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RESUMEN

Antecedentes: La deteccion rapida y especifica de agresivos biologicos es fundamental en diversos campos como control ambiental, diag-
nostico clinico, industria alimentaria, seguridad y defensa. La especificidad de la union antigeno-anticuerpo es empleada en multitud de
biosensores, como equipos de identificacion de agentes de guerra bioldgicos, pero el como se una ese anticuerpo en la superficie del biosen-
sor, en términos de densidad, orientacion, y estabilidad determinara la capacidad diagnoéstica del dispositivo. Objetivo: Desarrollo de proce-
sos de inmovilizacion de anticuerpos en superficies planares que permitan una unioén antigeno-anticuerpo eficiente, para su posterior uso en
dispositivos inmunologicos de sensado. Material y Métodos: Se ensayaron tres métodos de inmovilizacion del anticuerpo-fluoresceina sobre
una membrana Zprobe: adsorcion pasiva, union covalente con glutaraldehido (0,5 %) y unién orientada con proteina mediadora A/G (5'y
10 pg). Se selecciond albiimina sérica bovina-ficoeritrina como simulante de toxina proteica. Resultados: El porcentaje de retencion del anti-
cuerpo inmovilizado durante el proceso de inmunocaptura fue similar en los métodos ensayados. La densidad del anticuerpo inmovilizado
fue mayor en la inmovilizacion con glutaraldehido y menor con proteina A/G. Sin embargo, respecto a la eficiencia de la inmunocaptura
del antigeno, la inmovilizacion del anticuerpo con glutaraldehido fue la menos eficiente frente a la inmovilizacién con proteinas A/G, que
resulto ser la mas eficaz. Conclusiones: La utilizacion de glutaraldehido en la inmovilizacion del anticuerpo, aunque incrementa la densidad
de unién del mismo sobre una membrana Zprobe, interfiere en el proceso de inmunodeteccion antigénica, mientras que el uso de la proteina
mediadora A/G permiten un sistema de inmunocaptura mas eficiente, con una menor densidad de anticuerpo inmovilizado.

PALABRAS CLAVE: Toxinas, Immunosensor, Anticuerpo.

Optimization of the antibody immobilization process in immunobiosensors

SUMMARY: Antecedent: A quick and specific detection of biological warfare agent is the keystone in several fields like environmental con-
trol, clinic diagnostic, food industry, security and defence. The specificity of antigen-antibody binding is used in a multitude of biosensors like
biological warfare-agent detection equipment. However, how the antibody is attached to the biosensor surface, in terms of density, orientation
and stability, will determine the diagnosis capability of the device. Aim: the development of antibodies immobilization proceedings in planar
surface for an efficient antigen-antibody reaction to be used in immunological sensing devices. Material and Methods: three immobilization
methods of fluorescein labelled antibody were assayed on Zprobe membrane: passive adsorption, covalent bond by glutaraldehyde, well-
oriented immobilization by the intermediate protein A/G. Bovine serum albumin labelled with R-phycoerytrin was selected as toxin surrogate.
0,5 % glutaraldehyde and A/G chimeric protein (5 and 10 pg) were used as immobilization reactive. Results: immobilized antibody retention
during the immunocapture process was similar between all the assayed immobilization methods. The immobilized antibody density by gluta-
raldehyde was higher than that by protein A/G. However, with regard to the antigenic immune-capture efficiency antibody immobilization by
glutaraldehyde was the less efficient than immobilization by protein A/G. Conclusions: Antibody immobilization by glutaraldehyde, in spite
of increasing the retained antibody density on the Zprobe membrane, interferes in the antigenic immunodetection whereas the intermediate
protein A/G improves it, allowing a very efficient immunocapture system with less antibody density.

KEYWORDS: Toxins, Immunosensor, Antibody.

INTRODUCCION biorreceptor, uniéndose a él especificamente a través de un sitio
selectivo. Esta unién especifica es capaz de generar una sefal,
que es captada y transformada por el transductor en una sefial
inteligible y cuantificable por el detector. En base al fundamento
del transductor, los biosensores se pueden clasificar en electro-

quimicos, 6pticos, térmicos y de masa. En funcion de la natura-

Un biosensor es un dispositivo analitico que transforma pro-
cesos bioldgicos en sefales eléctricas u opticas cuantificables. El
biosensor estd en contacto directo con la muestra a través del
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leza del proceso bioldgico, los biosensores pueden ser cataliticos,
cuyos receptores son enzimas, tejidos o microorganismos, o de
afinidad, basados en inmunosensores y quimiorreceptores'. En
la actualidad existe una gran demanda de dispositivos de sensa-
do de agentes bioldgicos que permiten una deteccion “on site”,
simples de usar, con bajo coste y gran estabilidad?. Todos los
esfuerzos en este campo van encaminados a desarrollar técnicas
de biodeteccion que puedan combinar una excelente sensibilidad
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Figura 1. Porcentaje de retencion del anticuerpo inmovilizado.

y especificidad con corto tiempo de analisis, y que, a su vez, sea
posible miniaturizar?.

Un gran nimero de los biosensores desarrollados utilizan la
unién antigeno-anticuerpo como herramienta diagndstica, dada
su gran especificidad. Estos inmunosensores son utilizados en
campos muy diversos, como control ambiental, diagndstico cli-
nico, industria alimentaria, seguridad y defensa*. En particular,
equipos de identificacion de agentes de guerra bioldgicos, como
toxinas proteicas (ricina, toxina botulinica, etc.) se basan en téc-
nicas inmunologicas>®”.

El sistema de deteccion acoplado en cada biosensor determi-
na el umbral de deteccion. Sin embargo, el éxito de la capacidad
diagnostica de los inmunobiosensores depende en gran medida
de la inmovilizacion de los anticuerpos®”.

En nuestro trabajo, queremos estudiar y comparar diversos
procesos de inmovilizacién de anticuerpos en superficies plana-
res para su aplicacidon en biosensores “on site” de deteccion de
agentes de guerra bioldgicos. Asi, esta inmovilizacion, por una
parte, ha de ser estable y duradera y, por otra parte, ha de afectar
lo menos posible a la region de unién del anticuerpo al antige-
no; incluso, una buena orientacion de dicha region, una vez el
anticuerpo se fije a la superficie, podria facilitar la interaccion
del agente bioldgico con la region de reconocimiento del anti-
cuerpo'”.

En correspondencia con la bibliografia existente®® y aten-
diendo a la extension de su uso, se han elegido los siguientes
métodos de inmovilizacion de anticuerpos: adsorcion pasiva, in-
movilizacion covalente a través de un crosslinker, inmovilizacién
orientada por afinidad utilizando proteinas mediadoras.

MATERIAL Y METODOS
Materiales

La superficie planar elegida fue una membrana de nylon
Zprobe (Biorad).

Se eligi6 como simulante de toxinas proteicas albumina de
suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich). La BSA fue preparada a
una concentracion de 1 mg/mL en tampon fisioldgico fosfato sa-
lino pH 7,4 (PBS) marcada con ficoeritrina (RPE) con el kit de
conjugacion (AbDSerotec). Posteriormente, fue ensayada a una
concentracion de 5 pg/mL.

El anticuerpo de eleccién fue un anticuerpo policlonal de
oveja anti-BSA marcado con fluoresceina (FITC) (ThermoFis-

her) para el seguimiento de la inmovilizacion del anticuerpo y su
cuantificacion, diluido en tampon fisioldgico fosfato salino pH
7,4 (PBS) a una concentracion de 50 pg/mL.

Se utilizaron como reactivos de inmovilizacion glutaraldehi-
do (Scharlau), preparado al 0,5% en agua destilada, y la proteina
quimérica A/G (ThermoPierce), preparada a 50 y 100 pg/mL en
PBSIx.

El tampon de bloqueo utilizado fue PBS-caseina a pH 7,4.

Métodos de biofuncionalizacion estudiados

La membrana fue recortada en trozos de 4x4 mm y éstos
se depositaron en el interior de una placa negra multipocillo
(Nunc), previamente bloqueada con PBS-caseina. Se utilizaron
tres trozos de membrana previamente dimensionados como se
indica arriba para cada uno de los métodos de inmovilizacién
ensayados. Cada ensayo se realizo por duplicado.

Adsorcion pasiva

Sobre la membrana se depositaron 500 ng de anticuerpo en
tampoén fosfato salino (PBS) en un volumen de 10 pL, y se in-
cubd a 4 °C toda la noche (o/n). Después de ser lavada la mem-
brana en los pocillos con PBS1x (200 puL/pocillo, 5 minutos, tres
lavados) y bloqueada con PBS-caseina, se incubo con el antigeno
a detectar (50 ng de BSA-RPE en 10 pL PBS caseina) 1 hora a
temperatura ambiente.

Union covalente

La membrana fue tratada con glutaraldehido al 0,5% (200
puL/pocillo) en PBS durante 15 minutos y lavada posteriormente
en PBS (200 puL/pocillo 5 minutos, tres lavados). Después 500 ng
de anticuerpo, en 10 pL PBS, se depositaron sobre la membrana,
que se incubo a 4 °C toda la noche (o/n). La membrana, después
de ser lavada con PBS y bloqueada con PBS-caseina, se incubd
con el antigeno a detectar, 50 ng de BSA-RPE, en 10 uL de PBS
caseina durante 1 hora a temperatura ambiente.
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Figura 2. Densidad del anticuerpo inmovilizad. Porcentaje respec-
to a adsorcion pasiva. *** p <0,001; * p <0,05. Diferencias frente
a Adsorcion pasiva. One-way ANOVA, test de Comparacion Muil-
tiple Tukey ).
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Union orientada a través de proteina mediadora

Se ensayaron dos cantidades de proteina quimérica A/G, 500
ngy 1 ug, en 10 uL de PBS, que se depositaron sobre la mem-
brana y se incubaron a 4 °C toda la noche (o/n). La membrana,
después de ser lavada y bloqueada con PBS-caseina, se incubd
con el anticuerpo durante 1 hora a temperatura ambiente y, tras
un nuevo lavado para eliminar el excedente, se incubo con 50 ng
de BSA-RPE, 1 hora a temperatura ambiente.

Obtencion de datos para cada método de inmovilizacion

Se realizaron tres medidas de fluorescencia:

Medida inicial del anticuerpo inmovilizado

Después de la incubacion del anticuerpo con la membrana
y tras su correspondiente proceso de lavado, se midi6 la fluo-
rescencia de FITC (A excitacion=490 nm; A emisiéon= 521 nm;
Acutoft=515 nm) mediante un lector de fluorescencia multipoci-
llo (SpectraMaxGemini XPS, Molecular Devices).

Medida final del anticuerpo inmovilizado (después de la
inmunocaptura)

Alfinalizar el proceso de unién del anticuerpo con BSA-RPE
y su posterior proceso de lavado, se midié la fluorescencia de
FITC (A excitacion=490 nm; A emision= 521 nm; Acutoff=515
nm) mediante un lector de fluorescencia multipocillo (Spectra-
MaxGemini XPS, Molecular Devices).
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Figura 3. Efectividad de la union a la BSA en los distintos modelos
de biofuncionalizacion.* p< 0,05, ** p <0,01, *** p<0,001. Dife-
rencias respecto al grupo “Absorcion pasiva”. (One Way ANOVA
seguido del test de Comparacion Multiple Tukey ).
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Medida de la BSA-RPE unida al anticuerpo inmovilizado
(medida de inmunocaptura)

Tras la incubacién con BSA-RPE y posterior proceso de la-
vado, se midio6 la fluorescencia de RPE (A excitacion=495 nm;
A emision= 576 nm; Acutoff=570 nm) mediante un lector de
fluorescencia multipocillo (SpectraMaxGemini XPS, Molecular
Devices).

Analisis de resultados
Valoracion de la inmovilizacion del anticuerpo

—  Lectura de la fluorescencia de FITC inicial y final del anticuer-
po inmovilizado.
— Cdlculo de porcentaje de retencion del anticuerpo: Compara-
cién del valor final de fluorescencia de FITC asociada al anti-
cuerpo anti-BSA respecto al valor inicial tras la incubacion del
anticuerpo y primer lavado.
— Densidad del anticuerpo unido a la membrana. Se determind
el anticuerpo inmovilizado en términos de porcentaje, tomando
como control el método clasico de adsorcion pasiva.

Analisis estadistico de los resultados: One Way ANOVA y
posterior test de Comparacion Multiple Tukey.

Valoracion del sistema de inmunocaptura de BSA

Lectura de la fluorescencia de RPE.

Calculo de la eficiencia del sistema de inmunocaptura:
comparacion del valor de fluorescencia de BSA obtenido
respecto al valor de fluorescencia del anticuerpo inmovili-
zado.

Anadlisis estadistico de los resultados:

El tamano muestral fue de 12-6 (12 en el caso de la valora-
cién del anticuerpo inmovilizado, 6 en la determinacion de la
eficacia del sistema de inmunocaptura).

La normalidad fue previamente estudiada aplicando el test
de normalidad D’Agostino-Pearson o el test de Kolmogorov-
Smirnov (con el valor P Dallal Wikinson-Liliefor) (GraphPad
Prism).

Después se realizo un test One Way ANOVA y posterior test
de Comparacion Multiple Tukey.

RESULTADOS

Valoracion de la inmovilizacion del anticuerpo

Porcentaje de retencion del anticuerpo

El test de normalidad ensayado indica que la poblacion pre-
senta una distribucién normal.
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Tabla 1. Porcentaje de retencion del anticuerpo inmovilizado. Valores
medios, erros estandar de la media (SEM), tamario muestral (N).

TRATAMIENTO MEDIA SEM N
Absorcion pasiva 67,46899 4,015005 13
Unioén covalente glutaraldehido 66,8725 0,1666765 8

Unién proteina A/G 500 ng 70,63025 4,272686 12
Union proteina A/G 1 ng 70,62134 2,086897 12

El test One-Way ANOVA vy el post-test Tukey realizado no
muestra ninguna diferencia significativa entre los grupos, indi-
cando que el porcentaje de retencidén del anticuerpo es similar
en todos los métodos de biofuncionalizacion ensayados (Figura
1, Tabla 1).

Densidad del anticuerpo unido a la membrana

El test de normalidad ensayado indica que la poblacion pre-
senta una distribucién normal.

El test One-Way ANOVA y el post-test Tukey realizado pone
en evidencia que cuando se utiliza glutaraldehido se retiene mas
densidad de anticuerpo que mediante adsorcion pasiva, mien-
tras que cuando se utiliza proteina A/G se retiene una menor
densidad de anticuerpo (Figura 2, Tabla 2).

Tabla 2. Densidad del anticuerpo inmovilizado, porcentaje respec-
to a adsorcion pasiva. Valores medios, error estandar de la media
(SEM ), tamaiio muestral (N ).

TRATAMIENTO MEDIA SEM N
Absorcion pasiva 99,99923 5,717187 13
Uniodn covalente glutaraldehido 130,0225 5,874725 8
Union proteina A/G 500 ng 47,024 6,538109 5
Unién proteina A/G 1 ng 63,075 6,115917 6

Eficiencia del sistema de inmunocaptura del antigeno

El test de normalidad ensayado indica que la poblacion pre-
senta una distribucién normal.

El test One-Way ANOVA y el post-test Tukey realizados
muestran que existen diferencias significativas en la eficacia del
sistema de inmunocaptura resultante en funcion del método de
inmovilizacion del anticuerpo (Figura 3, Tabla 3). Asi, la eficien-
cia del sistema de inmunocaptura mediante unién covalente con
glutaraldehido, es estadisticamente inferior a la de la adsorcion
pasiva, a pesar de mostrar un incremento en la densidad del

Tabla 3. Efectividad de la union a la BSA en los distintos modelos
de biofuncionalizacion. Valores medios, erros estandar de la media
(SEM ), tamaiio muestral (N ).

TRATAMIENTO MEDIA SEM N
Absorcion pasiva 29,9026 4,166912 5
Uniodn covalente glutaraldehido 7,86 0,362243 6
Union proteina A/G 500 ng 67,889 0,536948 6
Unidn proteina A/G 1 mg 69,79267 6,394182 6

anticuerpo fijado. La inmovilizacion del anticuerpo a través de
proteinas mediadoras A/G incrementa la eficiencia de union de
la BSA en el sistema, siendo estadisticamente superior a todos
los demas modelos de biofuncionalizacidén ensayados, a pesar de
mostrar una menor densidad de anticuerpo inmovilizado.

DISCUSION

La inmovilizacién de los anticuerpos determina en gran me-
dida la capacidad diagnostica de los inmuno-biosensores por lo
que es de crucial importancia el desarrollo de procesos de inmo-
vilizacién que permitan una unidén antigeno-anticuerpo lo mas
eficiente posible. Ademas, esta union ha de ser también estable y
duradera dado que su aplicacion final es el desarrollo de biosen-
sores para la deteccion de agentes de guerra bioldgica “on site”,
por lo que tendrian que soportar duras condiciones ambientales
y largos periodos de almacenamiento.

Este trabajo, en consonancia con trabajos previos como
aquellos publicados por Sharma y col, (2016)® y Shen y col.
(2017)°, sefiala la importancia de una buena inmovilizacion del
anticuerpo. Hemos comparado las tres formas de inmovilizacién
mas frecuentes en superficies planares de amplio uso: la inmovi-
lizacion por adsorcion pasiva, la inmovilizaciéon covalente y la
inmovilizacion orientada mediante proteinas mediadoras.

La inmovilizacidon del anticuerpo por adsorcion pasiva es la
comunmente utilizada en los inmunoensayos de uso mas exten-
dido como los ELISAs. Por este motivo, se ensayo la biofuncio-
nalizacidén por adsorcidon pasiva y se compard con un tipo de
inmovilizacion que fuera més estable y duradera (inmovilizacioén
covalente) y con otro tipo de inmovilizacion que asegurara la
orientacion del anticuerpo y que fuera de elevada afinidad, aun-
que no fuese completamente irreversible (biofuncionalizacioén
mediante proteinas mediadoras).

La union mas fuerte que existe en la naturaleza es el enla-
ce covalente, proporcionando uniones estables y duraderas. La
inmovilizacién covalente del anticuerpo utilizando soportes
activados con grupos aldehido, para inmovilizar las proteinas
mediante una reacciéon con los grupos amino primario de su su-
perficie'!, esta descrita en la literatura. El trabajo de Karey y Sir-
basku'?> muestra que el glutaraldehido sobre superficies de nylon,
como las membranas Zprobe, incrementa la inmovilizacion de
distintas proteinas en este tipo de membranas. Trabajos mas re-
cientes, como aquellos llevados a cabo por Peng y colaboradores
(2016)"3 demostraron que el glutaraldehido resultaba ser un mé-
todo de fijacion covalente de anticuerpos en discos de celulosa.

Por esto se decidié estudiar el método de inmovilizacion
covalente con glutaraldehido en nuestro modelo de inmuno-
captura. Nuestros resultados muestran que el glutaraldehido, si
que incrementa la densidad del anticuerpo unido, pero no asi el
porcentaje de retencion del mismo durante el proceso. Ademas,
disminuye la eficacia de la unién antigeno-anticuerpo. Esto po-
dria explicarse porque la reaccion suele requerir pHs ligeramente
acidos y superficies hidrofébicas. A pH superior a 6, como es
nuestro caso, el glutaraldehido es altamente reactivo'* pudiendo
provocar cambios que afecten al reconocimiento antigénico del
anticuerpo. Por lo tanto, la inmovilizacion covalente con glu-
taraldehido no ofrece ninguna ventaja sobre la inmovilizacion

Sanid. mil. 2018 74 (3) 161



Peraile Munoz I., Gil Garcia M., Guaman Collaguazo CE., Gonzalez L6pez L., Cabria Ramos JC. y ...

clasica del anticuerpo por adsorcidén pasiva sino, al contrario,
supone una pérdida de eficacia en cuanto a la inmunocaptura
del antigeno.

Otro método de inmovilizacion ensayado es el que emplea
proteinas mediadoras como puente de unién entre el soporte y
el anticuerpo. Esta es una unién muy fuerte, con una alta cons-
tante de disociacion, aunque no es una unién covalente, con lo
que podria revertirse con la desnaturalizaciéon de la proteina.
El uso de estas proteinas mediadoras permite una unién orien-
tada del anticuerpo al unirse especificamente a la region cons-
tante (Fc) del mismo, de forma que la region variable de unién
al antigeno (Fab) queda accesible para la union antigeno-an-
ticuerpo. El uso de estas proteinas para la inmovilizacion de
anticuerpos es muy extendido, no sélo en columnas de afinidad
sino también en sensores. Trabajos recientes como los llevados
a cabo por Shen y colaboradores (2017)° ponen de manifiesto
que la inmovilizacion orientada a través de estas proteinas me-
diadoras es una técnica preferente en la fijacion de anticuerpos
a distintos soportes. Asi, Anderson y colaboradores' utiliza-
ron la inmovilizacion de los anticuerpos a través de proteina A
en un biosensor de fibra dptica.

Dentro de estas proteinas mediadoras, destacan la proteina
A, que pertenece a la pared celular de Staphylococcus aureus, y
la proteina G, que es una proteina de superficie de los grupos C
y G del género Streptococcus.

Sin embrago, la reactividad que presentan ambas proteinas
mediadoras por las distintas inmunoglobulinas es diferente. Por
eso, en este trabajo se eligio una proteina quimérica A/G frente
a la proteina A o a la proteina G, consiguiendo asi un amplio
espectro de union y siendo menos dependiente de variaciones de
pH. Ademas, en esta proteina quimérica se ha eliminado el sitio
de union de la proteina G a la alblimina sérica, con lo que se evi-
tan uniones inespecificas con la BSA, que es el antigeno utilizado
en este modelo de inmunocaptura. Esta proteina quimérica ha
sido usada en el desarrollo de biosensores como el SpectroSens
para la monitorizacion de diversas biomoléculas!®.

Nuestros resultados muestran que, aunque la densidad del
anticuerpo unido es menor que el observado en cualquiera de
los otros dos métodos comparados (adsorciéon pasiva y union
covalente con glutaraldehido), el sistema es mucho mas eficiente
en cuanto a la inmunocaptura del antigeno. Resultados similares
fueron obtenidos por Anderson y colaboradores 1> que obtuvie-
ron una inmunocaptura mas eficiente con el anticuerpo inmovi-
lizado con proteina A que cuando el anticuerpo estaba inmovili-
zado covalentemente.

Puesto que en esta inmovilizacion la densidad del anticuerpo
inmovilizado es menor, y el porcentaje de retencion del anticuer-
po no varia, el aumento en la eficacia de la inmunodeteccion sera
debido, posiblemente a la inmovilizacion orientada del mismo.

Por lo tanto, el empleo de las proteinas A/G mejoran la
efectividad del sistema de inmunocaptura, siendo necesaria una
menor cantidad de anticuerpo para obtener resultados mucho
mejores, lo que abarataria la produccion del dispositivo de inmu-
nodeteccion “on site”. El coste de la produccion de anticuerpos
especificos y sensibles frente a agentes de guerra biologicos son
elevados, dada la infraestructura y permisos que requieren, sien-
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do ademas necesario en la mayoria de los casos la obtencion in
house de los mismos por su ausencia en el mercado.

Todo esto hace que la proteina recombinante A/G sea un
método de eleccion en la inmovilizacion de anticuerpos en su-
perficies de uso extendido como el nylon, para su aplicacion en
el desarrollo de biosensores de campo, de gran utilidad para las
Fuerzas y Cuerpos de Seguridad del Estado ante una posible
amenaza bioterrorista.
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