

AuNps

Au-Ag NPs

AuNPs

AuNPs

Magnéticas NPs
CdSe/ZnS core/shell
nanocristales

OPTICO

NPs silica dopadas-colorante

Dendrimeros PAMAM-OH

Dendrimeros PAMAM-NH,

Liposomas

Au NP modificadas screen-
printed electrodos

PtNP recubiertas de oro film
de nanoporos
ELECTRO-
Quimico
AuNp basadas en un
compuesto de grafito epoxido

Polianilina recubierta con NPs
magnéticas

Nanotubos de carbono de
pared sencilla

FUNCION DE
LA NP
Amplificacion de
la sefial

Sistema de

biosensado

Sistema de
biosensado

Sistema de
biosensado

Sistema de
biosensado

Sistema de
biosensado

Amplificacion de
la sefial

Amplificacion de

la sefial

Amplificacion de
la sefial

Amplificacion de
la sefial

Amplificacion de
la sefial

Amplificacion de
la sefial

Sistema de
biosensado

Sistema de
biosensado

PATOGENO

E. coli

S. aureus
Enterotoxina B

DNA genémico de B.
subtilis

Elemento de insercion de
S. enteritidis

E. coli 0157:H7

E. coli 0157:H7

P. aeruginosa

E. coli

Secuencias de RNA de B.
anthracis, C. parvum, E.
coli

E. coli 0157:H7

E. coli

ssDNA de Salmonella sp.

Endosporas de B.
anthracis

S. infantis

LIMITE

DETECCION

58.2+_1.37
pg/mL

0.1ng/mL

2.5fM

1ng/mL

2.3 UFC/mL

1 UFC/mL

4
1x10 UFC/mL

10-100 fmoL

6 UFC/tira

10 UFC/mL

9 fmoL

2
4.2x10
UFC/mL

100 UFC/mL

VENTAJAS

El limite deteccion disminuye
5500 veces comparado con un
sistema de AuNPs

Mayor sensibilidad a los
sistemas publicados.
Tiempo de ensayo 30 min.

Alta sensibilidad.
Tiempo de ensayo 30 min.

El limite deteccién incrementa
350%.

Sistema universal

La muestra no requiere pre-
tratamiento

Material de NOVO con
propiedades mejoradas

Tiempo del ensayo 16 min

Tiempo del ensayo 1 h.
Sistema libre de marcaje
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1.6 Staphylococcus aureus. El género Staphylococcus incluye mas de 30 especies, y de
las de interés en los alimentos son: S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, S.
scheiferi, S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lentus, S.
saprophyticus, S. sciuri, S. simulans, S. warneri, S. xylosus. Las especies de estafilococos
estan adaptadas al hospedero, habitando la mitad aproximadamente de las especies
conocidas en el hombre. Los mayores nimeros tienden a encontrarse cerca de los orificios
naturales de las superficies tales como las ventanas nasales anteriores, las axilas, y las zonas
inguinal y perineal donde, en habitats himedos, pueden alcanzar cifras de 10°-10° por
centimetro cuadrado y , en habitats secos 10-10%.En los alimentos, las dos procedencias mas
importantes son los portadores nasales y los individuos cuyas manos y brazos estan
infestados con diviesos y furinculos a quienes se les permite manipular alimentos. La
mayoria de los animales domésticos albergan S. aureus. La mastitis estafilocécica no es
desconocida en los rebafios lecheros, y si se ingiere la leche de las vacas infectadas o se usa
para fabricar quesos, las probabilidades de contraer una intoxicacién alimentaria son

elevadas, figura 1.8 (Sospedra, Soler, Mafies, & Soriano, 2012).

Figura 1.8 Microscopia electrénica de S. aureus (http://www.sciencephoto.com)

24



En relacidn a algunas especies que no son S. aureus, S. cohnii se encuentra en la piel de
las personas y alguna que otra vez en el tracto urinario y en las infecciones de las heridas. La
piel humana es el habitat tanto de S. epidermidis como de S. haemolyticus, estando
relacionado el ultimo con infecciones humanas. S. hyicus se encuentra en la piel de los
cerdos, donde a veces provoca lesiones y ha sido encontrado en la leche y en las aves de
corral. La piel de primates inferiores y de otros mamiferos es el habitat de S. xylosus, y la
piel de las personas y de otros primates es el habitat de S. simulans, S. schleiferi subespecie
schleiferi fue encontrado en muestras clinicas de personas enfermas con resistencia
disminuida a la infeccion, y la subespecie coagulans fue aislada en infecciones de oido de
perros. S. aureus subespecie anaerobius provoca enfermedades en las ovejas, y S. delphini
fue aislada en delfines. S. sciuri se encuentra en la piel de roedores y S. lentus y S. caprae
estan relacionados con las cabras, especialmente con la leche de cabra. A pesar de que
algunas de estas especies estan adaptadas a hospederos no humanos, no se excluye su
entrada en los alimentos humanos. Una vez en los alimentos sensibles, es de esperar que su
crecimiento lleve a la produccidon de enterotoxinas. Todas estas especies crecen en presencia

del 10% de NaCl(Boer et al., 2009; Normanno et al., 2007).

Los estafilococos existen, al menos en pequefias cantidades, en cualquier producto
alimenticio o en todos los que son de origen animal o en los que son manipulados
directamente por personas, a menos que se apliquen pasos en el tratamiento térmico para
efectuar su destruccidn. Los estafilococos se diferencian de otras bacterias Gram-positivas
por tener necesidad de determinados compuestos organicos en su nutricién. Necesitan
aminoacidos como fuente de nitréogeno y, entre las vitaminas del grupo B, necesitan tiamina
y acido nicotinico. Cuando crecen en anaerobiosis, requieren uracilo. En un medio minimo
para el crecimiento en anaerobiosis y para la produccion de enterotoxina, el glutamato

monosddico hace las veces de fuente de carbono, nitrégeno, y de energia(lrlinger, 2008).

S. aureus es un microorganismo mesofilo, el crecimiento se produce en un intervalo de
entre 7-48°C, las enterotoxinas son producidas entre 10-46°C, siendo la éptima entre 40-

45°C. Aunque S. aureus crece en medios de cultivo sin NaCl, es capaz de hacerlo a
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concentraciones de 7-10%, y algunas cepas crecen hasta a 20% de NaCl. Posee un alto
grado de tolerancia a compuestos tales como el telurito, el cloruro mercurico, la neomicina,
la polimixina, la azida sédica, todos los cuales han sido usados como agentes selectivos en
los medios de cultivo. S. aureus puede ser diferenciado de otras especies de estafilococos
por su mayor resistencia a la acriflavina. En el caso del borato, S. aureus es sensible,
mientras que S. epidermidis es resistente. Con respecto a la novobiocina, S. saprophyticus es
resistente, mientras que S. aureus y S. epidermidis no lo son. La capacidad para tolerar
niveles elevados de NaCl es compartida por otros representantes de los géneros Micrococcus
y Kocuria, que estan muy difundidos en la naturaleza y generalmente se encuentran en los
alimentos en mayor nimero que los estafilococos, dificultando asi el aislamiento de los

ultimos (Nema, Agrawal, Kamboj, Goel, & Singh, 2007).

S. aureus es capaz de crecer en el intervalo de 4-9.8 pero su pH éptimo se encuentra en el
intervalo de 6-7. Lo mismo que sucede con los demas intervalos de crecimiento, el pH
minimo de crecimiento exacto depende del grado hasta el cual los demas parametros estan
en niveles 6ptimos. En la mayonesa de elaboracién casera, se produjeron enterotoxinas
cuando el pH inicial era de 5.15 y cuando el pH final de crecimiento no tenia un valor menor
que 4.7. La SEB se produjo en un nivel de 158ng/100g con un indculo de aproximadamente
10°/g. El tamponado de un medio de cultivo a pH7 hace que se elabore mayor cantidad de
SEB que cuando el medio no esta tamponado o lo estd en la escala acida. Los estafilococos
son capaces de crecer en valores mas bajos que los correspondientes a otras bacterias
haléfilas. Se ha comprobado crecimiento en valores de actividad de agua de 0.83, aunque

pueden tolerar a,, de 0.86 como minima(Wu et al., 2013).

S. aureus produce muchas enzimas y toxinas, que incluyen cuatro hemolisinas (alfa, beta,
gamma y delta), nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas y colagenasas. Algunas cepas
producen una o mas exoproteinas adicionales, que incluyen la toxina del sindrome del
choque téxico (TSST1), enterotoxinas estafilocdcicas, toxinas exfoliativas y leucocidinas. De
las anteriores, las enterotoxinas, las cuales son potentes agentes eméticos, son consideradas

de gran riesgo a la salud del consumidor. Aunque se han reportado que S. aureus produce
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una gran cantidad de enterotoxinas, ocho de ellas han sido bien caracterizadas (tipo A,
B, Ci, C;, C3, D y E). Las enterotoxinas estafilocécicas (SE) de S. aureus son estables a los
tratamientos térmicos de 100°C por 30 min, un tratamiento que realmente mata a los
microorganismos. Las enterotoxinas son proteinas sencillas que, por hidrélisis, dan 18
aminodcidos, siendo los mas abundantes el acido aspartico, el acido glutamico, la lisina, y la
tirosina. La secuencia de aminoacidos de la SEB fue la que primero se determind. Su N
terminal es acido glutamico, y la lisina es el aminoacido del C terminal. La SEA, la SEB, y la
SEE estdn compuestas de 239-296 restos de aminodacidos. La SEC3 236 restos de
aminodacidos, y el N terminal es serina, mientras que N terminal de la SEC; es acido
glutdmico. Las enterotoxinas son resistentes a enzimas proteoliticas tales como tripsina,
quimiotripsina, la renina, y la papaina, pero son sensibles a la pepsina a un pH de 2. Las
enterotoxinas son termorresistentes, la actividad bioldgica de la SEB fue mantenida después
del calentamiento durante 16 horas a 60°C y pH7.3. El calentamiento de un preparado de
SEC durante 30 minutos a 60°C no dio cambio alguno en las reacciones seroldgicas. El
calentamiento de la SEA a 80°C/3 min o a 100°C/1 min hizo que perdiera su capacidad para

reaccionar serolégicamente(Podkowik, Park, Seo, Bystron, & Bania, 2013).

Las enterotoxinas estafilocdcicas, junto con la toxina del sindrome del choque tdxico (TSSST),
estan clasificadas como superantigenos bacterianos con respecto al reconocimiento de
antigenos in vivo, en contraposicidn con los antigenos convencionales. En estos ultimos, una
célula CD4 T facilita el contacto entre los receptores de antigenos de la célula T y las
moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los superantigenos
estafilocécicos se unen directamente a las cadenas B de receptores de las células T sin
tratamiento. Una vez unidas a las moléculas de clase Il del MHC, las SE estimulan a las
células T ayudantes para producir citoquinas tales como las interleucinas (IL), interferén
gamma, y factor de la necrosis de los tumores. Los superantigenos son proteinas que activan
clonas de células T muy diferentes. Entre las citoquinas, se produce una superabundancia de
IL-2 y parece ser que es la responsable de muchos o de la mayoria de los sintomas de la
gastroenteritis estafilocécica(Gonzalez-Fandos, Sierra, Garcia-Lopez, Garcia-Fernandez, &

Otero, 1999).
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El carboxilo terminal de las moléculas de las enterotoxinas estafilocdcicas es decisivo
para varias funciones. En un estudio que usd SEB, la supresidn de sélo nueve aminodcidos de
esta region motivé la pérdida completa de la actividad para estimular las células T. Se cree
que el carboxilo terminal es decisivo para la conformacién tridimensional de la molécula de
SEB. Los estudios con SEC; concluyeron que la enterotoxina se une a una hélice alfa de clase
Il del MHC de modo que la interaccion entre las células presentadoras de antigenos y las
células T estad estabilizada, determinando la produccién de citoquinas y la multiplicaciéon

subsiguiente de los linfocitos(Irlinger, 2008).

Los sintomas de la intoxicacién alimentaria estafilocécica suele aparecer cuatro horas
después de la ingestion del alimento contaminado, aunque se ha informado de un intervalo
de 1-6 horas. Los sintomas (nauseas, vomito, calambres abdominales, diarrea, sudoracién,
cefalalgia, abatimiento, y a veces una disminucidn de la temperatura corporal) generalmente
duran de 24 a 48 horas. En las personas sanas, el tratamiento habitual consiste en reposo y
mantenimiento del equilibrio liquido. Después de la remision de los sintomas, la persona
afectada no posee inmunidad demostrable frente a ataques periddicos, aunque los animales
se vuelven resistentes a la enterotoxina después de la administracion de dosis orales
repetidas. La comprobacién de la intoxicacidon alimentaria estafilocécica se realiza aislando
estafilococos enterotdxicos en el alimento sobrante y en las heces de las personas afectadas.
Se debe intentar extraer la enterotoxina de los alimentos sospechosos, especialmente
cuando el numero de células viables es escaso. La cantidad minima de enterotoxina
necesaria para provocar la enfermedad en las personas es aproximadamente 20ng (aunque
otros autores indican que es de 100ng)(Nema et al., 2007; Viswanathan, Wu, Huang, & Ho,

2006).

S. aureus es una bacteria ubicua, ya que es un comensal zoondtico y del humano. Una gran
variedad de alimentos favorecen el crecimiento de los estafilococos enterotoxigénicos. Estos
alimentos se contaminan con el microorganismo durante su preparaciéon, y la toxina se
formara si el alimento no es manejado cuidadosamente antes de su consumo. Los alimentos

gue se asocian a intoxicaciones estafilocdcicas son: carne de res, jamodn, cerdo, salsas, pollo,
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pavo, huevo, atun, langosta enlatada, papas, ensaladas, hongos enlatados, macarrones,

productos de panaderia y productos lacteos(Boer et al., 2009).

Los estafilococos no compiten bien con la flora normal de la mayoria de los alimentos, y
sobre todo en aquellos que contienen bacterias acido lacticas, donde las condiciones
permiten el crecimiento de éstos ultimos. Se ha demostrado la incapacidad de S. aureus
para competir tanto en los alimentos frescos como en los congelados. A temperaturas que
favorecen el crecimiento de los estafilococos, la flora saprofitica normal de los alimentos
depara proteccién frente al crecimiento de estafilococos debido al antagonismo, a la
competicion por determinados nutrientes, y a la modificacién del medio hacia condiciones
menos favorables para S. aureus. Las bacterias que se sabe que son antagdnicas del
crecimiento de S. aureus incluyen a Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas, S.
epidermidis, las enterobacterias, las bacterias acidolacticas y los enterococos.Se ha
demostrado que la SEA es resistente a diversos estreses ambientales, pero el crecimiento de
bacterias acidolacticas dio como resultado su disminucién, hecho que indujo a pensar que la
disminucién de la toxina pudo haber sido consecuencia de la actividad de determinadas

enzimas y otros metabolitos de las bacterias acidolacticas (Normanno et al., 2007; Sospedra

et al., 2012).
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2. JUSTIFICACION

a incidencia de enfermedades gastrointestinales asociadas a microorganismos de origen
bacteriano como Staphylococcus aureus requieren el desarrollo de nuevos métodos de
biodeteccidn que sean especificos y sensibles a bajos niveles de contaminacion. Por lo que
los sistemas de deteccién basados en el uso de nanoparticulas pueden tener un gran

potencial para la identificacidon y cuantificacién de éste patdgeno.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un inmunosensor basado en nanoparticulas de oro para la deteccion de

Staphylococcus aureus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de oro para obtener protocolos estandarizados.

Obtener conjugados constituidos por nanoparticulas de oro y la proteina estreptavidina

unida a su superficie.

Desarrollar el nano-inmunosensor constituido por los conjugados de nanoparticulas con
estreptavidina unidos a anticuerpos especificos para reconocimiento de Staphylococcus.

aureus.

Conocer las caracteristicas 6pticas y estructurales del bioconjugado y del inmunosensor
empleando técnicas Opticas (fluorescencia, UV-Vis), micrograficas (TEM, SEM, AFM) vy

vibracionales (SERS, FTIR).

Evaluar la capacidad de identificacidn del nano-inmunosensor sobre Staphylococcus aureus.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos, material biolégico y medios de cultivo. Se enlistan a continuacién.

Cuadro 4.1 Reactivos, material bioldgico y medios de cultivo empleados en este trabajo.

Reactivo
Acido tetracloroatrico (HAuCl,-3H,0)
Citrato de sodio (CgHsNaz0; - 2 H,0)
Cloruro de sodio (NaCl)

Reactivos patrén Mc Farland: Acido sulfurico
(H,S0,),Cloruro de bario (BaCl,. 2 H,0).

Reactivos buffer de fosfatos:Cloruro de sodio
(NaCl),Cloruro de potasio (KCl),Fosfato
monobasico de potasio (KH,PO,),Fosfato
dibasico de sodio (Na,HPQ,).

Tincién de Gram:Cristal violeta,Yoduro de
yodo,Alcohol etilico 95% ,Safranina.

Material Bioldgico

Estreptavidina (a partir de Streptomyces
avidinii).

Estreptavidina conjugada con isotiocinanato de
tetrametil rodamina (TRITC) (a partir de
Streptomyces avidinii).

Anticuerpo Anti-Staphylococcus aureus
biotinilado.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Medio de cultivo

Agar infusién cerebro corazén

Caldo infusién cerebro corazén

Marca
Sigma Aldrich®
JT Baker®

Sigma Aldrich®

Marca y/o origen

Sigma Aldrich®

Sigma Aldrich®

Abcam®

Donada del Laboratorio de Microbiologia
Hospitalaria y Comunidad del Centro de
Investigacidn en Ciencias Microbioldgicas de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Marca

BIOXON de México S.A. de C.V.

BIOXON de México S.A. de C.V.
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4.2 Equipos.

4.2.1 Espectrofotometro de UV/Vis. Las pruebas de espectrofotometria fueron llevadas a
cabo empleando un equipo UV/Vis Evolution 300 (Thermo Scientific™) equipado con una
[ampara de Xendn y ancho de banda variable. En las mediciones se usé una celda de cuarzo
con paso o6ptico de 1cm fabricada por Agilent. Fue utilizado para medir la banda de
resonancia del plasmén superficial de las nanoparticulas de oro, conjugado, bioconjugado y

biosensor.

4.2.2 Espectrometro de infrarrojo por transformadas de Fourier (FT-IR). Los analisis por FT-
IR fueron efectuados con un espectrometro de infrarrojo por transformadas de Fourier
Bruker Vertex 70 (Alemania) en modo ATR en la regién media del Infrarrojo (4000 -
400cm™?), equipado con el accesorio MIRacle ATR y una placa de muestreo con cristal de

diamante de Pike Technologies (Wisconsin, USA).

4.2.3 Microscopio electronico de transmision (MET). Se empled un microscopio electrénico
de transmisién Philips modelo Tecnai 10 con un voltaje de operacion de 80kV para analizar la

forma y tamafio de las nanoparticulas de oro y del conjugado.

4.2.4 Microscopio confocal de barrido laser. Para evaluar la capacidad de identificacidon
selectiva del biosensor fluorescente sobre S. aureus en medio acuoso y en muestras de leche

se empled un microscopio confocal multifoténico 710 Carl Zeiss.

4.2.5 Sistema de medicidon por bioimpedancia. Para establecer el limite de deteccion del
biosensor fue utilizado un analizador de impedancia modelo 4294A (Agilent) con un rango de
frecuencia 40Hz a 100Hz. Este sistema fue adaptado con electrodos de oro posicionados de
tal manera que el circuito eléctrico se cierra a través de una muestra de bacterias
suspendidas en 150 microlitros. Las mediciones se desarrollan en el rango de frecuencia de

100 Hz a 100 MHz a 181 pasos espaciados logaritmicamente.

4.2.6 Sistema de medicidn por fotoluminiscencia. Para establecer el limite de deteccidon del

biosensor se utilizd un sistema de medicién de emision de fotoluminiscencia (PL, por sus
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siglas en inglés, photoluminescence) mediante el uso de la linea de excitacidon 375 nm
de un laser de estado sélido Spectra-Physics, con una potencia de salida de 16 mW, pasando
por la muestra liquida que esta contenida en una celda de cuarzo. La sefial de emisién de la
muestra se introdujo en un monocromador Horiba Jobin Yvon (iHR320) provisto de un
detector de CCD, dos filtros de pase largo (420 y 512 nm) se utilizaron para eliminar la linea

laser.

4.3 Preparacion de Staphylococcus aureus.

4.3.1 Para su conservacion. Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue cultivada en tubos de
ensaye con agar inclinado de infusidn cerebro corazén e incubada a 37°C por 12horas, se
conservaron en refrigeracion a 4°C. Como control de calidad se realizaron tinciones
diferenciales de Gram periddicamente. Por microscopia dptica se observan los cocos tenidos
de un color azul-morado caracteristicos de una bacteria Gram (+), asi mismo se observaron

las células agrupadas en racimos de uva caracteristicas de la bacteria.

4.3.2 Preparacion de la bacteria para ensayos con el sensor. Staphylococcus aureus ATCC
25923 fue cultivada en una caja petri con agar infusién cerebro corazén ( el medio de cultivo
se prepard de acuerdo a las especificaciones del fabricante) utilizando la técnica de estria
cruzada e incubada a 37°C por 12horas (como control de calidad se realizaron tinciones
diferenciales de Gram).Posteriormente fue tomada una colonia y se inoculd en un matraz
Erlenmeyer (capacidad de 25ml) con 20ml de caldo infusién cerebro corazon, se incubo a
37°C por 12horas (nuevamente de realizé la tincion de Gram como control de calidad). Se
tomd un mililitro del cultivo bacteriano y fue colocado en un tubo eppendorf y se centrifugd
a 10,000 rpm por 10 minutos hasta obtener un pellet, las células fueron resuspendidas en 1
ml de buffer de fosfatos (10mM) diluido 1/ 100, el procedimiento se repitio tres veces con la

finalidad de eliminar el medio de cultivo residual, al final se resuspendié en un voliumen de
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1ml de buffer de fosfatos 10mM diluido 1/100 . En el cuadro 4.2 se muestran los

reactivos utilizados en la preparacion del buffer de fosfatos.

Cuadro 4.2 Reactivos utilizados en la preparacion de buffer de fosfatos.

Buffer de fosfatos (10mM)

Cloruro de sodio (NaCl) 0.8¢g
Cloruro de potasio (KCl) 0.02g
Fosfato monobasico de potasio 0.027 g
(KH2PO,)
Fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,) 0.08-0.22g Variar concentracién

hasta ajustar pH=7.4

Aforar a un volumen de 100ml.

4.3.3 Patron McFarland. Los patrones Mc Farland se utilizan como patrones de turbidez en
la preparacion de suspensiones bacterianas normalizadas para establecer el nimero de
bacterias por mililitro segln una escala que va de 0.5 a 10. Los estandares de Mc Farland se
preparan al mezclar soluciones de acido sulfurico 0.18M y cloruro de bario 0.048M
produciendo la formacién de un precipitado de sulfato de bario en volimenes especificos. La
reacciéon quimica se describe: H;SO4 (a)+BaCly(ac) --->BaS0y (5) +2HCl5) . En el cuadro 4.3 se
muestran las relaciones de volumes para obtener los patrones Mc Farland utilizados en este
trabajo. Una vez preparados los estandares utilizando condiciones asépticas se almacenaron
al abrigo de la luz a temperatura de refrigeracioén, evitando la congelacién. Antes de ser
utilizados deben alcanzar la temperatura ambiente y deben agitarse antes de ajustar la

turbidez bacteriana.
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Cuadro 4.3 Relacion de volumenes para la preparacion de estandares Mc Farland.

Volumen 100 ml

Numero .
d Equivalente en
’e BaCl, 0.048M = H,SO, 0.18M numero de células/ml
estandar
(ml) (ml)
0.5 0.5 99.5 1.5x10°
1 1.0 99 3x10°
2 2.0 98 6x10°
3 3.0 97 9x10°
4 4.0 96 12x10°
5 5.0 95 15x10°
6 6.0 94 18x10°
7 7.0 93 21x10°
8 8.0 92 24x10°
9 9.0 91 27x10°
10 10.0 90 30x10°

4.3.4 Cuantificacion bacteriana por turbidimetria. Una vez preparada la bacteria como se
describio en el apartado 4.3.2 fueron utilizados los patrones Mc Farland para ajustar la
turbidez de la suspension microbiana y que correspondiera al estandar numero 4
equivalente a 12x10° células/ml; posteriormente se prepararon diluciones seriadas a partir
de la suspension ajustada y se obtuvieron diluciones del microorganismo que fueron desde
12x107 células/ml hasta 12x10° células/ml, se utilizé como diluyente buffer de fosfatos 1/100
a un volumen final de 10ml. Estas diluciones bacterianas se utilizardn en los ensayos

descritos en los apartados 4.7, 4.8 y 4.9.
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4.4 Nanoparticulas de oro.

4.4.1 Sintesis de nanoparticulas de oro. Las nanoparticulas de oro (AuNPs) fueron
sintetizadas por reduccion quimica del acido cloroaurico (HAuCls-3H,0) utilizando como
agente reductor y estabilizante al citrato de sodio (CgHsNazO; - 2 H,0). El tamafio de las
nanoparticulas de oro sintetizadas por este método es de aproximadamente 20nm
(Turkevich, John; Cooper 1951; Daniel en Astruc 2004). Se prepard una solucion al 4% de
HAuCl; y se adicionaron 0.5ml a 200ml de agua desionizada llevandose a ebullicién con
agitacion constante, enseguida se adicionaron 3ml de una solucién de citrato de sodio al 1%.
La reaccién se mantuvo en reflujo por 30 minutos. La reaccidn de sintesis de nanoparticulas
de oro por citrato reduccidn presenta una coloracién que se aprecia a simple vista, al inicio
es incolora pero conforme transcurre el tiempo adquiere tonalidades que van desde el gris
pasando por el morado hasta el color final rojo rubi (caracteristico de las particulas
monodispersas de aproximadamente 20nm). Posteriormente la reaccidon se enfrié a
temperatura ambiente y se transfirid a tubos falcon, se centrifugaron a 3,500rpm por 40min
a una temperatura de 5°C. Se separo el sobrenadante y fue desechado. Se resuspendio el
precipitado de nanoparticulas de oro en 5ml de agua desionizada estéril y se mantuvieron en

refrigeracién a 4° C protegidas de la luz hasta su uso.

4.4.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro por espectrofometria UV/Vis. Las
soluciones coloidales sintetizadas fueron caracterizadas individualmente por
espectrofometria empleando un equipo UV/Vis Evolution 300 (Thermo Scientific™). Se hizo
un barrido que comprendié un intervalo de longitud de onda entre los 300-800nm con una
resolucién de 1nm. Posterior a la sintesis se tomd una alicuota de 1ml y se midié su
absorbancia utilizando una celda de cuarzo con paso dptico de 1cm (Agilent). La resonancia

del plasmon superficial (SPR, por sus siglas en inglés, surface plasmon resonance) es visible
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como una banda de absorbancia bien definida cercana a 521nm, caracteristica de

coloides monodispersos con un tamafio de 20nm aproximadamente (Haiss et al. 2007).

4.4.3 Determinacion del tamaio y concentraciéon de las nanoparticulas de oro. El tamaio
(d) y concentracién (N) de las nanoparticulas de oro fueron calculados a partir de las
ecuaciones descritas por Haiss et al. 2007. Los espectros UV/Vis de las nanoparticulas de oro
obtenidos en el apartado 4.4.2 se utilizaron para determinar los valores de absorbancias. La
ecuacién de la figura 4.1 (A) fue empleada para calcular el tamafio (en nanémetros, nm)
donde Ay, = corresponde a la absorbancia de la banda de resonancia del plasmoén superficial,
Ayso - corresponde a la absorbancia de las nanoparticulas a 450nm, B;=3.00 y B,=2.20 son
constantes establecidas por los autores. Esta ecuacién tedrica-experimental permite calcular
tamafios de particulas entre 5-80nm (Haiss et al. 2007). La ecuacidn de la figura 4.1 (B) se
utilizé para calcular la concentracién (particula en mililitro, p/ml) donde Asso - coresponde a
la absorbancia de las nanoparticulas a 450nm y d=es ell tamano de la nanoparticula

(calculado anteriormente). Se utilizé el software MathCad 15.0 para realizar los calculos.

Figura 4.1. Ecuaciones empleadas en la determinacién de tamafio d (A) y concentracién N (B) de
nanoparticulas de oro.

A
d= eXp(Bl f — Bz) N

Ay x 10
d— %82
450

dg[—o,z.% + 136 exp (— (W

(A) (B)

4.4.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro por microscopia electronica de
transmision (MET). Se empled un microscopio electrénico de transmision Philips modelo
Tecnai 10 con un voltaje de operacién de 80kV para obtener imagenes que permitieron

analizar forma y tamafo de las nanoparticulas de oro. A partir de las imagenes MET se
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determiné el drea de las nanoparticulas utilizando el programa Imagel (programa de
procesamiento de imagenes desarrollado por NIH, por sus siglas en inglés, National Institute

of Health ) y se realizé un analisis de distribucion de tamafios de nanoparticulas.

4.4.5 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro por FT-IR. Las nanoparticulas de oro
sintetizadas y caracterizadas como se describid en las metodologias de los apartados 4.4.2 y
4.4.3 fueron analizadas por FT-IR. Se usé como background base seca cristal efectuandole 30
barridos, posteriormente se colocaron 1.5 ul de nanoparticulas en el cristal de ATR hasta

sequedad y se midié la muestra, cada espectro fue producto de 120 barridos.

4.5 Conjugado: nanoparticulas de oro recubiertas con estreptavidina. Una vez sintetizados
y caracterizados los coloides (como se describio en el apartado 4.4) se ensamblo el siguiente
elemento del sensor “el conjugado” que esta constituido por la nanoparticula recubierta por
una proteina, con la finalidad de estabilizar el coloide y permitir la unidn posteriormente con
el elemento de reconocimiento bioldgico (ERB). Se empleo a la proteina estreptavidina en
dos presentaciones: sin marcar y marcada con el fluoréforo isotiocianato de

tetrametilrodamina (TRITC, por sus siglas en inglés, tetramethylrhodamine).

4.5.1. Conjugacion de nanoparticulas de oro con estreptavidina sin marcar. Se llevo a cabo
un experimento para determinar la concentracion éptima de estreptavidina para recubrir la
superficie de las nanoparticulas de oro. Las nanoparticulas se alicuotaron en tubos
eppendorf y a cada tubo se le agregaron concentraciones crecientes de estreptavidina, las
concentraciones de nanoparticula y proteina se muestran en el cuadro 4.4. Los tubos fueron

agitados en vortex e incubados por 4 minutos a temperatura ambiente.
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Cuadro 4.4 Relacion de concentraciones utilizadas en la conjugacion.

Estreptavidina Nanoparticulas Conce.njcracién
(Img/mL) estreptavidina (ug/ml)
3ul 997ul 3ug/ml
Sul 995ul Sug/ml
10ul 990yl 10ug/ml
15pl 985ul 15pg/ml
20ul 980ul 20ug/ml
25ul 975l 25ug/ml
30ul 970ul 30pg/ml
45ul 955l 45ug/ml
60ul 940ul 60pg/ml
9oul 910ul 90ug/ml

Con el objetivo de determinar la concentraciéon éptima de proteina que recubre a las
nanoparticulas y las estabiliza, se planteo un experimento donde de manera indirecta es
posible establecer esa concentracién y/o intervalo éptimo. Una vez llevado a cabo el proceso
de conjugacion utilizando diferentes concentraciones de proteina, se adiciond a cada tubo
de reaccion 1ml de NaCl al 10% y se homogeneizo, el objetivo fue promover la agregacion
de las nanoparticulas que no fueron recubiertas con la estreptavidina sobre las que
permanecen estables y no se agregan ya que han sido recubiertas eficientemente con la
proteina. Visualmente se observd un cambio de color: las nanoparticulas recubiertas
completamente con proteina permanecieron con el color rojo-rubi caracteristico, las

nanoparticulas agregadas se tornaron azul-violdceas.

4.5.1.1 Caracterizacion por espectrofotometria UV/Vis del conjugado. Se realizaron
mediciones en el espectrofotémetro UV/Vis y se analizaron las bandas de absorcién del
plasmon superficial para cada tubo de reaccién y asi se determino la concentracién y/o

intervalo de proteina que recubrio eficientemente a las nanoparticulas de oro basados en la
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forma de linea de los espectros de absorcion. Con los espectros obtenidos se realizdé un
andlisis de espectroscopia de derivadas, en el que se representa graficamente un intervalo
dado de longitudes de onda del cociente diferencial dA/dA, donde A representa la absorcion
de un espectro normal y A la longitud de onda. Un analisis de la primera derivada de los
espectros UV/Vis de los conjugados permitio establecer diferencias mas notables entre ellos.

Se utilizé el programa ORIGIN 6.

4.5.1.2 Caracterizacidon del conjugado por FT-IR. El conjugado fue analizado por FT-IR, se
usé como background base seca cristal efectuandole 30 barridos, posteriormente se
colocaron 1.5 pl del conjugado en el cristal de ATR hasta sequedad y se midid la muestra,

cada espectro fue producto de 120 barridos.

4.5.1.3 Caracterizacion del conjugado por MET. Se empled un microscopio electréonico de
transmisidén Philips modelo Tecnai 10 con un voltaje de operaciéon de 80kV para obtener
imagenes que permitieron identificar la adsorcién de la proteina a la superficie de la

nanoparticula de oro.

4.5.1.4 Ensayos de estabilidad del conjugado. Se diseiié un experimento con la finalidad de
evaluar la estabilidad de los conjugados durante un periodo de 8 semanas. Durante el
ensayo se midieron semanalmente los espectros UV/Vis de los conjugados. Los conjugados
evaluados fueron preparados a tres concentraciones de proteina 15, 20 y 25 pg/ml. Se
analizaron tres series de éstos conjugados, a la primera se le adiciond 1 ml de NaCl al 10%, a
la segunda serie 1 ml de buffer PBS (1X, 7.4) y la tercera serie permanecio tal cual. Los
controles fueron la solucién de nanoparticulas de oro y el buffer PBS 7.4. Se midié el pH de
cada una de las series evaluadas y de los controles. Se colocaron en tubos cilindricos de

pldstico protegidos de la luz y se conservaron a 4°C durante todo el ensayo.

4.5.2 Conjugacion de nanoparticulas de oro con estreptavidina-TRITC. Se llevd a cabo un
experimento para establecer la concentracién éptima de proteina-TRITC que recubre a las
nanoparticulas. La metodologia general fue descrita en el apartado 4.5.1. Las

concentraciones empleadas se muestran en el cuadro 4.4.
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4.5.1.1 Caracterizacion por espectrofotometria UV/Vis del conjugado-TRITC. La

metodologia empleada se describié en el apartado 4.5.1.1.

4.5.2.2 Caracterizacion del conjugado fluorescente por FT-IR. La metodologia empleada se

describié en el apartado 4.5.1.2.
4.6 Bioconjugado: conjugado unido al anticuerpo biotinilado Anti-Staphylococcus aureus.

La siguiente etapa en la construccién del sensor es la que corresponde al ensamblaje del
elemento de reconocimiento biolégico (ERB) sobre el conjugado. Se utilizd el anticuerpo
biotinilado Anti-Staphylococcus aureus. Se contruyeron dos bioconjugados a partir de los

conjugados descritos en el apartado 4.5.

4.6.1 Determinacion de la concentracion de anticuerpo biotinilado para el bioconjugado.El
bioconjugado se construyd a partir del conjugado a una concentracién de estreptavidina de
20ug/ml. Para establecer la cantidad de anticuerpo biotinilado necesario para adherirse a los
sitios de union de la estreptavidina, se llevo a cabo un experimento de validacion del
anticuerpo biotinilado en donde se utiliz6 un gradiente de concentraciéon de Ia
inmunoglobulina que fue desde: 100ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL, 10pg/mL, 5ug/mL, 2ug/mLy
1ug/mL. El diluyente fue una solucién buffer de fosfatos diluida 1/100. Una vez preparadas
las diluciones se adicionaron en tubos por separado 50uL del anticuerpo a las diferentes
concentraciones y 450ul del conjugado (preparado como se describié en el apartado 4.5).
Los tubos eppendorf se agitaron a 500rpm y se incubaron a 37°C por 1hr. Con la finalidad de
eliminar el exceso de anticuerpo se realizd una centrifugacion a 13, 00 rpm por media hora a
4°C, se retird el sobrenadante y se resuspendio el pellet con agua. Los bioconjugados se
almacenaron a 4°C hasta su uso en el bioreconocimiento del analito como se describe en el

apartado 4.7.

4.6.1.1 Caracterizacion del bioconjugado por UV/Vis. Se realizaron mediciones de los
bioconjugados en un espectrofotémetro UV/Vis y se analizaron las bandas de absorcion del
plasmon superficial para cada bioconjugado. Con los espectros obtenidos se realizé un

anadlisis de espectroscopia de derivadas, en el que se representa graficamente un intervalo
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dado de longitudes de onda del cociente diferencial dA/dA, donde A representa la
absorcion de un espectro normal y A la longitud de onda. Un analisis de la primera derivada
de los espectros UV/Vis de los bioconjugados permitié establecer diferencias mas notables

entre los bioconjugados. Se utilizé el programa ORIGIN 6.

4.6.1.2 Caracterizacion del bioconjugado por FT-IR. El bioconjugado fue analizado por FT-IR,
se uso como background base seca cristal efectuandole 30 barridos, posteriormente se
colocaron 1.5 ul del bioconjugado en el cristal de ATR hasta sequedad y se midié la muestra,

cada espectro fue producto de 120 barridos.

4.6.2 Determinacion de la concentracidn de anticuerpo para el bioconjugado fluorescente.
El bioconjugado se construyd a partir del conjugado flourescente a una concentracién de
estreptavidina-TRITC de 30ug/ml. La metodologia empleada se describié en el apartado

4.6.1.

4.6.2.1 Caracterizacion por UV/Vis del bioconjugado fluorescente. La metodologia

empleada se describid en el apartado 4.6.1.1.

4.6.2.2 Caracterizacion del bioconjugado fluorescente por FT-IR. La metodologia empleada
se describio en el apartado 4.6.1.2.4.7 Bioreconocimiento del nano-inmunosensor
fluorescente sobre Staphylococcus aureus. Una vez ensamblado el bioconjugado
flourescente como se describié en el apartado 4.6 se realizaron ensayos de biodeteccion
sobre el microorganismo de interés. Asi mismo se empleo a Escherichia coli como control
negativo y se realizaron mezclas de ambos microorganismos para evaluar la capacidad de
reconocimiento especifico del sensor. Estos ensayos se llevaron a cabo tanto en un medio
acuoso como en leche. Se utilizo la microscopia confocal de flourescencia para evaluar la

capacidad de biodetecciéon especifica del sensor propuesto.

4.7.1 Preparacion bacteriana. Staphylococcus aureus fue estandarizada por turbidimetria
como se describid en el apartado 4.3.4., las concentraciones bacterianas empleadas para los

. . . , 7 s s
ensayos de bioreconocimiento fueron de 1x10° células/ml, 1x10” células/ml, 1x10° células/ml
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y 1x10% células/ml. Se utilizé6 como diluyente buffer de fosfatos 7.4 diluido 1/100 (ver

cuadro 4.5).

4.7.2 Ensayos de bioreconocimiento. En un tubo eppendorf se mezclaron: 250ul de una
suspension bacteriana (a las concentraciones bacterianas descritas en el apartado 4.7.1) y
250ul del bioconjugado fluorescente, se homogeneizo la mezcla e incubd a 37°C por 1 hora.
Posteriormente se tomaron 5ul del sensor fluorescente y se colocaron en un portaobjetos

para ser analizados por microscopia confocal de fluorescencia.

4.7.3 Ensayos de bioreconocimiento empleando control bacteriano. Se realizaron
experimentos control siguiendo las metodologias descritas en los apartados 4.7.1 y 4.7.2
utilizando a E. coli como control negativo y en un experimento independiente se realizd una
mezcla de ambas bacterias con la finalidad de evaluar la capacidad selectiva del sensor. Para
éste ultimo ensayo se utilizaron volimenes de 150ul de cada microorganismo para
mantener un volumen de 250ul para una relacion final 1:1. Posteriormente se tomaron 5pl
de cada ensayo y se colocaron en portaobjetos para ser analizados por microscopia confocal

de fluorescencia (ver cuadro 4.5).

4.7.4 Ensayos de bioreconocimiento empleando una matriz alimentaria. Se llevaron a cabo
experimentos de bioreconocimiento empleando como matriz alimentaria leche parcialmente
descremada ultrapasteurizada (alpura 2000 Clasica 250ml; especificaciones del producto:
grasa saturada 21%, otras grasas 6%, azUcares totales 13% y sodio 6%). Se utiliz6 como
diluyente a la leche en tres concentraciones: sin diluir, 1/100 y 1/1000. Se llevaron a cabo las
metodologias descritas en los apartados 4.7.1, 4.7.2 y 4.7.3. En el cuadro 4.5 se muestra la

relacion de ensayos llevados a cabo para evaluar el bioreconocimiento del sensor.
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MICROORGANISMO

DILUYENTE 1x10%células/ml 1x10’células/ml 1x10°células/ml 1x10%células/ml
S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
Buffer de fosfatos

E. coli E. coli E. coli E. coli
diluido 1/100 coli coli coli coli
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla

S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
Leche E. coli E. coli E. coli E. coli
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla

S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
Leche diluida . . . .
1/100 E. coli E. coli E. coli E. coli
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla

S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
Leche diluida . . ; .
1/1000 E. coli E. coli E. coli E. coli
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla

Cuadro 4.5 Relacién de ensayos empleados para evaluar el nano-inmuno sensor.

4.8 Determinacion del limite de deteccion del sensor fluorescente: sistema de
espectroscopia de fotoluminiscencia. Con la finalidad de establecer la concentracién
minima de Staphylococcus aureus que es detectada por el sensor se utilizd un sistema de

mediciéon por fotoluminiscencia como se describe en el apartado 4.2.6.

4.8.1 Preparacion bacteriana. Staphylococcus aureus fue estandarizada por turbidimetria
como se describio en el apartado 4.3.4., posteriormente se prepararon diluciones seriadas a

partir de la suspension ajustada y se obtuvieron diluciones del microorganismo que fueron
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desde 12x108 células/ml hasta 12x10° células/ml, se utilizd como diluyente buffer de

fosfatos 1/100 a un volumen final de 10ml.

4.8.2 Preparacion del sensor. Una vez ensamblado el sensor fluorescente como se ha
descrito en los apartados 4.4, 45 y 4.6, se llevaron a cabo los experimentos de
bioreconocimiento utilizando las diluciones seriadas del microorganismo. Se disefié un
ensayo en donde se filtraron por membrana cada uno de los sensores
(bioconjugado+bacteria) de tal manera que fueron retenidos sobre ella los bioconjugados
unidos a la bacteria, los permeados correspondieron al bioconjugado (conjugado
fluorescente + anticuerpo) que no se unié a la bacteria y que por centrifugacidon pasé a
través de la membrana. Se midié la intensidad de fotoluminiscencia a 574nm de los
bioconjugados fluorescentes presentes en el permeado y de manera indirecta se
correlaciond con la concentracién bacteriana conocida de cada muestra. Como controles se
utilizaron a la bacteria y al conjugado fluorescente (nanoparticula+estreptavidina-TRITC). Se

graficaron las bandas de emisién a 574nm utilzando el programa ORIGIN 6.0.

4.9 Determinacion del limite de deteccion del sensor fluorescente: sistema de
bioimpedancia. Con la finalidad de establecer la concentracién minima de S. aureus que es
detectada por el sensor se utilizé un sistema de medicién por impedancia como se describe

en el apartado 4.2.5.

4.9.1 Preparacion bacteriana. Staphylococcus aureus fue estandarizada por turbidimetria
como se describié en el apartado 4.3.4, posteriormente se prepararon diluciones seriadas a
partir de la suspension ajustada y se obtuvieron diluciones del microorganismo que fueron
desde 12x10® células/ml hasta 12x10° células/ml, se utilizé como diluyente buffer de fosfatos

1/100 a un volumen final de 10ml.

4.9.2 Preparacion del sensor Una vez ensamblado el sensor fluorescente como se ha
descrito en los apartados 4.4, 45 y 4.6, se llevaron a cabo los experimentos de
bioreconocimiento utilizando las diluciones seriadas del microorganismo. Se utilizé un

analizador de impedancia modelo 4294A (Agilent) con un rango de frecuencia 40Hz a 100Hz.
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Este sistema fue adaptado con electrodos de oro posicionados de tal manera que el
circuito eléctrico se cierra a través de una muestra de bacterias suspendidas en 150
microlitros. Las mediciones se desarrollan en el rango de frecuencia de 100 Hz a 100 MHz a

181 pasos espaciados logaritmicamente.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Nanoparticulas de oro.

5.1.1 Sintesis de nanoparticulas de oro. En este método de sintesis se utilizdé una solucién
acuosa de acido cloroaurico (HAuCly), el cual funcioné como precursor, y una solucidon de
citrato de sodio (C¢HsNazO;) que actué como agente reductor. Estas soluciones se
mezclaron, al inicio no se observé coloracién, después de algunos minutos, la solucién se
tornd color purpura y posteriormente se obtuvo el color rojo rubi caracteristico de las
nanoparticulas de oro de tamafio nanométrico (=20 nm) Figura 5.1 Existe un intervalo en el
que no se presenta coloracién durante la reaccidn, esto se debe a la formacién del precursor
llamado 4cido dicarboxilico cetona, como producto de la oxidacién del citrato el cual

funciona como agente reductor de los iones de oro en atomos con valencia cero.

Figura 5.1 Sintesis de nanoparticulas metalicas de oro.

Se llevaron a cabo una serie de reacciones de sintesis de nanoparticulas de oro por el
método de reduccion con citrato de sodio, las cuales fueron caracterizadas individualmente
por espectrofometria UV/Vis con la finalidad de observar la resonancia del plasmén
superficial (RPS), que es la frecuencia a la cual oscilan los electrones de conduccién en
respuesta al campo eléctrico alternante de una onda electromagnética incidente. La RPS es

responsable de los colores atractivos de las soluciones coloidales de algunas particulas
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metalicas. Las nanoparticulas de oro (3-500nm) absorben en el intervalo visible con un

pequefio valle entre 500-600nm, Figura 5.2.

Figura 5.2. Bandas de resonancia caracteristicas de nanoparticulas de oro de
aproximadamente de 20nm.
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5.1.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro por espectrofometria UV/Vis. A partir
de las ecuaciones descritas por Haiss et al. (2007), se determinaron el tamaifo y la
concentracién de nanoparticulas de oro a partir de los espectros UV/Vis de las soluciones
coloidales sintetizadas, considerando la absorbancia de la banda de resonancia del plasmén
de superficie (Aspr) y de la absorbancia a una longitud de onda de 450nm (A450), Figura 5.3.
La metodologia y ecuaciones empleadas se describieron en el capitulo de Materiales y

métodos apartado 4.4.2.
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Figura 5.3. Valores de absorbancias consideradas para determinar tamaio y concentracion.
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En el cuadro 5.1 se muestran los valores experimentales obtenidos que se utilizaron en la
determinacién de tamafio (d) y concentracidon (N) de nanoparticulas de oro. Se llevaron a
cabo doce reacciones de sintesis, y a partir de los espectros UV/Vis de cada una de las
reacciones se aplicaron las ecuaciones previamente descritas. Es importante sefalar que la
ecuacidon empleada para determinar tamafio (Figura 4.1 A) permite determinar el tamafio de
nanoparticulas que oscilan entre 5-80nm. Los tamafnos calculados experimentalmente se
encuentran dentro de un rango de 11-40 nm aproximadamente. Asi mismo, la mayor parte
de las concentraciones calculadas se encuentran dentro del orden de magnitud 10" p/mL. A
partir de los resultados tedricos y experimentales, (Haiss et al.,2007) reportan una serie de
tablas que permiten al lector obtener cdlculos aproximados de tamafio (d) de nanoparticula
sin llevar a cabo cdlculos matematicos. Con la finalidad de comparar los resultados obtenidos

a partir de las ecuaciones y aquellos reportados en las tablas, se construyd el cuadro 5.2
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donde se muestran los cocientes de la absorbancia de la banda de resonancia del
plasmon de superficie (Aspr) sobre la absorbancia a una longitud de onda de 450nm (Aaso).
Los cocientes de la segunda columna corresponden a los datos obtenidos
experimentalmente, en la tercer columna el tamafo de nanoparticula calculada, en la
columna cuatro se muestran los cocientes tabulados y en la Ultima columna el tamafio de
nanoparticula reportada en tablas. Como se observa los cocientes a partir de los valores
experimentales comparados con los cocientes tabulados nos dan un tamafio de
nanoparticula muy cercano entre si. Los resultados obtenidos en el cuadro 6.2 permitieron
establecer que es posible determinar el tamano (d) de la nanoparticula a través de la

ecuacion de la Figura 4.1 (A) o bien a partir de valores tabulados
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Cuadro 5.1. Tamaifios y concentraciones calculados experimentalmente

O 00 N o U1 & W N =

I N e N I = = A I e A
S VW 0O N OO N1 AW O UV A W N = O

523
522
522
519
520
521
520
523
526
522
520
521
521
520
522
521
521
520
522
521
523
521
523
521

a partir de las ecuaciones.

spr

2.165
3.326
3.149
2.366
2.328
2.215
1.596
2.499
2.451
2.674
2.878
2.779
3.136
2.963
2.655
3.044
3.136
2.963
2.655
3.044
1.99
3.03
3.159
2.574

A450
Y
1.119
1.706
1.589
1.452
1.374
1.333
1.029
1.526
1.428
1.512
1.624
1.56
1.78
1.655
1.659
1.872
1.78
1.655
1.659
1.872
1.179
1.689
1.75
1.512

d (nm)
36.7
38.4
42.3
14.7
17.8
16.2
11.6
15.0
19.0
223
225
23.2
21.88
23.83
13.48
14.56
21.88
23.83
13.48
14.56
17.61
24.09
25.23
18.30

5-80nm
N (p/mL)
12
0.18x10
12
0.23x10
12
0.16x10
12
4.28x10
12
2.19x10
12
2.90x10
12
6.33x10
12
4.16x10
12
1.85x10
12
1.19x10
12
1.23x10
12
1.09x10
12
1.49 x10
12
1.06 x10
12
6.43 x10
12
5.69 x10
12
1.49 x10

12
1.06 x10
6.43 x10"

5.69 x10"
1.97 x10*
1.04x10"
9.35 x10™
2.23x10"
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Cuadro 5.2 Comparacion de tamaiios (d) de nanoparticulas calculados experimentalmente
y tamaiios de nanoparticulas tabuladas.

Rxn Aspr/A450 (Exp) d/nm (Exp) Aspr/A450 (Tabla) d/nm (Tabla)
1 1.93 36.7 1.92 35
2 1.95 38.4 1.96 40
3 1.98 423 2 45
4 1.63 14.7 1.61 14
5 1.69 17.8 1.69 18
6 1.66 16.2 1.65 16

A 7 1.55 11.6 1.56 12
8 1.64 15.0 1.65 16
9 1.72 19.0 1.73 20

10 1.77 22.3 1.73 20
11 1.77 22.5 1.73 20
12 1.78 23.2 1.8 25

partir de los valores de tamafio (d) y concentracién (N) de nanoparticulas se construyo una
grafica y se observé una dependencia exponencial de la concentracion de nanoparticulas/mL
y el tamafio de nanoparticula. Cuando se sintetizaron nanoparticulas de oro que oscilaron
entre 30-40 nm la concentracién se calculo menor a 1x10% p/mL, la concentracion de
nanoparticula cuyo tamafio fue entre 10-15nm fue mayor a 6x10™2 p/mL. Sin embargo, la
mayor parte de las sintesis que se llevaron a cabo formaron tamafios homogéneos de
nanoparticulas cuyos tamafios oscilaron entre 15 a 25nm con una concentracién entre 1-4

x10"* p/mL. Figura 5.4.
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Figura 5.4. Dependencia exponencial de la concentracion de nanoparticulas de oro (d)
respecto al tamafo de nanoparticula (N).
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5.2 Conjugado: nanoparticulas de oro recubiertas con estreptavidina. Las nanoparticulas
de oro (AuNPs) poseen atributos fisicos y quimicos importantes por lo que han sido
utilizadas como la base de sensores quimicos y bioldgicos con aplicaciones en dptica,
catdlisis, ciencia de los materiales, bio-nanotecnologia asi como biologia, nanomedicina y
microbiologia de los alimentos (Park et al. 2010; Krishnendu et al, 2011;. Khan et al, 2012;.
Sapsford et al, 2013). Las AuNPs se sintetizan de una manera sencilla y son estables (Daniel
et al., 2004), poseen una relacién superficie-volumen alta y presentan biocompatibilidad con

ligandos biolégicos (Soenen et al., 2015). Estas propiedades de biocompatibilidad pueden
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ajustarse variando su tamano, forma y el ambiente quimico circundante (Haiss et al,
2007;. Krishnendu et al, 2011;. Nguyen et al, 2014). La funcionalizacidn de la superficie de las
AuNPs con biomoléculas genera materiales hibridos que ha posibilitado que las
nanoparticulas interactien especificamente con sistemas biolégicos (Daniel et al, 2004;.
Boisselier, 2009; Sapsford y col ., 2013). La afinidad de las AuNPs metalicas por tioles,
disulfuros, ditiocarbamatos, aminas y otros ligandos permite la bioconjugacién con una
variedad de moléculas bioldgicas incluyendo ligandos de bajo peso molecular (acido,
tiamina, acido dimercaptosuccinico fdlico), polisacaridos (acido hialurdnico, quitosano,
dextrano, oligosacaridos, heparina), acidos grasos poliinsaturados (acido palmitico,
fosfolipidos), oligdmeros de ADN y proteinas (transferrina, anticuerpos, lectinas, citoquinas,
fibrinégeno, trombina) (Dang et al, 2005; Haiss et al, 2007; Wampler et al, 2009; Thanh et al,
2010; Chai et al, 2012; Sapsford et al, 2011; Sapsford et al, 2013). Los sistemas basados en
afinidad como: el sistema de estreptavidina-biotina posibilita el empleo de un gran nimero
de aplicaciones en bio-nanotecnologia (Thanh et al, 2010; Chen y otros, 2013, Sapsford et al,
2013). La molécula de biotina tiene una fuerte interaccion y especificidad por la molécula de

estreptavidina (Kd - 1%

M), la asociacion entre ellas no es afectada por los pH extremos,
disolventes organicos y otros agentes desnaturalizantes (Waner et al, 2008;. Katz , 1997,

Gonzdlez et al., 1997).

5.2.1 Conjugacion de nanoparticulas de oro con estreptavidina. Las nanoparticulas de oro,
una vez que han sido sintetizadas poseen una superficie cargada negativa formada
principalmente por grupos citratos, provenientes de la sintesis de las mismas. Esta carga
negativa de la superficie produce repulsiéon entre cada una de ellas, constituyendo asi el
estado coloidal, manteniéndose estables. Sin embargo, con el paso del tiempo esta carga
negativa va debilitandose por la adherencia de cargas positivas constituidas por compuestos
remanentes del proceso de sintesis. Una vez que la carga superficial de las nanoparticulas se
agota, no existen fuerzas electrostaticas de repulsién que impidan el acercamiento entre
ellas, dando origen asi al proceso de agregacién. En este proceso, se adhieren grandes
cantidades de nanoparticulas para formar microparticulas que no son estables y que tienden

incluso a precipitarse. Por esta razdon es necesario aplicar intencionalmente a la superficie
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de las nanoparticulas de oro moléculas mucho mas grandes como son las proteinas. Las
proteinas podrian unirse a la superficie de la nano particula mediante interacciones de tipo:
idnica, covalente o hidrofébica. Una vez que la proteina se ha unido a la nanoparticula, esta
se vuelve mas estable y mucho menos susceptible a la presencia de iones en el medio en
donde se encuentran suspendidas. La proteina estreptavidina es una opcion viable para ser
utilizada debido a que por una parte sirve como agente estabilizador de las nanoparticulas
de oro, y por otra, como elemento receptor de anticuerpos biotinilados (Nara et al., 2008;

Sai et al., 2010).

Con la finalidad de determinar la concentracidn minima necesaria de estreptavidina que
recubra la superficie de la nanoparticula, se llevé a cabo una conjugacion en la cual se
utilizaron diferentes concentraciones de la proteina entre 0-25 ug/ml de estreptavidina. Se
adiciono la proteina a un tubo eppendorf que contenia 1mL de nanoparticulas (previamente
caracterizada por UV/Vis), se agito en un vortex y se incubd a temperatura ambiente por 4
minutos, este procedimiento se llevo a cabo para cada una de las concentraciones a probar.
Una nanoparticula que ha sido conjugada (nanoparticula-estreptavidina) con la cantidad
apropiada de proteina permanece en estado coloidal cuando es sometida a un ambiente
con sal, donde las fuerzas electrostaticas de los iones interaccionan con la nanoparticula
cargada negativamente lo que provoca una agregacidon vy precipitacion de la misma al
neutralizar su carga. Por lo que, una vez que se llevé a cabo la conjugacion (nanoparticula-
estreptavidina) se adiciond 1mL de NaCl 10% al tubo eppendorf y se mididé su espectro de
absorcion por UV/Vis. Después de este procedimiento, si tanto la coloracién original de la
solucion coloidal de nanoparticulas de oro, como su banda de absorcidn (plasmdn
superficial) se mantienen, entonces se habra preparado correctamente el conjugado de
nanoparticula de oro-estreptavidina. La figura 5.5 muestra los espectros de absorcidn
UV/Vis de las nanoparticulas de oro cuando se conjugan con diferentes concentraciones de
estreptavidina y se someten posteriormente a altas concentraciones de sal. Como se puede
observar en la figura 5.5 una vez que se incrementa la concentracidon de estreptavidina la
banda de resonancia del plasmoén superficial se va definiendo cada vez mas hasta ser muy

similar a la del control (espectro en rojo con A=525nm). Los espectros UV/Vis del conjugado
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donde se utilizaron concentraciones de proteina entre 10-25 ug/ml se muestran mejor
definidos y la forma de linea es similar a la del control, teniendo una posicion espectral
cercana a A=538nm, desplazada respecto a la del control A=525nm. Este desplazamiento
hacia longitudes de onda mayores es caracteristico de una nanoparticula de oro conjugada a
una proteina. El desplazamiento hacia longitudes de onda mayores es debido al efecto de
retardamiento causado por la estreptavidina en la nube electrdnica de las nanoparticulas de
oro (Sykora et al., 2010). La concentracion minima necesaria de proteina para recubrir a la

nanoparticula y estabilizarla fue entre 10-25 ug/ml de estreptavidina.

La espectroscopia de derivadas representa graficamente un intervalo dado de
longitudes de onda, del cociente diferencial dA/dA, donde A representa la absorcion de un
espectro normal y A la longitud de onda. Un analisis de la primera derivada de los espectros
UV/Vis de los conjugados permitié establecer diferencias mas notables entre ellos, como se
muestra en la figura 5.6. Los conjugados AuNp-estreptavidina (donde se utilizaron
volumenes de proteina entre 1-5 ug/ml) presentaron derivadas del espectro notoriamente
diferentes respecto a la derivada del espectro de la nanoparticula (control en rojo). Sin
embargo, las derivadas de los espectros del conjugado AuNp-Estreptavidina (con
concentraciones de proteina entre 10-25 pg/ml) muestran similitudes en sus maximos
respecto al maximo de la derivada del espectro control (en rojo), y su desplazamiento
espectral hacia longitudes de onda mayores mostrado en los minimos de la derivada. Se
observé una consistencia y similitud de los maximos y minimos de las derivadas de los
conjugados AuNP-estreptavidina, a las concentraciones de 15 a 25 pg/ml de proteina,
respecto al control. Lo que significa que la concentracion de proteina necesaria para recubrir
las nanoparticulas y estabilizarlas se encuentra en un intervalo de 15-25 pg/ml de proteina.
Los resultados de éste analisis son consistentes con los obtenidos en el ensayo de validacién

previamente discutido, Figura 5.5.
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Figura 5.5 Conjugacidon de las nanoparticulas con estreptavidina. A la izquierda se muestran los

espectros de resonancia del plasmdén superficial frente a un gradiente de concentracién de

estreptavidina. A la derecha el comportamiento esquematico de las nanoparticulas conjugadas en un

sistema coloidal cuando se someten a altas concentraciones de NaCl.
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Figura 5.6 Primera derivada de los espectros de absorciéon UV/Vis de los conjugados nanoparticula-

estreptavidina.
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En la figura 5.7 se presentan una serie de microscopias electronicas de transmisién (TEM). Se
pueden observar a las nanoparticulas de oro (figura A como control, con un aumento de
160,000x). En las figuras B hasta la F los conjugados nanoparticula de oro-estreptavidina (con
un aumento de 135,000x hasta 470,000x). En éstas ultimas, se observa a la estreptavidina
rodeando la superficie de la nanoparticula formando una capa heterogénea. Las
microscopias electrdnicas de transmision en conjunto con los resultados obtenidos a partir
de los ensayos de validacién y de las espectroscopias UV/Vis, confirmaron que se llevo a
cabo el procedimiento de conjugacion de las nanoparticulas de oro con la proteina

estreptavidina.
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Figura 5.7. Microscopias electrénicas de transmision (TEM). Figura A.Nanoparticulas de oro

(control);Figuras B,C,D, E, F. Conjugados nanoparticula-estreptavidina.

control (lesl) 160000 x T 50nm

_ conjugado (lesl) 470000 x
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5.2.2 Ensayos de estabilidad del conjugado. Con base en los resultados obtenidos de
los ensayos anteriores se disefidé un experimento con la finalidad de evaluar la estabilidad de
los conjugados nanoparticula-estreptavidina utilizando 15, 20 y 25 ug/ml de proteina
durante un periodo de 8 semanas. En el apartado 4.5.1.4 del capitulo Materiales y métodos
se describié la metodologia empleada. En el cuadro 5.3 se muestran los resultados de las
mediciones espectroscépicas llevadas a cabo durante los dos meses del experimento. Se
graficaron en el eje de las abscisas las semanas y en el de las ordenadas las absorbancias de
los espectros. Se llevd a cabo una correccion de las absorbancias por el método de
sustraccion de linea recta con el objetivo de obtener las absorbancias reales de los
espectros. En la figura 5.8 se muestran los valores de las absorbancias de las nanoparticulas
y los conjugados (nanoparticulas de oro-estreptavidina) en relaciéon al tiempo. Se
representaron las concentraciones de estreptavidina como sigue: 15ul (cuadros), 20ul
(tridngulos) y 25ul (rombos). El grafico en rojo representa el control (nanoparticulas de oro),
como se muestra en la grafica las absorbancias del control tienden a disminuir respecto al
tiempo pero se observa que la disminucién es gradual, ver cuadro 5.3. Los graficos en azul
representan los conjugados con las tres concentraciones de proteina, los conjugados
muestran una disminucién de las absorbancias respecto al tiempo de manera gradual, el
comportamiento es similar que para el grafico control. Los graficos en verde representan los
conjugados a las tres concentraciones de proteina en presencia de PBS, la disminucion de las
absorbancias es gradual pero muestran valores por debajo del control. Los graficos en rosa
representan los conjugados a las tres concentraciones de proteina en presencia de NaCl
10%, a partir de la semana 0 se observo un decaimiento de las absorbancias para los tres
conjugados principalmente del conjugado con 15ul de proteina, en la semana 3 los tres
conjugados mostraron absorbancias cercanas a cero por lo que el equipo no las detecto. En
el cuadro 5.4 y la figura 5.9 se muestran respectivamente los valores obtenidos de las
mediciones puntuales de pH y una grafica concentrada donde se graficé en las abscisas el
tiempo en semanas y en eje de las ordenas el pH. Cabe mencionar que a partir de la semana
6 los volumenes finales de los controles y conjugados se vieron disminuidos debido a la

manipulacion de los mismos durante los procesos de medicion particularmente de las
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absorbancias por UV/Vis. Esto ocasiono que durante las mediciones de pH el electrodo
del equipo no fuera cubierto en su totalidad por la muestra y se observé que los valores de
pH medidos no eran consistentes con los que se habian medido con anterioridad. Por lo que
se decidié graficar los valores de pH hasta la semana 5, y ya no se midieron posteriormente.
En la figura 5.9 se muestran los valores de pH obtenidos en el experimento. El
comportamiento general de los conjugados y el control es una dependencia del pH respecto
al tiempo. Las nanoparticulas de oro (control en rojo) mostraron un incremento de pH que
oscilo de 5.2 a 6.3. Los conjugados en presencia de PBS (graficos verdes) incrementaron el
pH de 7.4 a 8.0 a. Los conjugados en presencia de NaCl (graficos rosas) incrementaron el pH
desde 5.5 a 6.3 de manera general, el incremento es gradual para los conjugados a las tres
concentraciones de proteina. EIl comportamiento de los conjugados (gréficos en azul) fue
gradual, pero se observa una diferencia del conjugado con 15ul de proteina respecto a los de
20 y 25ul de estreptavidina. El pH del conjugado con 15ul (cuadros) oscilo entre 5.9-6.5,
estos valores son mas cercanos a los pH del control. Los conjugados con 20ul de proteina

oscilaron entre 5.9-7.1y los conjugados con 25 ug/ml de proteina de 6.5-7.5.
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Cuadro 5.3. Concentrado de absorbancias y longitudes de onda.
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20ul Estreptavidina 15ul Estreptavidina

25ul Estreptavidina

Absorbancia (u.a.)

Cuadro 5.4. Concentrado de valores de pH.

Figura 5.8. Grafico concentrado de las absorbancias respecto al tiempo.

w
e
-

Tiempo (Semanas)

~#- Control
—a—Conj_15ug

—A— Conj_20ug
—4—Conj_25ug

- Conj_15ug+NaCl
~A~ Conj_20ug+MaCl
4 Conj_25ug+MNaCl
—#—Conj_15ug+PBS
—A— Conj_20ug+PBS
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pH

Figura 5.9. Grafico concentrado de los valores de pH respecto al tiempo.
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5.2.3 Andlisis de espectros FT-IR de las nanoparticulas de oro conjugadas con
estreptavidina. La figura 5.10 muestra los espectros FTIR de las nanoparticulas de oro,
conjugado y estreptavidina. El espectro FTIR de la estreptavidina (estandar concentrado, 1
mg/ml) muestra una banda intensa a 1632 cm™ que se asocia principalmente con la
vibracion de estiramiento C = O de la amida |, relacionada directamente con la
conformacién de estructura secundaria de la proteina. La banda de amida Il en 1527 cm™
resulta de la vibracion de flexion N-H y también de la vibracion de estiramiento C-N. Otras
bandas de frecuencias de vibracién mas bajos son los modos de flexién C-H, ( banda en 1447
cm); vibraciones de estiramiento C-NH, de aminas primarias de cadena lateral en 1407 cm’
! asi como varias bandas relacionados con vibraciones C-N, C-O, y C-C-0 de los residuos del
esqueleto de la proteina y de los aminoacidos ( regién de 1259 cm™ hasta 800 cm™ ). El
espectro FTIR de las nanoparticulas de oro muestra dos bandas intensas a 1588 cm™ y 1400
cm™ asociadas a los modos de estiramiento CH,-O y C = O respectivamente del grupo de
citrato como resultado del proceso de sintesis (Thi et al., 2010). Los grupos carboxilatos son
buenos adsorbentes para biomoléculas tales como proteinas (Krishnendu et al., 2011).

El espectro de FTIR del conjugado muestra diferencias con respecto al espectro de la
estreptavidina debido a la adsorcién sobre las nanoparticulas de oro (Kamnev et al., 2002).
Esta adsorcidon se establece a través de la interaccion electrostatica entre los grupos con
terminacion (-COO") en la superficie de las nanoparticulas y los grupos amino cargados
positivamente (-NH) de los residuos de la estreptavidina (Thobhani et al., 2010). El efecto de
la absorcion infrarroja amplificada en la superficie (SEIRA por sus siglas en inglés, surface
enhanced infrared absorption) es responsable de la observacidon de la vibracién del grupo
amida | a 1632 cm™, debido a su proximidad e interaccién con la nanoparticula. La baja
concentracién de estreptavidina (20 mg / ml) que cubre la superficie de las nanoparticulas
de oro en la solucion coloidal no seria suficiente para ser detectada utilizando sélo FTIR sin la
influencia de las nanoparticulas de oro. Otra sefial SEIRA que surge de la adsorciéon de
estreptavidina en AuNPs es la banda en la regién de 1595 cm™, lo que indica que los
residuos N-H estan directamente involucrados en la interaccidén con la nanoparticula de oro.

Las vibraciones C-NH, cerca de 1400 cm-' también se han mejorado, lo que sugiere la
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participacidon de los grupos amino de la cadena lateral, y de las vibraciones C-O/C-C en
las regiones de 1150-1000 cm™. Segtin la teoria SEIRA sélo las vibraciones moleculares que

son perpendiculares a la superficie del metal son amplificadas (Osawa, M., 2001).

Figura 5.10 Espectros FTIR de las nanoparticulas de oro, conjugado y estreptavidina.
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La banda de amida | de la estreptavidina se analizé por la segunda derivada del
espectro de FTIR, como se muestra en la figura 5.11 . El espectro experimental fue
deconvolucionado en cinco sefiales individuales relacionadas a su vez con la B- (1694 cm-1),
cadena extendida (1676 cm-1), a-hélice (1663 cm-1), no ordenadas (1640 cm-1) y B-hoja
(1627 cm-1) estructuras. area integrada se asocié con el porcentaje de cada estructura.
Estimamos que el 51,3% de B-hoja (incluyendo cadena extendida), el 10,5% de a-hélice, el
17,5% de B-a su vez y el 20,9% de las estructuras desordenadas. Estos valores estan en buen
acuerdo con los datos experimentales obtenidos con el programa STRIDE asignacion de la
estructura secundaria de la secuencia de polipéptido de estreptavidina (Uniprot p22629).
Torreggiani et al., 1999 y Gonzdlez et al., 1997 estimacién 47% y el 64% de las estructuras de
B-hoja respectivamente, mientras que Aragarana et al., 1986, los rendimientos de ~ 55-66%
de B-hoja y la estructura de cadena extendida en avidina , que es una proteina relacionada
que comparte 38% de identidad de secuencia con estreptavidina. El ultimo se determind
mediante el uso de deconvolucién de FTIR en bruto y los espectros de Raman (Honzatko et

al., 1986, Swamy, et al., 1996). Las estimaciones del porcentaje de las estructuras

secundarias reportadas en este trabajo

Figura 5.11 Porcentajes de estructura secundaria de la estreptavidina.
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5.3 Bioconjugado: conjugado unido al anticuerpo biotinilado Anti-Staphylococcus
aureus. En la figura 5.10 se observa que a concentraciones elevadas de anticuerpo la banda
de resonancia del plasmdn superficial no es definida con respecto al control (espectro azul
que corresponde a la nanoparticula-estreptavidina con una A=524nm). Sin embargo
conforme las concentraciones de inmunoglobulina decrecen la banda de absorcién se va
haciendo mas definida y similar respecto al control. A partir de 2uL de inmunoglobulina el
valor de A=524nm es similar al control (estreptavidina-nanoparticula). En la figura 22 se
muestra un grafico en donde se graficaron los valores del Aspr respecto a las
concentraciones de inmunoglobulina utilizada. Los resultados son consistentes con los
mostrados en la figura 5.11, conforme disminuye la concentracién de anticuerpo la posicion
de Aspr se desplaza hasta ser similar a Aspr del complejo nanoparticula-estreptavidina. Son
estas concentraciones de inmunoglobulina (a partir de 5pg/mL, 2pug/mLy 1ug/mL) las que se

utilizaran para llevar a cabo los ensayos posteriores frente al analito de interés.

Figura 5.10 Determinacidon de la concentracion de inmunoglobulina. Se muestran los espectros
UV/Vis de resonancia del plasmén superficial del bioconjugado frente a un gradiente de

concentraciéon de la inmunoglobulina.
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Figura 5.11 Relacién de Aspr de los bioconjugados respecto a la concentraciéon de inmunoglobulina.
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Un analisis de la primera derivada de los espectros UV/Vis de los bioconjugados permitié
establecer diferencias mds notables entre ellos, como se muestra en la figura 5.12. Los
bioconjugados donde se utilizaron volumenes de inmunoglobulina entre 100-10 ug/ml
presentaron derivadas del espectro notoriamente diferentes respecto a la derivada del
espectro control (conjugado, espectro en azul). Sin embargo, las derivadas de los espectros
del bioconjugado con concentraciones de proteina entre 5-1 pug/ml muestran similitudes en
sus maximos respecto al maximo de la derivada del espectro control (en azul), y su
desplazamiento espectral hacia longitudes de onda mayores mostrado en los minimos de la
derivada. Se observd una consistencia y similitud de los maximos y minimos de las derivadas
de los conjugados a las concentraciones de 5 a 1 ug/ml de proteina, respecto al control. Los
resultados de éste analisis son consistentes con los obtenidos en el ensayo de validacion

previamente discutido.
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Figura 5.12 Primera derivada de la absorcién UV/Vis.
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En la figura 5.13 se muestran los espectros UV/Vis de los diferentes componentes del
conjugado. La banda de absorcion del anticuerpo biotinilado tiene una posicién espectral de
A=276nm, la banda de absorcion de la proteina estreptavidina tiene un A=278nm y la banda
de absorcion de la nanoparticula de oro tiene un Aspr=521nm. Cuando se lleva a cabo la
funcionalizacién de la nanoparticula con la proteina estreptavidina se observa un
corrimiento de la banda de resonancia del plasmén superficial de Aspr=521nm a
Aspr=524nm. Una vez que se llevd a cabo la conjugacién con el anticuerpo biotinilado se
observé una banda de absorcion Aspr=525nm. A pesar del corrimiento de 1nm de la banda
de absorcién del conjugado respecto a la nanoparticula de oro funcionalizada, fue suficiente
para poder establecer si se habia llevado a cabo la conjugacion con el anticuerpo biotinilado.
La identificacion de las posiciones espectrales de cada uno de los componentes del
bioconjugado es importante ya que permite realizar un monitoreo sistemdtico en la

construccion del biosensor en cada una de las etapas que lo constituyen.
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Figura 5.13. Espectros UV/Vis de los constituyentes del bioconjugado.
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5.4 Desarrollo de un biosensor fluorescente basado en la proteina estreptavidina — TRITC.
Se ensamblé un biosensor fluorescente utilizando a la proteina estreptavidina marcada con
un cromoéforo: isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC).

5.4.1 Conjugacion de nanoparticulas de oro con estreptavidina-TRITC. Con la finalidad de
determinar la concentracion minima de estreptavidina-TRITC que recubriera la superficie de
las nanoparticulas, se llevd a cabo un experimento de validacidon en la cual se utilizaron
concentraciones de la proteina entre 0-45 pg/ml. Se procedié experimentalmente como se
describié en el apartado 4.5.2 del capitulo Materiales y métodos. Una nanoparticula que ha
sido conjugada con la cantidad apropiada de proteina permanece en estado coloidal cuando
es sometida a un ambiente salino, donde las fuerzas electrostaticas de los iones
interaccionan con la nanoparticula cargada negativamente lo que provoca una agregacion y
precipitacion de la misma al neutralizar su carga. Por lo que, una vez que se llevd a cabo la
conjugacién se adiciond 1mL de NaCl 10% al tubo eppendorf y se midié su espectro de
absorcion por UV/Vis. Después de este procedimiento, si la coloracidn original de la solucion

coloidal de nanoparticulas de oro, como su banda de absorcion (plasmén superficial) se
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mantienen, entonces se habrd preparado correctamente el conjugado de nanoparticula
de oro-estreptavidina TRITC. Como se observa en la figura 5.14 una vez que se incrementa la
concentracion de estreptavidina la banda de resonancia del plasmén superficial se va
definiendo cada vez mas hasta ser muy similar a la del control (espectro en rojo). Los
espectros UV/Vis del conjugado donde se utilizaron concentraciones de proteina entre 15-45
ug/ml se muestran mejor definidos y se van pareciendo al control, teniendo una posicion
espectral con una A=562nm desplazada respecto a la del control A=525nm. Este
desplazamiento hacia longitudes de onda mayores es debido al efecto de retardamiento
causado por la estreptavidina en la nube electrénica de las nanoparticulas de oro (Sykora et
al., 2010). El rango de concentracion de proteina para recubrir a la nanoparticula y

estabilizarla fue de 20-45 pg/ml.

Figura 5.14. Conjugacion de las nanoparticulas con estreptavidina marcada con TRITC. Se muestran
los espectros de resonancia del plasmon superficial frente a un gradiente de concentracidon de

estreptavidina TRITC.
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La espectroscopia de derivadas representa graficamente un intervalo dado de
longitudes de onda, del cociente diferencial dA/dA, donde A representa la absorcion de un
espectro normal y A la longitud de onda. Un analisis de la primera derivada de los espectros
UV/Vis de los conjugados permitid establecer diferencias mas notables entre ellos, como se
muestra en la figura 5.15. Los conjugados donde se utilizaron volimenes de proteina entre
3-15 pg/ml presentaron derivadas del espectro notoriamente diferentes respecto a la
derivada del espectro de la nanoparticula (control en rojo). Sin embargo, las derivadas de
los espectros del biconjugado con concentraciones de proteina entre 20-45 pug/ml muestran
similitudes en sus maximos respecto al maximo de la derivada del espectro control (en rojo),
y su desplazamiento espectral hacia longitudes de onda mayores mostrado en los minimos
de la derivada. Se observd una consistencia y similitud de los maximos y minimos de las
derivadas de los conjugados a las concentraciones de 20 a 45 ug/ml de proteina respecto al
control. Lo que significa que la concentracién de proteina necesaria para recubrir las

nanoparticulas y estabilizarlas se encuentra en un intervalo de 20 a 45 pg/ml de proteina.

Figura 5.15 Primera derivada de los espectros de absorcién UV/VIS de los bioconjugados
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Figura 5.16 Espectros UV/Vis de las nanoparticulas de oro y estreptavidinas.
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La Figura 5.16 muestra los espectros UV-Vis de las nanoparticulas de oro (AuNPs),
estreptavidina no marcada y estreptavidina marcada con isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC). El espectro de las nanoparticulas de oro muestra una banda
intensa de absorcién a 525 nm, que se relaciona con la resonancia de plasmon de superficie
(SPR). La estreptavidina-TRITC y la estreptavidina no marcada muestran una banda de
absorcion a 280 nm que es causada por la absorcién de dos aminoacidos aromaticos
triptéfano (Trp) y tirosina (Tyr) (Pace et al., 1995). Por otro lado, la estreptavidina-TRITC
muestra otras dos bandas a 522 y 553 nm que se pueden asociar con la absorcién del

cromoforo TRITC (Lin et al, 2013; Pedone et al, 2010).
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5.4.2 Bioconjugado: conjugado fluorescente unido al anticuerpo biotinilado Anti-
Staphylococcus aureus. Se llevd a cabo la conjugaciéon de la nanoparticula de oro-
estreptavidina TRITC con el anticuerpo biotinilado especifico para S. aureus. La conjugacién
se realizé partiendo de la nanoparticula funcionalizada con la proteina estreptavidina. El
procedimiento de funcionalizacion se discutidé previamente. Para establecer la cantidad de
anticuerpo biotinilado necesario para adherirse a los sitios de unidon de la estreptavidina, se
llevo a cabo un experimento de validacién del anticuerpo biotinilado en donde se utilizé un
gradiente de concentraciéon de la inmunoglobulina que fue desde: 100ug/mL, 50ug/mL,
25ug/mL, 10pg/mL, 5pug/mL, 2pug/mL y 1ug/mL. Cada una de las concentraciones a probar
corresponden a una reaccién por separado llevada a cabo en tubos eppendorf. Se adiciond a
cada tubo de reaccién 450ul de la nanoparticula-estreptavidina (previamente estandarizada
de acuerdo a lo discutido en apartados anteriores) mas 50ulL del anticuerpo biotinilado. Se
agitaron suavemente y se incubaron a 37°C por 1lhr. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se midieron en un espectrofotometro UV/Vis y se obtuvieron los espectros que
se muestran en la figura 5.16. Como se puede observar a concentraciones elevadas de
anticuerpo la banda de resonancia del plasmdn superficial no es definida con respecto al
control (espectro rojo que corresponde a la nanoparticula-estreptavidina TRITC con una
A=523nm). Sin embargo conforme las concentraciones de inmunoglobulina decrecen la
banda de absorcion se va haciendo mas definida y similar respecto al control. A partir de 2puL
de inmunoglobulina el valor de A=524nm es similar al control. Las concentraciones de
inmunoglobulina a partir de 5pg/mL, 2ug/mL y 1ug/mL se utilizaran para llevar a cabo los

ensayos posteriores frente al analito de interés.

76



Figura 5.16. Bioconjugacién del conjugado fluoresecente con el anticuerpo biotinilado Anti-S.
aureus. Se muestran los espectros UV/Vis de resonancia del plasmén superficial del complejo
nanoparticula-estreptavidina-TRITC-anticuerpo frente a un gradiente de concentracion de la

inmunoglobulina.

5231‘1m35524nm )
l\\ ‘: 100ug/mi

w\ 50ug/mi

AR
i \ \ 25ug/mi
i 10ug/mi

Absorption (a.u.)

Sug/ml
2ug/ml

e ] Tugimi

Conjugate_TRITC

200 300 400 500 600 700 800 200

Wavelength (nm)

En la figura 5.17 se muestran los espectros UV/VIS de resonancia del plasmoén superficial de cada
uno de componentes del nano-inmunosensor. La inmunoglobulina presenta una banda de absorcion
con una posicidn espectral en A=276nm, la banda de absorcién de la proteina estreptavidina TRITC
tiene un A=544nm, la nanoparticula de oro presenta una banda de absorcién con una posicién
espectral de A=519nm, el conjugado (nanoparticula de oro-estreptavidina TRITC) presenta un
A=523nm, el arreglo (nanoparticula de oro-estreptavidina TRITC-inmunoglobulina) presenta un

A=524nm y el bioconjugado muestra un A=527nm.
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Figura 5.17. Nano-inmunosensor. Se muestran los espectros UV/VIS de resonancia del plasmén

superficial de cada uno de componentes del biosensor
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5.5 Bioreconocimiento del nano-inmunosensor fluorescente sobre Staphylococcus
aureus.

En las figuras 5.18, 5.19, 5.20 y 5.21 se muestran una serie de micrografias confocales del
nanoinmunosensor. En las micrografias de la figura 32 y 34 se realizé una contaminacién in
situ en leche con los microorganismos a ser identificados. Para ambas figuras, en la primera
fila se observan los canales fluorescentes, campo claro y merge respectivamente del
bioconjugado , en donde fue evidente el reconocimiento del analito por parte del
inmunosensor. Se utilizd a S. aureus a una concentracidon de aproximadamente 1.8 x 10°
UFC/ml (de acuerdo a la escala Mac Farland) y se llevd a cabo la bionconjugacion de acuerdo
a los protocolos establecidos previamente. En las micrografias se observa al microorganismo

agrupado en racimos caracteristicos al género de la bacteria.

En la segunda fila de micrografias en ambas figuras, se utilizd a E. coli a la misma
concentracién que el microorganismo anterior, la bacteria fue utilizada como control
negativo del sistema de biosensado por lo que no se aprecia fluorescencia en ninguno de los

canales.

En la tercer fila de micrografias en ambas figuras se mezclaron los dos microorganismos a la
misma concentracion de trabajo descrita anteriormente. El nanoinmunosensor indentifico

selectivamente a S. aureus tanto en el sistema sin alimento como en leche.

Los resultados de los ensayos permitieron establecer que el nanoinmunosensor es selectivo
para S.aureus sobre otros microorganismos, y que es posible la identificacién en matrices
alimentaras liquidas como la leche. Para éste Ultimo caso se realizo una dilucién decimal de
10% antes de contaminarse y ser utilizado con el biosensor , ya que se tenia como
antecedente en previas mediciones que el alimento concentrado inhibe la flourescencia del

sistema problemente por las caseinas contenidas en él.
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Figura 5.18. Nano-inmunosensor. Se muestran las micrografias confocales del inmunosensor
utilizando como analito a S. aureus (primera fila de arriba hacia bajo), E. coli (segunda fila) y una

mezcla de los dos microoganismos (tercera fila).
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Figura 5.19. Nano-inmunosensor. Se muestran las micrografias confocales del inmunosensor
utilizando como analito a S. aureus (primera fila de arriba hacia bajo), E. coli (segunda fila) y una

mezcla de los dos microoganismos (tercera fila), los ensayos se llevaron a cabo en leche.
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Figura 5.20. Nano-inmunosensor. Se muestran las micrografias confocales del inmunosensor
utilizando como analito a S. aureus (primera y segunda fila de arriba hacia bajo), E. coli (tercera fila) y

una mezcla de los dos microoganismos (cuarta fila).
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Figura 5.21. Nano-inmunosensor. Se muestran las micrografias confocales del inmunosensor
identificando a S. aureus (primera fila de arriba hacia bajo) y una mezcla de los dos microoganismos

(segunda y tercera fila) en leche.
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6. CONCLUSIONES

6.1 Mediante el uso de protocolos estandarizados, se sintetizaron nanoparticulas de oro por
el método de reduccion quimica; y los espectros de absorcién UV/Vis de los coloides
obtenidos fueron analizados utilizando un modelo tedrico-experimental que permitio la
estimacion del tamafo de particula (d) oscilando entre 10-40 nm, asi como la concentracion

de nanoparticulas (N), que fue calculada entre 0.1 x10™*- 6x10? particulas/ml.

6.2 La proteina estreptavidina biotinilada la cual fue empleada para ser conjugada a la
superficie de las nanoparticulas de oro, resulto ser muy adecuada para la estabilizacion de
estas. Los ensayos de estabilidad de los conjugados mostraron que en condiciones normales
son estables por un periodo de tiempo prolongado (mayor a 2 meses), mientras que en
presencia de PBS (pH 7.4) se reduce su concentracién a un 20% respecto a la inicial después
de 2 meses, y en condiciones extremas de NaCl 10% no hay estabilidad y los conjugados se
destruyen totalmente después de 3 semanas. Esta proteina, ademdas de servir como
estabilizante de nanoparticulas de oro, sirvid posteriormente como capa de unién a través

de la biotina con el anticuerpo biotinilado anti-S. aureus.

6.3 Mediante ensayos de validacién y de analisis de la banda de resonancia de plasmon
superficial se determind una concentracion de 20 ug/ml de estreptavidina sin marcary 30
ug/ml de estreptavidina marcada con croméforo fluorescente (TRITC) como la cantidad

minima necesaria para conjugar y recubrir la superficie de las nanoparticulas de oro.

6.4 El andlisis FTIR del conjugado estreptavidina-nanoparticula de oro mostré el aumento de
la intensidad de absorcion infrarroja por el efecto de la superficie metalica de oro de las
nanoparticulas (efecto SEIRA). En particular la sefial SEIRA observada en 1595 cm™ surge de
la adsorcion y acoplamiento covalente de la estreptavidina con el grupo carboxilo de los
citratos de la superficie de las nanoparticulas de oro. De esta manera se sugiere que los

residuos de los aminoacidos cargados positivamente (—NH) pueden estar involucrados en la
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union con los grupos anidnicos (—COO') de los citratos unidos a la superficie de las

nanoparticulas de oro.

6.5 Se utilizd un anticuerpo biotinilado (anti-S. aureus) como elemento de reconocimiento
biolégico (ERB) del inmunosensor, el cual se acoplo mediante el enlace avidin-biotina a la
proteina estreptavidina. Los ensayos de validaciéon usando la espectrofotometria UV/Vis
permitieron establecer una concentracion de 5 pug/ml de anticuerpo biotinilado sin marcar y
10 pg/ml de anticuerpo biotinilado marcado con TRITC como la cantidad necesaria para

conjugarse con las nanoparticulas de oro-estreptavidina.

6.6 De la mezcla (1:1) entre la suspensidon coloidal fluorescente obtenida en este trabajo
(inmunosensor fluorescente) y una muestra de agua y/o leche contaminadas con las bacteria
S. aureus/E. coli, se observd el bioreconocimiento selectivo de S. aureus utilizando

microscopia confocal de fluorescencia.

6.7 De los experimentos por espectroscopia de fotoluminiscencia del filtrado del
inmunosensor fluorescente, provenientes de un ensayo de bioreconocimiento previo que
fue filtrado por membrana, permitieron una medicidn directa de la concentracion bacteriana

y fue posible establer un limite de deteccién del inmunosensor de 1x10° células/ml.

6.8 Los analisis de bioimpedancia del imnunosensor fluorescente sobre muestras
contaminadas previamente, permitieron una medida directa de la concentracién bacteriana

y se establecio un limite de deteccién del inmunosensor fluorescente de 1x10° células/ml.

6.9 Derivado de los resultados, se propone asi la solucion coloidal obtenida en este trabajo
(inmunosensor fluorescente), el cual estd elaborado a base de nanoparticulas de oro
conjugadas con proteina (estreptavidina) e inmunoglobulina (anti-S. aureus) como un
método alterno para la deteccidon rdpida cualitativa y cuantitativa del microorganismo

patégeno S. aureus. Con limites de deteccidn entre 10°-10% células/ml.
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Abstract

A practical method to determine Staphylococcns aureus using bioconjugated gold nanoparticles
is reported. The protocol uses gold nanoparticles stabilized by tetramethylrhodamine
isothiocyanate labeled streptavidin followed by functionalization with biotinylated anti-
staphylococcus aurcus antibodies. The streptavidin stabilized gold nanoparticles were obtained
by ftitration and analyzed by ultraviolet-visible spectroscopy and transmission e¢lectron
microscopy. The obtained fluorescent bioconjugate selectively linked to the surface of S. aurcos
in samples contaminated with the microorganism, as demonstrated by confocal micrographs. The
biorecognition process was performed by mixing the fluorescent bioconjugate with the sample.
Bacterial dilutions from 1 x 108 to 1 x 102 cell/ml of & aureus were determined, obtaining
sensitivity values of 1 x 105 cell/ml by photoluminescence and 1 x 102 cell/ml by bioimpedance.
This methodology represents a useful bioanalytical approach for the determination of

Staphylococcus aurcus.

Keywords: biosensor, gold nanoparticles, Saphylococcus aureus, streptavidin

INTRODUCTION

92



Foodborne illnesses are usuvally infectious or toxic in nature and caused by bacteria,
viruses, parasites, or chemical substances entering the body through contaminated food or water
{Buropean Food Safety Authority, European Centre for Disease Prevention and Control 2014).
The World Health Organization estimates that in 2015, 550 million (almost one in ten people in
the world} fall ill and 230,000 deaths every year from diarrheal with a significant proportion of
these cases following the consumption of contaminated food and drinking water. Children under
5 years of age carry 40% of the foodbome discase burden with 125,000 deaths every year (World

Health Organization 2015).

Saphylococcus aureus has been indicated as the fifth causative agent of all reported
outbreaks (European Food Safety Authority, Furopean Centre for Disease Prevention and
Control 2016). S aureusis a ubiquitous bacterium that is both a human and zoonotic commensal
and is a common cause of foodbome poisoning worldwide from the ingestion of heat-stable
toxins produced in food (Morandi et al. 2007; Podkowik et al. 2013). The signs and symptoms of
staphylococcal food poisoning occur when foods containing approximately 10° to 103 cells per
gram or milliliter or enterotoxin (100 ng) are ingested (Sospedra et al. 2012; Wu et al. 2013). S
aureus may be transmitted to food by hands or drippage from the nose and mouth. Foods
involved in staphylococcal food poisoning include canned mushrooms, cooked sausage, salads
with eggs, meat and meat products, fowl and egg products, tuna fish, chicken, potatoes, pasta,
baked goods milk, boiled goat milk, and other dairy products (Gonzilez-Fandos et al. 1999,
Nema et al. 2007; Normanno et al. 2007 ; Irlinger 2008; De Boer et al. 2009; Podkowik et al

2013).

Conventional bacterial identification methods usually include a morphological evaluation

of the microorganism as well as tests for the organisms ability to grow in various media.
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Althongh standard microbiological techniques allow the detection of single bacteria,
amplification of the signal is requircd through the growth of a single cell into a colony.
Traditional methods for the detection of bacteria are laborious, time consuming, and material
intensive (Arora et al. 2011). These involve the following steps: preenrichment, selective
enrichment, biochemical screening, and serological confirmation. A complex series of tests is
often required before the identification is confirmed. The results of such tests are often difficult
to interpret and not available on the time scale desired in the microbiological laboratory. In
particular way, traditional technique for identification of Saphylococcus atreus is described in
the Mexican Official Standard NOM-115-SSA1-1994 (Diarie Oficial de la Federacion 1995).
This method allows the determination of bacteria in food and is carried out directly on selective
medium plates and differential culture, with confirmation by coagulase and thermonuclease
protocols. The overall technique requires 4 to 5 days for a positive identification. This method is

suitable for food analysis in which more than 100 cells of Saphylococcus atreus bacteria are

expected per gram.

Biosensors offer several advantages over existing techniques that include reduced
analysis time, high throughput screening, improved sensitivity, and real time analysis (Jasson et
al. 2010). The worldwide demand for biosensors to detect microorganisms is ¢xpected to grow
from $6.72 billion in 2009 to $14.42 billion by 2016 (DiGregorio 2010). The integration of
nanotcchnology into biosensors holds great promise for addressing the analytical needs of food
diagnostic systems (Sanvicens et al. 2009; Wu et al. 2013). Nanoparticles have raised great
expectations in regard to generating enhanced signal-to-noise-tatios, reducing response times,

and us¢ in multiplexed systems. Another advantage of nanoparticle based technology is the
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detection of food borne pathogens in unprocessed and complex food (Li et al. 2005; Chen 2008;

Lin et al. 2008; Zhu, Du, and Fu 2009; Pires et al. 2011; Wu et al. 2013).

Among the nanomaterials employed in biosensors are gold nanoparticles, which posscss
unique optoelectronic properties and provide high surface-to-volume ratios with biocompatibility
using appropriate ligands (Park and Hamad-Schifferli 2010; Khan et al. 2012; Sapsford et al.
2013; Soenen et al. 2015). The affinity of the surface of metallic gold nanoparticles for ligands
includes thiols, disulfides, dithiocarbamates, and amines that allow bioconjugation with low
molecular weight ligands (folic acid, thiamine, dimercaptosuccinic acid), polysaccharides
(hyaluronic acid, chitosan, dextran, oligosaccharides, heparin), polyunsaturated fatty acids
(palmitic acid, phospho- lipids), deoxyribonucleic acid oligomers, and proteins (transferrin,
antibodics, lectins, cytokines, fibrinogen, thrombin) that make them scaffolds for the fabrication
(Dang ct al. 2005; Haiss ¢t al. 2007; Hon and Zhang 2007; Wampler and Ivanisevic 2009; Thanh
and Green 2010; Sapsford ct al. 2011, 2013; Chai, Tian, and Cui 2012). The affinity-based
streptavidin-biotin system has been employed for a number of applications in bionanotcchnology
and biosensing (Thanh and Green 2010; Chen et al. 2013; Sapsford et al. 2013). Biotin has a
strong and biospecific interaction with streptavidin (dissociation constant of 10" M) and the
association between biotin and streptavidin is rapid and unaffected by extremes of pH, organic
solvents, and other denaturing agents (Gonzalez ct al. 1997; Katz 1997, Waner and Mascotti

2008).

There have been several reports on the use of gold nanoparticles to detect S aireus.
Some used the non-polymerase chain reaction-based method, which measures the resonance
light-scattering signal of aptamer-conjugated gold nanoparticles to detect single S awreus cell

within 1.5 hours (Chang ¢t al. 2013). An analytical method based on the affinity nanoprobe-
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based mass spectrometry that enables detection of S atFeus in aqueous samples was also
reported. The detection limit of S auretsusing this method is in the order of a few tens of cells
(Lai et al. 2015). A gold nanoparticle-based colerimetric aptasensor for Staphylococcus atreus
using tyramine signal amplification has been reported. The limit of the method was 9 cfu/ml

{(Yuan et al. 2014).

An immunochromatographic assay based on gold nanoparticles was developed for S
aureus Processed food samples inoculated artificially with 0.9, 1.2, 2.4, and 6 cfu/g of bacteria
yielded positive results in the immunochromatographic measurements with a total analysis time
of 25 h (Huang 2007). Gold nanoparticles were employed for the direct colorimetric polymerase
chain reaction detection of methicillin-resistant Saphylococcus aureus in clinical specimens.
The colorimetric assay used two gold nanoparticles probes functionalized with Saphyfococcus
aureus 238 rRNA- and mecA-specific oligonucleotides with a detection limit of 500 ng of the
target amplicon (Chan et al. 2014). In a recent paper, we reported the use of gold nanoparticles
covered with protein A and functionalized with fluorescent antibodies to detect salmonella (Rios-

Corripio 2016).

Here we describe the design of a fluorescent-nanoimmunosensor colloidal solution for
the rapid identification of Staphyfococcus awreus. This system employed colloidal gold
nanoparticles conjugated with the labeled tetramethylrhodamine-streptavidin protein, linked to
biotinylated anti-Saphylococcus aureus antibodies. The biorecognition process used the
fluorescent bioconjugate with the sample. Bacterial dilutions from 1 x 10% to 1 x 10% cell/ml of S
aureus were employed, obtaining sensitivities of 1 x 10° cell/ml by photoluminescence and

1 x 10? cell/ml by bioimpedance measurements.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Tetrachloroauric acid trihydrate 99.5% precursor was from Sigma-Aldrich. The sodium
citrate dehydrate reducing agent was from J. T. Baker. The tetramethylrhodamine-conjugated
streptavidin protein from Sreptomyoces avidinii was acquired from Sigma-Aldrich and was stored
in pH 7.4, 0.01 M phosphate-buffered saline. Sodium chloride was purchased from Sigma-
Aldrich. Anti-Saphylococcus aureus antibody biotinylated was purchased from Abcam. The
reference strain of Saphylococcus aureus ATCC 25923 was donated from the Hospital
Microbiology Laboratory and Community of Benemérita Universidad Autonoma de Puebla,

Meéxico.
Bacteria Preparation

Saphylococcus aureus ATCC 25923 was cultured on brain heart infusion agar plaque
(Bioxon de México S. A_ de C. V) and incubated at 37°C for 12 h. A single colony was
transferred into a culture tube containing 5 ml of brain heart infusion broth and incubated at 37°C
for 12 h. One mililiter of the bacterial culture was centrifuged at 10,000 rpm for 10 min to obtain
a pellet. The cells were washed three times with sterile phosphate-buffered saline to remove
residual medium and resuspended in 1 ml of phosphate-buffered saline. Bacterial serial dilutions
were prepared for detection. The MacFarland scale was used as a standard method for the
counting of bacteria. The concentration of bacteria in the initial brain heart infusion broth was
estimated to be 12 x 10® cell/ml. Serial dilution was carried out in sterile saline solution to

12 x 107 to 12 x 10° cell/ml.
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I nstrumentation

Ultraviolet-visible measurements were camried out using an Evolution 606
Spectrophotometer (Thermo Scientific). It was used to measure the surface plasmon resonance
absorption band of single nanoparticles, conjugates (gold nanoparticle-streptavidin), and
bioconjugates (gold nanoparticle-streptavidin-antibody). A Philips model Tecnai 10 transmission
electron microscope operated at 80 kV was used to characterize the shape and size of the gold
nanoparticles and the streptavidin conjugate. A Carl Zeiss 710 confocal laser scanning

microscope was used to obtain the images of 8 aureus selectively identified by the bioconjugate.

Bioimpedance measurements used a precision impedance meter (Agilent; Model 4294A),
which supplied a signal I cos (k) at 100 MHz. This system was adapted by gold electrodes
positioned so that the electric circuit is closed through a sample of bacteria suspended in 150 pl.

Measurements were obtained from 100 Hz to 100 MHz at 181 steps spaced logarithmically.

Photoluminescence emission measurements were carried out by using the 375 nm
excitation line of a solid state laser Spectra-Physics, with an exit power of 16 mW, through liquid
samples in a quartz cell. The emission signal from the sample was introduced into a Horiba Jobin
Yvon (iHR320) monochromator with a charged coupled device detector. 420 and 512 nm long

pass filters were used to remove the laser radiation.

Synthesis of Gold Nanopartides

Gold nanoparticles were prepared by chemical reduction of tetrachloroauric acid
trihydrate with sodium citrate dehydrate in water. The gold nanoparticles were synthesized
because the citrate ions acts as the reducing, and capping agents. This method involved the

preparation of 1 ml of HAuCl, at 4% in deionized water. 0.5 ml of this solution was added to
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200 ml of deionized water and brought to boiling with constant stirring. Once the sample was
between 97 and 100°C, 3 ml of 1% sodium citrate were added and the solution began to darken
and turn bluish gray or purple. After 30 min, the reaction was complete and the final color of
solution was a deep wine red indicating that the colloidal solution of gold nanoparticles was
obtained. After the solution was cooled, the gold nanoparticles were centrifuged at 3,500 rpm for
40 min, the supernatant was removed, and the nanoparticles were resuspended in 6 ml of

deionized water. The obtained suspension was stored at 4°C until use.
Titration of Gdd Nanopartides with Streptavidin

A ftritation was carried out in order to determinate the critical tetramethylrthodamine-
streptavidine concentration for covering the surface of the gold nanoparticles with a full
monolayer. The colloidal solution of gold nanoparticles was treated with increasing
concentrations of streptavidin. Afier adding tetramethylrhodamine-streptavidin to the gold
nanoparticles, 10% NaCl was added. If most of the gold nanoparticles were still covered with
citrate groups, then the negative charge of the gold nanoparticles was screened by Na' and
agglomeration of the colloid took place. This flocculation was accompanied by a color change of

the solution.
Preparation of the Conjugate

30 pg/ml of tetramethylrhodamine-labeled streptavidin was the minimum concentration
to cover the surface of the 10 to 20 nm gold nanoparticles. 30 pl/ml of tetramethylrthodamine
labeled streptavidin were treated with 970 pl of gold nanoparticles, vortexed for 30 s, and

incubated at room temperature for 4 min. The obtained conjugate was stored at 4°C until use.

Preparation of the Fluorescent Bioconjugate
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10 pg/ml of anti-S aureus biotinylated antibodies were used to functionalize the surface
of the fluorescent conjugate. The fluorescent conjugate was mixed with the biotinylated antibody
in a 1:1 ratio and the bioconjugated nanoparticles were incubated at 37°C for 1 h. The resulting
solution was centrifuged at 3500 rpm for 40 min and the supernatant was discarded. The solution
was resuspended in water and stored at 4°C for the determination of S aureus by fluorescence

MiCroscopy-
Preparation of Bacteria

The fluorescent bioconjugate (colloidal solution) was mixed 1:1 with 1.2 x 10° cell/ml S
awrels The fluorescent bioconjugate-bacteria were mcubated at 37°C for 1 h to promote the
labeling of the cell membrane of S aureus with the fluorescent bioconjugate. 5 pl of the obtained

suspension was placed on slides to be analyzed by fluorescence.

RESULTS AND DISCUSSION

Ultraviolet-Visible Absorption Spectroscopy of Gold Nanopartides, the

Conjugate, and the Bioconjugate

Figwre 1 shows ultraviolet-visible spectra of gold nanoparticles, the conjugate (gold
nanoparticle-tetramethylrhodamine-streptavidin}, and the bioconjugate (gold nanoparticle-
tetramethylrhodamine-streptavidin-biotinylated antibodies). The spectrum of gold nanoparticles
shows intense absorption at 520 nm, which is related with surface plasmon resonance. The
spectrum of tetramethylrhodamine labeled streptavidin protein shows three bands. The
absorption at 280 nm is caused by the absorption of the aromatic amino acids tryptophan and

tyrosine (Pace et al. 1995). The bands at 522 and 553 nm are associated with the absorption of

10

100



the chromophore tetramethylrhodamine that labels this protein (Pedone et al. 2010; Lin et al

2013).

For determining the concentration of protein that covers the surface of gold nanoparticles,
0 to 45 pg/ml of tetramethylrhodamine-streptavidin were introduced to the colloidal solution of
gold nanoparticles (control) to gradually cover the surface. Once the gold nanoparticles were
conjugated with the protein, the colloidal solution obtained was mixed in a 1:1 ratio with 10%
NaCl to promote the aggregation of nanoparticles that were not totally covered with the protein
{Geneviéve et al. 2007). This procedure is known as titration. Figure 2a shows the ultraviolet-
visible spectra of the gold nanoparticles conjugated with several concentrations of
tetramethylrhodamine-streptavidin  after mixing with NaCl. In the upper spectrum, gold
nanoparticles (without streptavidin} show a broad absorption band from 700 to 800 nm due to
aggregated gold nanoparticles caused by mixing with NaCl. Since the gold nanoparticles are
initially covered with citrate molecules that have carboxyl groups, the negative charge of the
gold nanoparticles is screened by Na'* and colloidal aggregation occurs. This aggregation is

accompanied by a change of color of the solution to gray-purple.

For concentrations between 5 and 45 pg/ml of tetramethylrhodamine-streptavidin, a
superposition between the broad band associated with aggregated nanoparticles and the gold
nanoparticle-streptavidin conjugate band is observed in the ultraviolet-visible spectrum. In
addition, as the streptavidin concentration increases, the broad band from aggregatation shifts to
higher wavelength with a decrease i intensity. In the same way, as the concentration of
streptavidin  increases, the surface plasmon resonance absorption associated with the gold

nanoparticle-streptavidin conjugate increases in intensity. However, only the spectum of the
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conjugate, which is similar to the surface plasmon resonance absorption of the corresponding

spectrum of the gold nanoparticles control, was displaced by 5 wavenumbers.

The spectrum of the conjugate includes the absorption of the bands at 522 and 553 nmn
from the chromophore tetramethylrthodamine of the streptavidin that overlap in the ultraviolet-
visible spectrum of each conjugate. As a consequence of the absorption of this chromophore, the
linewidth of the surface plasmon resonance absorption of the conjugate (gold nanoparticle-
streptavidin} larger compared with the single gold nanoparticles control, due to damping caused
by tetramethylrhodamine-streptavidin on the electronic cloud of gold nanoparticles (Sykora et al.

2010).

The spectra with the line shape most similar to the surface plasmon resonance band of the
gold nanoparticles control and without aggregation were selected to provide the optimum
concentrations of tetramethylrhodamine-streptavidin to form an adequate conjugate and provide
stability to the gold nanoparticles. Therefore, the concentration interval of tetramethylrhodamine-
streptavidin used to cover the surface of the gold nanoparticles was from 20 to 45 pg/ml. Under
these conditions, stable conjugate particles capable of withstanding the interaction with NaCl

were obtained.

However, the first derivative of the ultraviolet-visible spectra of the conjugate prepared
with tetramethylrthodamine-streptavidin concentrations from 0 to 45 pg/ml) during the titration
with NaCl highlights the main differences between the line shape of the surface plasmon
resonance band of the gold nanoparticles control and the surface plasmon resonance band of the
conjugate at several tetramethylrhodamine-streptavidin concentrations following reaction with
NaCl. Figwe 3 shows the first derivative of the ultraviolet-visible spectrum of the gold

nanoparticles control and gold nanoparticles conjugated with tetramethylrhodamine-streptavidin
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The signal related with the single gold nanoparticles control includes two bands. The signals of
the conjugates have different line shapes and higher bandwidths_ In the absence of the protein,
the gold nanoparticles aggregate because their surface is uncharged following reaction with
NaCl, causing a distortion of the line shape m the first derivative spectrum. When the
concentration of protem increases, the surface of the gold nanoparticles is increasingly covered.
When the concentration of protein is between 20 and 45 pg/ml, the colloidal solution does not
aggregate in the presence of NaCl, and the line shapes of the first derivative spectra are similar to

the controls and the red color of the colloidal solution remained.

A sufficient concentration of protein (30 pg/ml) was used to prepare the conjugate gold
nanoparticle-tetramethylrhodamine-streptavidin. The conjugate structure was functionalized on
the surface with biotinylated anti-Stapfydococauss awreus antibodies as described in the
experimental section. The affinity between the avidin and biotin occurs so that the constant
region of the biotinylated antibodies is linked to the avidin of the protein, and the variable region
of the antibodies is exposed to the outside. Figure 4 shows ultraviolet-visible spectra of gold
nanoparticles control, the gold nanoparticle-tetramethylrhodamine-streptavidin conjugate, and
the gold nanoparticle-tetramethylrhodamine-streptavidin-antibody bioconjugate. The surface
plasmon resonance absorption of gold nanoparticles is centered at 520 nm, while the surface
plasmon resonance for the conjugate is centered at 524 nm because of frequency damping caused
by tetramethylthodamine-streptavidin. The surface plasmon resonance absorption of the
bioconjugate at 531 nm also results from the shift of the wavelength to higher wavelengths by
the presence of the tetramethylrhodamine-streptavidin and the biotinylated antibody linked to

this protein.
Transmission Electron Microscopy
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Gold nanoparticles and the gold nanoparticle- tetramethylthodamine-streptavidin
conjugate were characterized by transmission electron microscopy. Figure 5a shows a typical
image of the gold nanoparticles employed in this work. The average size was between 10 and
20 nm. Figure 5b shows a typical image of the conjugate, which is characterized by the gold
nanoparticles covered by a layer of tetramethylrhodamine-streptavidin. The concentration of
tetramethylrhodamine-streptavidin used to prepare this conjugate (30 pg/ml) was determined by
the titration procedure described above. This protein layer serves to stabilize the particles in the
colloidal state, promote an adequate attachment of the biotinylated antibodies during
biofunctionalization, and produce the red fluorescence from the tetramethylthodamine-

chromophore.
Confocal Microscopy

The fluorescent bioconjugate in colloidal form obtained in this work was directly
analyzed by mixing with water treated with 10° cell/ml S aureus After mixing in a 1:1 mtio, an
aliquot was characterized by scanning confocal microscopy. Figure 6 shows dark-field, clear-
field, and the combination of both fields of a cluster of S aureus Figure 6d shows the
combination of several clusters at higher magnificaation. In the dark field, the red fluorescence
due to the tetramethylrhodamine chromophore of the streptavidin suggests adequate recognition
of this pathogenic microorganism by the bioconjugate. All images were from an internal
focusing plane of the cluster by integrating the fluorescence from all focusing planes. A three-

dimensional reconstruction of the cluster in Figure 6a is shown in Figure 7.

Figure 8 shows images of dark, clear, and combined fields for S aureus with Escherichia

coli. Both types of bacteria are pathogenic microorganisms of interest. Fluorescence arising from
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the bioconjugate demonstrates selectivity for S atfets Only the surface of coccus were covered
by the fluorescent biofunctionalized nanoparticles bioconjugate, unlike the E coff bacilli which
were not recognized by the bioconjugate. Interferences of the fluorescent bioconjugate with
microorganisms depend on the cross reactivity of the antibody. The selectivity of the
bicconjugate colloidal selution for S aureuss was favorable in the presence of pathogenic E cofi.
However, this phenomenon needs to be further investigated to eliminate interferences with these
bacteria and other Micrococcaceae species and to minimize nonspecific binding by using

different capture antibodies and blocking procedures.

Figure 9 shows the negative control of this bioconjugate with E cofi. 5 pl of the mixed
bioconjugate-bacteria sample at 10° cell/mL was immobilized on slides. Micrographs of dark,
clear, and combined fields show no recognition of this bacillus by the fluorescent bioconjugate.
Figure 10 shows the selective biorecognition of S alreusin diluted milk that was treated with S
aureus and E. coli bacteria. The bioconjugate solution was mixed 1:1 with the contaminated
milk. The resultant mixture was centrifuged and immobilized on slides to be analyzed by
confocal microscopy. Micrographs of dark, clear, and combined fields show the recognition of S
awreus by the bioconjugate. Again, only coccus were recognized by the bioconjugate and
covered by the fluorescent functionalized nanoparticles. The tetramethylrhodamine fluorescence
micrographs demonstrate the presence of this pathogenic microorganism. According to these

findings, this methodology may be an easy and reliable approach to determine S atreusin food.

The fluorescent bioconjugate was mixed with water contaminated with S atreus from
1.2 x 10® to 1.2 x 10° cell/ml and passed through cellulose acetate membranes (0.22 pm). The
permeated bioconjugate nanoparticles without links to S at#eus were characterized by their

photoluminescence. Figure 11 shows the photoluminescence spectra of the permeated
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fluorescent nanoparticles that serve as emission centers during laser excitation. The filtrated
samples were analyzed in a quartz cuvette, including the bioconjugate colloidal solution as the
control with the bioconjugate was assigned to be 1 x 10° cell/ml by approximation. No intrinsic
photoluminescence of 1.2 x 108 cell/ml S aureus was observed. An intense band at 574 nm from
the tetramethylrhodamine of the streptavidin in the bioconjugate nanoparticles was present. Afier
performing spectral normalization of the band at 521 nm from the quartz cuvette, a decrease of
the photoluminescence intensity was observed from the band at 574 nm with the bacteria
concentration. Thus, for high bacteria concentrations, few bioconjugated nanoparticles were
obtained after filtration. On the other hand, for low bacteria concentrations, the number of
bioconjugated nanoparticles and photoluminescence increased after filtration. The sensitivity

limit was 1 x 10° cell/mL

Figure 12 shows bioimpedance curves of water treated with 1.2 x 10% to 1.2 x 10! cell/ml
S aureus All samples were mixed in a 1:1 ratio of the bioconjugate in the colloidal solution
obtained in this work. Bioimpedance measurements as a function of frequency of the electrical
signal show two local maximum frequencies (not shown)} at 100 and 1995 Hz for S aureus
labeled with the bioconjugate. Using either frequency, a detection limit of 1 x 102 cell/ml was
obtained. The signal of the bioconjugate was assigned by approximation to 1 x 10° cell/ml. An
exponential dependence from a semilogarithmic plot of impedance as a function of the bacteria
concentration was observed. These results show that the concentration of S alFeus was

determined using the bioconjugate reported in this work.

CONCLUSIONS
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A colloidal fluorescent bioconjugate, which is based in the use of gold nanoparticles
stabilized with tetramethylthodamine labeled streptavidin and biofunctionalized with
biothynlated anti-S awreus antibody, was employed for the analysis of water and milk and
provided good selectivity to the surface of S awreus as evidenced by confocal microscopy.
Photoluminescence emission of filtered bioconjugated nanoparticles that were previously mixed
with contaminated samples provided a direct measurement of the bacteria concentration with a
detection limit of 1 x 10° cell/ml. Impedance measurements of contaminated samples with this
bicconjugate also provided direct determination of the bacteria concentration with a detection
limit of 1 x 10? cell/ml. This methodology may be an important alternative to determine

pathogens in food.
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Figure 1. Ultraviolet-visible spectra of gold nanoparticles (control) and tetramethylrthodamine

labeled streptavidin protein.
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Figure 2. Ultraviolet-visible spectra of gold nanoparticles conjugated with several
concentrations of tetramethylrhodamine-streptavidin during the titration.
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Figure 3. First derivative absorbance of the ultraviolet-visible spectra of gold nanoparticles
conjugated with tetramethylrhodamine-streptavidin (pg/mil).
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Figure 4. Ultraviolet-visible spectra of gold nanoparticles, the gold nanoparticles-
tetramethylrhodamine-streptavidin conjugate, and the gold nanoparticle-tetramethylrhodamine-

streptavidin-antibody bioconjugate.
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Figure 5. Transmission electron microscopy images of gold nanoparticles prepared by (a)
citrate-reduction and the (b) conjugate obtained by titration with tetramethylrthodamine-
streptavidin. The gold nanoparticles were covered with a layer of tetramethylrhodamine-

streptavidin
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Figure 6. Confocal microscopy images of a cluster of Staphylococcus aureus recognized by the
fluorescent bioconjugate described in this work: (a)} dark-field, (b) clear-field, (c) the
combination of both fields, and (d) the combination of several clusters at higher resolution.
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Figure7. Three-dimensional integrated fluorescence from a cluster of S_ aureus by scanning
confocal microscopy. The microorganism was recognized by the fluorescent bioconjugate.
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Figure 8. Confocal microscopy images of the fluorescent bioconjugate reported in this work
which selectively identifies S areusin presence of E. cali- (a) dark-field, (b) clear-field, and (c)

combination of both fields.
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Figure 9. Confocal microscopy images of the fluorescent bioconjugate in presence of E coli
with no recognition of bacilli by the bioconjugate: (a) dark-field, (b) clear-field, and (c)
combination of both fields.
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Figure 10. Confocal microscopy images of the fluorescent bioconjugate in milk contaminated
with S awreusand E coli: (a) dark-field, (b) clearfield, and {c) combination of both fields. The
selective recognition of the coccus of S alrelsis visible in all images.
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Figure 11. Photoluminescence spectra of the filtered bioconjugate nanoparticles. The retentate
bioconjugate nanoparticles were linked to S atFeus at several concentrations of bacteria. The
emission band at 574 nm is from the tetramethylrhodamine in the bioconjugate and is
proportional to the bacteria concentration.
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Figure 12 Bioimpedance curves of water samples contaminated with concentrations of S
aureus from 1.2 x 108 to 1.2 x 10" cell/mL
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