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Resumen

En la actualidad el uso de biosensores para el diagnéstico
de enfermedades infecciosas ha llamado considerablemente
la atenciéon debido a la viabilidad que ofrecen por las
cualidades de algunos de ellos como son el tiempo de
respuesta, la especificidad y sensibilidad, asi como su bajo
costo. En particular los biosensores elaborados a partir de
nanoparticulas de oro podrian ofrecer estas ventajas, para la
deteccidn de una gran cantidad de analitos. En este trabajo
se propone una metodologia para la deteccién rapida de
microorganismos patégenos en agua y alimentos utilizando
un bioconjugado fluorescente elaborado a partir de
nanoparticulas de oro. Se probé su eficacia para la deteccién
de las bacterias Salmonella spp. y S. aureus en muestras de
agua y leche contaminada. La metodologia propuesta podria
representar una alternativa viable de aplicacién en el campo
del diagnéstico rapido de enfermedades infecciosas.

Palabras clave: Biosensores, nanoparticulas, patégenos,
Salmonela, S. aureus

Abstract

Nowadays the use of biosensors for diagnosis of infectious
diseases has attracted considerably the attention due their
feasibility and also by the qualities of some of them, such
as the time of response, specificity, sensibility, as well
as the low cost. Particularly biosensors made from gold
nanoparticles could offer these advantages, for the detection
of a large number of analytes. In this work, it is proposed a
methodology for the rapid detection of pathogens in food
and water using a fluorescent bioconjugate obtained from
gold nanoparticles. The effectiveness of the bioconjugate for
the detection of bacteria Salmonella spp. and S. aureus in
contaminated samples of water and milk was proved. The
proposed methodology could represent a viable alternative
for application in the field of rapid diagnosis of infectious
diseases.
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Introduccién

Actualmente una de las problematicas que ponen
en riesgo la salud del humano es sin duda es la
contaminaciéndeaguay alimentos por microorganismos
patégenos, los cuales llegan al organismo a través de
alimentos preparados, conservados o almacenados
en condiciones de higiene cuestionables. La presencia
de microorganismos patégenos en el organismo
produce sintomas que pueden ser desde leves como
los dolores estomacales y diarreas, hasta los severos
como la deshidratacién, ulceras estomacales, e incluso
la muerte. Entre las infecciones por alimentos mas
comunes se encuentran las que son causadas por
Campylobacter spp., Salmonella spp. y Escherichia coli
O157:H7. Otro tipo de bacterias tales como, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Bacillus anthracis, las
enterohemorragicas Escherichia coli O103:H25, O26,
OlI11,0115,0128, 0145, asi como las recientemente
aisladas Staphylococcus aureus O104:H4 resistente
a antibiéticos, ademas de virus and protozoarios
los cuales son transmitidos a través del consumo de
alimentos [1].

Uno de los principales desafios que surgen en esta
problematica es sin duda la identificaciéon del tipo de
microorganismo patégeno. El método microbiolégico
estandar para la deteccién de patégenos en alimentos
es el conteo de colonias en placa de agar, procedimiento
que requiere varios dias para la determinacion de
la presencia del microorganismo en la muestra.
Desafortunadamente, los resultados de estas pruebas
comiUnmente son dificiles de interpretar y no estan
disponibles en los tiempos deseados. Por otra parte,
los métodos moleculares, los cuales estan basados
en la reacciéon en cadena de la polimerasa (siglas en
ingles PCR tiempo real) son los que han mostrado
tener la mayor sensibilidad para la identificaciéon de
microorganismos patégenos. El limite de detecciéon de
estos métodos va 10 a 100 unidades formadoras de
colonia/ml de muestra [2-4].

Ademas de los métodos mencionados, hoy en dia
existe el uso de los biosensores, debido a la viabilidad
que ofrecen por las cualidades de algunos de ellos
como son el tiempo de respuesta, la especificidad y
sensibilidad, asi como el costo atractivo. En particular,
algunos de estos biosensores estan basados en
inmunoensayos que utilizan anticuerpos especificos de
especies bacteriales y aptameros, que a su vez pueden
o no estar marcados con moléculas fluorescentes o
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cromoforos [5]. Estos métodos requieren condiciones
estandar para una interaccion éptima de proteinas
y otras moléculas de afinidad especifica con: tiras
reactivas, laminillas de vidrio, superficies de metalicas,
microplacas, membranas y otras superficies adecuadas
para separacion de complejos antigeno-anticuerpo
[6,7].

Recientemente, la inclusion de la nanotecnologia en el
campo de los biosensores acrecenta la posibilidad de
mejorar las necesidades analiticas de los diagnésticos
médicos. Se ha reportado el uso de nanoparticulas
para el desarrollo de biosensores con sensibilidad
comparable a la de los métodos moleculares [8], pero
ademas reduciendo los tiempos de respuesta y muy
posiblemente los costos de produccién y operacién. En
particular, el uso de nanoparticulas de oro como base
para el desarrollo de biosensores de microorganismos
patégenos ha mostrado ser una estrategia promisoria
en el campo del diagnéstico médico de enfermedades
infecciosas [9]. En este trabajo se reporta el uso de
nanoparticulas de oro como base para la elaboracién
de un biosensor para el reconocimiento selectivo
de bacterias patdgenas, y de manera particular se
demuestra la efectividad y viabilidad en la deteccién de
Salmonella spp. y S. aureus.

Resultados

Se utilizaron nanoparticulas de oro sintetizadas
quimicamente por el método de citrato-reduccién
[10], obteniéndose en forma de coloide, en el cual cada
una de estas nanoparticulas se encuentra suspendida en
agua. Estas nanoparticulas de oro son esféricas y tienen
un tamano aproximado de 10 nanémetros (nm) de
diametro (1 E-9 m), como se observa en laimagen de la
Figura | (a), obtenida mediante microscopia electrénica
de transmision.

(@) (b)

Figura |. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de
transmision de: (a) nanoparticulas de oro, y (b) nanoparticulas de oro
recubiertas con una capa de proteina A (conjugado).
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Una vez que las nanoparticulas de oro han sido sintetizadas,
se procedié a conjugar una capa de proteina sobre la
superficie de cada nanoparticula, como se observa en la Fig.
[ (b). Esto se hace agregando proteina ala suspension coloidal
para que cada nanoparticula se recubra y a su vez quede
estabilizada eléctricamente para seguirse manteniendo en
estado coloidal por un tiempo prolongado. De lo contrario,
nanoparticulas no conjugadas se vuelven inestables con el
tiempo, formando agregados de tamanos micrométricos
que posteriormente se precipitan. Posteriormente a la
conjugacién de lananoparticulade oro con proteina, se realiza
una biofuncionalizacion utilizando un anticuerpo policlonal
marcado con una molécula fluorescente o cromodforo,
para obtener finalmente particulas bioconjugadas. Son
este tipo de nanoparticulas las que poseen la capacidad del
bioreconocimiento selectivo de diferentes tipos de analitos.
La Fig. 2 muestra un diagrama esquematico del proceso de
conjugacion y biofuncionalizacion para la obtenciéon de un
bioconjugado fluorescente.

Bioconjugado
Nanoparticula
de oro

Conjugado

-Po-b

Figura 2. Diagrama esquematico del proceso de obtencién de un
bioconjugado fluorescente utilizando nanoparticulas de oro.

Una vez obtenida la suspension coloidal constituida por este
tipo de nanoparticulas esféricas biosensoras (bioconjugado),
es posible probarla usando el analito para el cual fue disefiado.
En este trabajo se muestra la elaboracién de nanoparticulas
bioconjugadas fluorescentes para la deteccién de dos de
las bacterias patdégenas cuya presencia puede ser comun
en alimentos contaminados, como son Salmonella spp. y S.
aureus. La Figura 3 muestra una micrografia de fluorescencia
confocal tomada en tres campos diferentes (a) campo claro,
(b) mezcla de campos claro+oscuro, y (c) campo oscuro.
Para la obtencién de esta imagen se analizé6 una muestra
de agua contaminada intencionalmente con una mezcla de
las bacterias Salmonella spp. (1E3 UFC/ml) y S. aureus (1 E5
UFC/ml). Para esto se mezclé (I:1) un volumen pequefio
(50 ul) de la solucién contaminada con bacterias y otro
con la suspensiéon coloidal de nanoparticulas bioconjugadas
fluorescentes (biosensor). La mezcla se colocé en laminilla
de vidrio y se analizé el campo visual, asi como la emision
fluorescente verde (fluoresceina FITC) proveniente de las
nanoparticulas bioconjugadas adheridas a la superficie de
los bacilos de Salmonella spp. selectivamente identificados
por este tipo de nanoparticulas [I]]. En este caso las
nanoparticulas bioconjugadas solamente reconocen y se
adhieren a la pared celular de la bacteria Salmonella spp.
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a pesar de estar presente la bacteria S. aureus, la cual no
muestra fluorescencia en campo oscuro.

(b) (©

Figura 3. Micrografias de fluorescencia confocal de una muestra de agua
contaminada con Salmonella spp (1E3 UFC/ml) y S. aureus (1E5 UFC/
ml). Se observa la presencia de ambas bacterias en (a) campo claro y
(b) mezcla de campos claro+oscuro; en campo oscuro (c) se observa
la fluorescencia verde de las nanoparticulas bioconjugadas identificando
selectivamente a los bacilos de Salmonella spp.

De manera similar al caso anterior, la Figura 4 muestra una
micrografia de fluorescencia confocal de una muestra de
leche contaminada intencionalmente con las bacterias S.
aureus (1E5 UFC/ml)y E. coli (1E5 UFC/ml). Esta muestrade
leche contaminada fue mezclada con la suspensién coloidal
biosensora, colocandose posteriormente en laminilla de
vidrio para su andlisis en los tres campos diferentes (a)
campo claro y (b) mezcla de campos claro+oscuro; en
campo oscuro (c) se observa la fluorescencia roja (rodamina
TRITC) proveniente de las nanoparticulas bioconjugadas
adheridas a la superficie de los coccos de S. aureus
selectivamente identificados por estas [12]. A diferencia del
caso anterior, las nanoparticulas bioconjugadas solamente
reconocen y se adhieren a la pared celular de la bacteria S.
aureus a pesar de estar presente la bacteria E. coli, la cual no
muestra fluorescencia en campo oscuro.

Figura 4. Micrografias de fluorescencia confocal de una muestra de
leche contaminada intencionalmente con S. aureus (1E5 UFC/ml) y E.
coli (IE5 UFC/ml). Se observa la presencia de ambas bacterias en (a)
campo claro y (b) mezcla de campos claro+oscuro; en campo oscuro
(c) se observa la fluorescencia roja de las nanoparticulas bioconjugadas

identificando selectivamente a los coccos de S. aureus.
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Conclusiones

La suspensién coloidal biosensora constituida por
nanoparticulas bioconjugadas fluorescentes obtenida en
esta investigacion puede ser utilizada para determinar la
presencia de microorganismos patégenos presentes en
aguay alimentos contaminados. Para este caso se probé
la deteccion selectiva de las bacterias Salmonella spp. y
S. aureus, en presencia de la bacteria E. coli. De esta
forma, la metodologia propuesta podria representar
una alternativa viable de aplicacién en el campo del
diagnéstico rapido de enfermedades infecciosas.
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